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RESUME 

La maladie de Parkinson est caractérisée par une dégénérescence des cellules 

dopaminergiques, laquelle est soupçonnée d'être, en partie, l'aboutissement de phénomènes 

d'oxydation. Des traitements véhiculés par des anti-oxydants pourraient donc avoir des 

effets neuroprotecteurs sur cette population neuronale. Nous avons exploré cette hypothèse 

par l'intermédiaire de la cystamine - un anti-oxydant aux propriétés neuroprotectrices chez 

un modèle animal de la maladie de Huntington - chez des souris parkinsoniennes générées 

par la toxine l-méthyl-4-phényl-l,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP), une molécule qui 

reproduit la plupart des symptômes parkinsonniens. Nous avons ici soumis des souris âgées 

de 16 mois à un traitement de 10 ou 50 mg/kg/jour de cystamine commençant 2 jours avant 

(pré-traitement) ou pendant (traitement) les injections de MPTP et se poursuivant durant 14 

jours. Les résultats obtenus ont démontré que le pré-traitement d'une faible dose de 

cystamine (10 mg/kg) permet de protéger, de façon significative, le système 

dopaminergique. Ces travaux suggèrent que la cystamine possède des propriétés 

neuroprotectrices chez un modèle animal de la maladie de Parkinson. 
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PREAMBULE 

La maladie de Parkinson est un désordre neurodégénératif progressif affectant plus de 1 % 

de la population âgée de plus de 60 ans (Tanner, 1992). Les causes exactes de la cette 

maladie demeurent encore ambiguës. Bien qu'une faible proportion des cas soit héréditaire 

et reliée à une mutation de la protéine alpha-synucléine (a-syn) ou parkin, la cause de plus 

de 90% des cas reste jusqu'à ce jour inconnue. Une plus grande prévalence de cette maladie 

en milieu agricole laisse croire que les toxines environnementales sont largement 

impliquées dans la genèse du Parkinson. Des expositions à l'eau de puits (Di Monte et coll., 

2002), aux pesticides (paraquat), aux herbicides et aux fongicides (Gorell et coll., 1998) 

sont toutes soupçonnées d'être impliquées dans l'induction de la maladie. 

Puisque les causes de la maladie de Parkinson sont en grande partie inconnues, il est 

difficile de cibler et de développer des traitements efficaces; aucun des traitements actuels 

n'est d'ailleurs curatif. De nos jours, deux types de thérapie sont applicables selon l'état du 

patient et le choix de l'intervenant. Elles sont de types médicamenteuse (ex : levodopa (L-

dopa)) ou chirurgicale (stimulation à haute fréquence (DBS)). Jusqu'à présent, elles ont 

pour effet de cibler les symptômes de la maladie sans toutefois ralentir son évolution. 

Sur le plan expérimental, les études actuelles visent deux approches distinctes. L'une fait 

appel à la neuroprotection et a pour but d'agir dès le diagnostic de la maladie. La deuxième 

est de type réparatrice et est principalement conçue pour les patients affichant des stades 

avancés de la maladie. 

Dans la thématique de développement de stratégies thérapeutiques pour la maladie de 

Parkinson de notre laboratoire, nous avons ici axé nos recherches sur un composé 

soupçonné de posséder des propriétés neuroprotectrices chez des modèles animaux atteints 

de d'autres désordres neurodégénératif s. Les résultats de cette étude vous seront présentés 

au chapitre 2 de ce mémoire. En introduction à ces données expérimentales, je présenterai 

d'abord les principes de base essentiels à la compréhension de cette étude. 



CHAPITRE 1 

INTRODUCTION GÉNÉRALE 

1.1 Motricité chez l'individu normal 
1.1.1 Organisation anatomique 

Le cortex moteur est le siège du contrôle du mouvement volontaire normal. La commande 

motrice se fait en étroite collaboration avec une région enfouie profondément sous le cortex 

et identifiée par les termes de ganglions de la base. Ces deux composantes forment alors 

une circuiterie neuronale fermée appelée la boucle cortico-ganglion de la base-thalamo-

corticale. Les ganglions de la base comprennent : 1) le striatum (STR), constitué du noyau 

caudé (NC) et du putamen (PUT); 2) le pallidum, formé du globus pallidus externe (GPe), 

interne (GPi) et d'un segment ventral; 3) le noyau sous-thalamique (NST) et 4) la substance 

noire composée de la pars compacta (SNpc) et de la pars reticulata (SNpr) (Parent et 

Hazrati, 1995a). 

Le STR est la cible majeure des afférences corticales : le PUT reçoit des informations du 

cortex sensori-moteur, le NC des aires associatives temporo-pariéto-occipitales et le noyau 

acumbens (NA) du cortex limbique. Le STR constitue ainsi la porte d'entrée des ganglions 

de la base. Les neurones striataux sont majoritairement (90%) de projections 

GABAergiques eux-mêmes ségrégés en deux populations distinctes de proportions 

présumées équivalentes, soient les neurones GABAergiques exprimant la substance 

P/dynorphine (SP/DYN) et le récepteur dopaminergique (DAergique) de type 1 (Dl), et 

d'autres exprimant l'enképhaline (ENK) et le récepteur D2. Ces deux types de neurones 

donnent lieu à une organisation en deux boucles parallèles : la voie directe facilitatrice, 

favorisant le mouvement, et la voie indirecte inhibitrice, inhibant le mouvement (Parent et 

Cicchetti, 1997; Parent et coll., 2000). La voie directe est constituée de projections 

émergeant du STR et convergeant vers le GPi et la SNpr (structure de sortie des ganglions 

de la base) qui font synapse avec les neurones du thalamus. Quant à la voie indirecte, elle 



est composée des afférences striatales projetant sur le GPe, qui, à son tour, fait un relais 

avec le NST. Les neurones de ce dernier se rendent au GPi et à la SNr pour aboutir dans le 

thalamus. Enfin, il y a projection des neurones excitateurs du thalamus vers le cortex où il y 

a libération de glutamate (GLU). Il y a ainsi fermeture de la boucle donnant lieu à des 

mouvements normaux et contrôlés. Tous les neurones impliqués dans ces deux voies 

utilisent le GABA comme neurotransmetteur inhibiteur, sauf ceux du NST, qui libèrent le 

GLU (voir Figure 1.1). 

LL2 Organisation fonctionnelle 

1.1.2.1 Voie directe facilitatrice (voir Figure Lia) 

Au repos, les neurones du GPi et de la SNpr exercent une inhibition soutenue sur les 

neurones thalamo-corticaux, empêchant ainsi toutes décharges neuronales erronées d'être 

traitées. Par contre, lorsqu'un mouvement moteur est préparé, les projections striatales 

GABAergiques inhibent le GPi et la SNpr et lèvent ainsi l'inhibition qu'exercent ces 

structures sur le thalamus. Il y a excitation du cortex et le mouvement planifié peut alors 

être exécuté (voir revue par Parent et Hazrati, 1995a). 

1.1.2.2 Voie indirecte inhibitrice (voir Figure 1.1a) 

Normalement, les afférences striatales GABAergiques atteignent et inhibent de façon 

tempérée les neurones du GPe, qui à leur tour inhibent le NST. Les neurones excitateurs du 

NST font par la suite synapse avec les neurones GABAergiques du GPi et de la SNpr; ces 

neurones vont ainsi inhiber le thalamus. Lors de l'initiation d'une action motrice, 

l'inhibition des neurones GABAergiques striataux active le GPe et désinhibe le STN. Ce 

dernier peut ainsi exciter le GPi et la SNr qui inhiberont le thalamus et le cortex. L'effet 

global se traduit par une diminution de l'activité corticale (voir revue par Parent et Hazrati, 

1995a). 



1.1.3 La voie nigrostriée 

Le STR reçoit aussi des afférences importantes de la SNpc ventrale, connu sous 

l'appellation de voie nigro-striée. La DA, neurotransmetteur des neurones de la SNpc, joue 

un rôle important dans la régulation de la relâche du GLU dans le STR. En effet, elle 

inhibe fortement les neurones striataux GABA/ENK (voie indirecte) via les récepteurs 

DAergiques de type D2 et active modérément les neurones GABA/SP (voie directe) par 

l'intermédiaire des récepteurs de type Dl (voir revue par Parent et Hazrati, 1995a) (voir 

Figure 1.1a). 



FIGURE 1.1 

Schématisation anatomique et organisationnelle des ganglions de la base. 

A) Chez un individu normal, les neurones du STR donne lieu à deux voies distinctes et 
intactes, soient directe et indirecte, responsables du contrôle des mouvements via leur 
action sur le thalamus qui projette à son tour au cortex. B) Chez un patient atteint de la 
maladie de Parkinson, la diminution de DA (en pointillé) entraîne une forte inhibition des 
neurones du GPe provoquant alors l'hyperactivité du NST. Les neurones du GPi et du SNpr 
sont surexcités inhibant ainsi le thalamus. Le cortex moteur ne reçoit donc plus 
d'informations excitatrices ce qui engendre l'apparition de mouvements incontrôlés. 



a) CORTEX 

Glutamate 

" '' 

STRIATUM 

GABA GABA 
ENK SPandDYN 

GABA 

Dopairine 

8Ne 

Gkitamale 

t) 

THALAMUS 

GABA 

GP» —>-
■ ^ — 

GPI 

SNr 

GABA 

GABA 

8TN M 

Glutamate 

CORTEX 

Gkiiamate 

M n If 

STRIATUM 

GABA GABA 

ENK SPandDYN 

GABA 

Dopamine 

V 
SNe 

Glutamate 

THALAMUS 

GABA 

OP» 

GABA 

GPI 

SNr 

GABA 

■*- STN - * 

Glutamate 

Tiré de Parent et coll., TINS 2000 



1.2 La maladie de Parkinson 
1.2.1 Aspect clinique 

La maladie de Parkinson touche plus 4 000 000 de personnes dans le monde, dont environ 

400 000 nouveaux diagnostics chaque année mondialement. Au Canada, on compte 

actuellement 100 000 individus atteint de la maladie (Société Parkinson du Québec, 2002). 

La grande majorité des cas de Parkinson répertoriés sont de causes inconnues et dits 

idiopathiques alors qu'environ 5% seraient liés à des mutations génétiques sur des protéines 

tels qu'a-syn ou parkin (Dauer et Przedborski, 2003). Les premiers symptômes cliniques 

qui constituent le stade primaire de la maladie sont les tremblements au repos, la pauvreté 

de mouvement (hypokinésie) et la rigidité. Dans les stades avancés, ces deux derniers font 

place à l'absence de mouvement (akinésie). Aussi, des troubles cognitifs (démences) 

accompagnent parfois les lacunes motrices qui caractérisent la maladie (Birmayer et coll., 

1983). 

1.2.2 Aspect fonctionnel 

La maladie de Parkinson est caractérisée par une dégénérescence des neurones DAergiques 

de la SNpc. Cette perte entraîne une diminution de la relâche de DA dans la structure cible 

de la SNpc, le STR, créant ainsi un déséquilibre entre les voies directe et indirecte (voir 

Figures 1.1 et 1.2). Normalement, la DA inhibe les neurones striataux impliqués dans la 

voie indirecte. Une depletion de ce neurotransmetteur soulève donc cette inhibition striatale 

et provoque une plus grande inhibition des neurones du GPe. Ainsi, ces derniers ne peuvent 

plus effectuer leur inhibition sur le NST. Celui-ci devient hyperactif, ce qui cause une 

surexcitation des neurones du GPi et de SNpr qui eux sont GABAergiques. À leur tour, ils 

inhibent fortement les neurones excitateurs du thalamus. L'activation thalamique étant 

inhibée, le cortex moteur ne reçoit plus de signal excitateur se traduisant soit par une 

difficulté à initier le mouvement et/ou par la genèse de mouvements imprécis et incontrôlés 

(voir Figure 1.1b) (Parent et Hazrati, 1995a; Parent et coll., 2000). 



1.2.3 Aspect pathologique 

Mise à part la dégénérescence DAergique marquée, les patients parkinsoniens affichent 

également, au niveau du cerveau, la présence d'agrégats protéiques appelés corps de Lewy. 

Ceux-ci sont définis comme étant des inclusions eosinophiles rondes présentes en grande 

quantité dans le soma et les neurites des neurones nigraux (Lotharius et Brundin, 2002). 

Elles résultent de mutations dans les gènes codant pour les protéines a-syn et parkin. 

La protéine a-syn joue un rôle dans le recyclage des vésicules synaptiques ainsi que dans la 

transmission DAergique. Lorsqu'une mutation se produit dans le gène codant pour l'a-syn, 

la structure de cette protéine se retrouve abîmée et forme ultérieurement des 

enchevêtrements de protéines dont la précipitation forme les corps de Lewy (voir Figure 

1.2). Le mécanisme exact par lequel les agrégats d'a-syn se forment dans la maladie de 

Parkinson demeure incompris (Recchia et coll., 2004). 

La parkin est une ubiquitine ligase qui cible les protéines pour la dégradation. Une mutation 

dans le gène codant pour cette protéine est relativement commune dans la forme familiale 

de maladie de Parkinson. Ce type de mutation est retrouvé dans 50% des cas de la maladie 

(Moore et coll., 2005). 

Les protéines parkin et a-syn sont donc intimement reliées en une voie biochimique 

commune qui pourrait contribuer à la biogenèse des corps de Lewy, et ainsi jouer un rôle 

important dans la pathogenèse de la maladie de Parkinson (Spillantini et coll., 1997; Baba 

et coll., 1998). Pour le moment, il reste encore incertain si l'apparition des inclusions 

neuronales est une cause ou une conséquence de la dégénérescence neuronale associée à la 

maladie (Rajagopalan et Andersen, 2001; Kirik et coll., 2002; Manning-Bog et coll., 2002). 



FIGURE 1.2: 

Schématisation des principales caractéristiques neuropathologiques de la maladie de 

Parkinson. 

A) Schéma de la voie nigrostriee chez un individu normal où les apports en DA au STR 
fournissent un niveau normal du neurotransmetteur. B) La voie nigrostriee chez un individu 
parkinsonien, quant à elle, affiche un déséquilibre en DA suite à une dégénérescence 
significative des neurones DAergiques de la SNpc. Ce phénomène produit un diminution 
des niveaux de DA traduit par des troubles moteurs. C) Les inclusions neuronales présentes 
dans la maladie de Parkinson et appelées « Corps de Lewy » sont une caractéristique 
neuropathologique importante de la maladie. Elles se composent principalement des 
protéines ubiquitine et a-syn, lesquelles forment des agrégats par le travail d'une enzyme 
appelée tissue transglutaminase. 
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1.2.4 Le stress oxydatif : une implication possible dans la 
neurodégénérescence 

Le stress oxydatif est un phénomène anormal durant lequel les cellules ou tissus de notre 

organisme doivent faire face à un flux accru de dérivés actifs oxygénés (ROS), comprenant 

les ions oxygènes, les radicaux libres (superoxydes, radicaux hydroxyl) et les peroxydes. 

Dans les circonstances quotidiennes normales, des ROS sont produits continuellement en 

faible quantité comme des médiateurs tissulaires ou des résidus de réaction énergétiques ou 

de défense. Dans ces conditions, les défenses antioxydantes sont capables de détruire les 

ROS produits pour maintenir leur flux cellulaire à des niveaux normaux pour ainsi créer un 

équilibre entre la balance antioxydants/prooxydants. Quand cet équilibre est perturbé, que 

ce soit par déficit en antioxydants ou par suite d'une surproduction de radicaux libres, il y a 

apparition du stress oxydatif (Djordjevic, 2004). 

Les concepts actuels de la pathologie de la maladie de Parkinson focalisent sur la formation 

de ROS et sur l'apparition du stress oxydatif menant à un dommage de la SNpc. Des études 

post-mortem ont rapporté des évidences de l'implication du stress oxydatif dans la 

pathogenèse de la maladie. Les fonctions mitochondriales et les systèmes antioxydants 

pourraient jouer un rôle dans la neurodégénérescence de la maladie (Jenner, 1993; Jenner et 

Olanow, 1998; Zhang, 1999). 

1.2.4.1 La mitochondrie 

La chaîne mitochondriale de transport d'électrons consiste en cinq enzymes multimériques, 

soient les complexes I à V. Ce système de phosphorylation oxydative joue un rôle 

prépondérant dans les voies métaboliques qui sont primordiales à la survie (génération de 

ROS et d'ATP par la phosphorylation oxydative) et la mort cellulaire (apoptose). 

Des mutations de l'ADN mitochondrial, soit génétiques ou acquises (toxines), mènent à 

une atteinte à la chaîne de transport d'électrons, le plus souvent au niveau du complexe I. 

Cela a pour conséquence de diminuer la production d'ATP et d'augmenter la formation de 

ROS. Ces derniers peuvent alors causer de sérieux dommages mitochondriaux en réagissant 
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avec les acides nucléiques, les lipides et les protéines des mitochondries. Une des cibles de 

ces espèces réactives est la chaîne de transport d'électrons elle-même (Cohen, 2000) 

menant à des dommages mitochondriaux et à une plus grande production de ROS. Le stress 

oxydatif engendré provoque une transition dans la perméabilité de la mitochondrie libérant 

ainsi des facteurs pro-apoptotiques tels que le cytochrome c et r«apoptosis inducing 

factors » (AIF). Ceux-ci activent la chaîne de caspases entraînant alors l'apoptose. 

Plusieurs études ont identifié des anormalités dans le complexe I mitochondrial des patients 

parkinsoniens (Bindoff et coll., 1991; Mann et coll., 1992; Greenamyre et coll., 2001). En 

effet, une diminution de 35% de l'activité du complexe I est observée chez des personnes 

atteintes de la maladie de Parkinson (Schapira, 2000). Cette baisse n'est pas seulement 

observée dans le cerveau (Schapira, 2000), mais aussi dans les plaquettes des patients 

parkinsoniens (Parker et coll., 1989) ainsi que dans les cellules cybrides, lignée cellulaire 

modifiée pour contenir des mitochondries dérivées des plaquettes chez ces patients 

(Swerdlow et coll., 1996). Cette dernière observation suggère que le déficit en complexe I 

provient d'une altération au niveau du génome mitochondrial soit par hérédité ou suite à 

une toxicité systémique. Jusqu'à ce jour, aucune mutation de l'ADN mitochondrial n'a été 

encore identifiée chez les personnes atteintes de la maladie de Parkinson. 

1.2.4.2 Les systèmes antioxydants 

Les systèmes d'antioxydants sont composés principalement de la glutathione (GSH) et de 

la superoxide dismutase (SOD). 

La GSH joue un rôle important dans le cerveau humain en éliminant les oxydants formés 

par le métabolisme cellulaire normal tel que l'utilisation de l'oxygène par la mitochondrie. 

Il a été démontré que la diminution de sa disponibilité dans le cerveau mène à un dommage 

mitochondrial (Jain et coll., 1991). Par conséquent, la GSH semble être un important anti­

oxydant requis pour la survie de nombreux types cellulaires incluant les neurones (Ratan et 

coll., 1994). Lorsque des cellules sont exposées à un haut niveau de stress oxydatif, la GSH 

est modifié en glutathione disulfide (GSSG) par l'enzyme GSH peroxydase. Le ratio 



13 

GSH/GSSG diminue suite à l'accumulation de GSSG. Ainsi, la mesure des niveaux de 

GSSG ou de la détermination du ratio GSH/GSSG est un indicateur de stress oxydatif 

(Yang et coll., 2006). 

La maladie de Parkinson chez les humains est caractérisée par une diminution des niveaux 

de GSH et de GSSG totaux dans la SNpc, sans atteinte des autres régions du cerveau (Perry 

et coll., 1986; Sofic et coll, 1992; Sian et coll., 1994a; Sian et coll., 1994b; Pearce et coll., 

1997). La GSH est ainsi un des indicateurs biochimiques bien connus de la dégénérescence 

nigrale qui apparaît bien avant la perte mesurable de l'activité du complexe I mitochondrial 

ou des neurones DAergiques striataux (Perry et coll., 1986; Sian et coll., 1994b). Une 

injection de GSH chez un petit groupe de patients parkinsoniens non-traités sur une période 

de plus d'un mois a permis une amélioration significative de leur motricité, suggérant que 

la diminution précoce des niveaux de GSH pourrait être une cible thérapeutique pour la 

maladie (Perry et coll., 1986; Sechi et coll., 1996; Fitzmaurice et coll., 2003). 

La SOD, quant à elle, est une enzyme qui catalyse la dissociation de l'ion superoxyde (O2") 

de l'eau (H2O) en peroxyde d'hydrogène (H2O2). Ainsi, sa présence protège les cellules des 

dommages que pourraient causer les radicaux libres. Dans la maladie de Parkinson, elle 

serait plus spécifiquement impliquée dans la formation des inclusions neuronales (Kim et 

coll., 2002). 

La nature des radicaux libres responsables de la mort neuronale dans la maladie de 

Parkinson reste encore inconnue, mais les radicaux hydroxyl (OH'), les peroxynitrites 

(ONOO") et les oxydes nitriques (NO") sont soupçonnés d'être impliqués dans la 

neurodégénérescence. Ceux-ci sont formés au cours de la réduction métabolique 

incomplète de l'oxygène (O2) en eau (H2O). Tous ces dérivés actifs peuvent interagir avec 

des composées cellulaires, tels que des protéines, des lipides et de l'ADN. Par exemple, 

l'oxydation d'acides gras peut mener à la formation de peroxydes lipidiques et ainsi 

troubler la membrane plasmique et les membranes cellulaires de certains organelles, tels 

que les mitochondries. L'hypothèse sur la nature des radicaux libres impliqués dans le 
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Parkinson repose ainsi sur l'observation de niveaux élevés de marqueurs de peroxydation 

lipidique ainsi que de nitration protéique dans la SNpc et les corps de Lewy chez des 

patients parkinsoniens (Andersen, 2004). 

1.3 Le modèle MPTP : une représentation du stress oxydatif dans la 
maladie de Parkinson 

La molécule de l-méthyI-4-phényl-l,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP) a été découverte 

dans les années 70 alors que de jeunes héroïnomanes présentaient des symptômes 

semblables à la maladie de Parkinson suite à l'injection intraveineuse de ce composé 

(Davis et coll., 1979; Langston et coU, 1983; Lang et Blair, 1984). 

Le MPTP est un composé hautement lipophile qui traverse aisément la barrière hémato­

encéphalique (BHE). Une fois dans le cerveau, la toxine est transformée en l-méthyl-4-

phénylpyridinium (MPP+) par les cellules gliales suite à l'action de la monoamine oxydase 

B (MAO-B), une enzyme impliquée dans la dégradation des catecholamines (Beal, 2001). 

Une fois chargé le MPP+ se lie efficacement au transporteur membranaire de la dopamine 

(DAT) et étouffe littéralement la cellule en inhibant le complexe I de la chaîne respiratoire 

des mitochondries ce qui engendre la production de ROS (voir Figure 1.3). Il a d'ailleurs 

été démontré que des souris transgéniques (C57BL/129s Vj, hétérozygote [DAT +/-] et 

homozygote [DAT -/-]), dépourvus de ce transporteur, sont protégées contre la toxicité du 

MPTP (Bezard et coll., 1999). En plus de ce mécanisme d'action, le MPTP lui-même 

produit des ROS par oxydation enzymatique ou non-enzymatique des catecholamines 

provoquant alors un stress oxydatif et une neurotoxicité au cerveau (Wong et coll., 1999). 

Il est à noter que le rat ne possède pas l'enzyme MAO nécessaire pour transformer le 

MPTP en MPP-i- et ne peut donc pas être affecté par cette toxine (Willoughby et coll., 

1988) contrairement au singe et à la souris, chez qui la molécule de MPTP est toxique. 
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1.3.1 Modèle classique 

Le modèle classique consiste en des injections systemiques intrapéritonéales (ip) de 

MPTP. Plus spécifiquement, nous utilisons un régime de 7 injections ip de MPTP (20 

mg/kg) données durant cinq jours, soient deux fois par jour les deux premiers jours et une 

fois par jour les trois jours subséquents (Costantini et coll., 2001). Ce dosage engendre une 

dégénérescence plus lente et spécifique des neurones DAergiques de la SN et une 

diminution significative des fibres DAergiques du STR, tels qu'observé dans la pathologie. 

Ce modèle est couramment utilisé chez le singe puisque cet animal, du en grande partie à 

ses propriétés bipèdes, présente la plupart des symptômes comportementaux associés au 

Parkinson (akinésie, rigidité, tremblements), en plus de provoquer les mêmes 

caractéristiques neuropathologiques. D permet aussi d'étudier les dyskinésies induites suite 

à l'administration du précurseur direct de la DA, la L-dopa (Moratalla et coll., 1992; 

Varastet et coll., 1994). 

Les souris traitées au MPTP peuvent, quant à elles, parfois montrer une diminution de la 

tyrosine hydroxylase (TH), enzyme responsable de la conversion de l'acide aminé L-

tyrosine en DOPA (précureur de la DA), plutôt qu'une mort des neurones DAergiques, 

puisque après un certain temps, une récupération des facultés motrices peut être observée. 

Mais l'utilisation de souris C57bL/6, plus vulnérable au MPTP, combinée à un régime de 

dose de 5 jours assure une perte de neurones DAergiques irréversible (Muthane et coll., 

1994). Toutefois, ce modèle a aussi ses limites : il ne permet pas d'observer de façon 

constante les inclusions neuronales, une caractéristique pathologique importante de la 

maladie humaine (Forno et coll., 1993). 

1.3.2 Modèle chronique 

Le modèle chronique a été élaboré par Fornai en 2005 (Fornai et coll., 2005). Il consiste en 

l'insertion ip d'une pompe osmotique chez des souris. La pompe libère de façon constante 
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30 mg/kg/jour pendant environ 28 jours (tout dépendamment du type de pompe utilisé, 

c'est-à-dire la durée de vie de la pompe). Ainsi, ce nouveau modèle semble engendrer une 

injure soutenue ciblant les neurones DAergiques et provoquant ainsi une dégénérescence 

permanente. L'administration continue de MPTP produit également des changements 

progressifs de comportements et l'apparition d'inclusions neuronales. Ces résultats 

suggèrent donc que l'exposition continue au MPTP chez des souris recrée les 

caractéristiques du Parkinson d'une manière dépendante de la formation des inclusions 

neuronales. Ce modèle semble proposer une évolution plus fidèle et plus semblable à celle 

de la maladie. 



17 

FIGURE 1.3 : 

Schématisation de l'action de la molécule de MPTP dans le cerveau 

La neurotoxine MPTP est utilisée pour induire une dégénérescence du système DAergique. 
Avec une injection ip, le MPTP traverse rapidement la barrière hémato-encéphalique et est 
metabolise en MPP^, composé toxique actif, par l'enzyme MAO-B des cellules gliales. 
Puis, le MPP"̂  pénètre dans la cellule DAergique via le DAT. Une fois à l'intérieur du 
neurone, ce composé altère la chaîne respiratoire mitochondriale en inhibant le complexe I 
de la chaîne de transport d'électrons. L'inhibition du complexe I entraîne une augmentation 
de la production de radicaux libres, provoquant alors un stress oxydatif et 1'activation de la 
voie moléculaire de la mort cellulaire programmée. 
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1.4 Traitements 

1.4.1 Thérapies par médication 

Plusieurs thérapies sont actuellement à l'essai ou en développement afin de guérir, ou du 

moins, contrôler les symptômes de la maladie de Parkinson tout en ralentissant le 

processus neurodégénératif qui caractérise cette maladie. La première thérapie 

habituellement appliquée par les médecins à la suite d'un diagnostic positif est la thérapie 

médicamenteuse. Celle-ci vise à ramener le niveau de DA de la SNpc et le STR à la 

normale. Le principal médicament faisant partie de cette catégorie est un précurseur de la 

DA, la L-dopa (Lawrence et coll., 2003). La L-dopa, contrairement à la DA elle-même, 

passe la BHE, et peut dès lors subir une decarboxylation pour devenir de la DA (Pardridge, 

2005). De plus, elle est souvent administrée avec un inhibiteur de la DA decarboxylase (ex. 

carbidopa), qui réduit le métabolisme périphérique de la L-dopa et permet d'employer une 

dose plus faible. On y ajoute également un inhibiteur de la MAO (ex. selegiline) pour 

inhiber sélectivement le métabolisme cérébral de la DA. he traitement par L-dopa améliore 

la condition du patient parkinsonien durant les premières années, mais plusieurs années de 

traitement laissent souvent place à des effets secondaires importants tels que des 

dyskinésies et des problèmes neuropsychiatriques (Olanow et Jankovic, 2005; Mercuri et 

Bernardi, 2005; Balàs et coll., 2006). Dans la même catégorie de médicaments que la L-

dopa, on retrouve les agonistes des récepteurs DAergiques, comme la bromocriptine et le 

pramipexole, qui eux aussi tendent à augmenter le taux de DA dans la voie nigrostriée. 

1.4.2 Thérapies chirurgicales 

Les premières chirurgies pour la maladie de Parkinson, apparues dans le milieu des années 

60, sont la thalamotomie (lésion du thalamus) et la pallidotomie (lésion du GP) (Sanchez 

Juan, 1958; Phillips, 1961). La thalamotomie supprime les tremblements et contribue à 

augmenter et à améliorer l'agilité ainsi que les mouvements fins des mains. En plus 

d'améliorer les symptômes parkinsoniens fondamentaux, la pallidotomie, quant à elle, 
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améliore la pronation, la supination, l'agilité des mains et des doigts et le mouvement des 

bras; la dextérité générale s'en retrouve donc partiellement rétablie (Balàs et coll, 2006). 

Au début des années 90, ce fut la lésion du NST qui vu le jour. Se basant sur le fait que le 

NST est hyperactif dans la maladie de Parkinson, H. Bergman (Bergman et coll., 1990) a 

démontré que ce genre de lésion chez le singe rendu parkinsonien par le MPTP induisait 

une amélioration des troubles moteurs. Par contre, cette méthode était très invasive et a été 

abandonnée pour une technique réversible : la stimulation à haute fréquence (DBS) du 

NST. 

Le DBS est un autre type de chirurgie, plus efficace et plus sécuritaire. Plusieurs sites 

peuvent être soumis à cette chirurgie, mais la cible la plus commune est le NST. Elle 

consiste en l'insertion d'une électrode dans une zone spécifique du cerveau, le NST, qui est 

relié à un stimulateur continu de haute fréquence installé au niveau du thorax. Cette 

approche a été appliquée pour la première fois en 1993 chez des singes traités au MPTP, 

puis transférée avec succès chez les humains par Limousin P. et coll. en 1995 (Limousin et 

coll., 1995). 

À court terme, la stimulation sous-thalamique à haute fréquence améliore grandement 

l'ensemble des signes majeurs de la maladie de Parkinson, soit la rigidité, la bradykinésie et 

le tremblement (Temperli et coll., 2003; Limousin et coll., 1998). Cette amélioration de la 

fonction motrice permet une diminution de la médication anti-parkinsonienne telle que la 

prise quotidienne de L-dopa (Vingerhoets et coll., 2002; Moro et coll., 1999). 

À long terme (5 ans), les effets sur le tremblement et la rigidité sont toujours observables. 

Par contre, les troubles axiaux, la dysarthrie et la bradykinésie tendent à progresser. En plus 

des effets moteurs négatifs, il y a apparition d'effets thymiques et comportementaux chez 

certains individus (dépression, apathie, manies, troubles anxieux, psychose/hallucinations) 

(Anderson et Mullins, 2003). 
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1.4.3 Thérapies réparatrices 

Les thérapies réparatrices visent l'amélioration de l'état du patient en remplaçant la 

population de cellules endommagées. Ceci implique que ces nouvelles cellules survivent, 

établissent des synapses fonctionnelles et s'intègrent dans les tissus de l'hôte pour ainsi 

exécuter les fonctions perdues conséquemment à la maladie (Levy et coll., 2004). Dans la 

maladie de Parkinson, le but de la transplantation cellulaire est bien sûr de rétablir les 

niveaux de DA striatale (Redmond, 2002). Plusieurs approches ont été expérimentées, dont 

la transplantation de cellules foetales humaines dérivées de la partie ventrale du 

mésencéphale, structure renfermant une forte concentration de neurones DAergiques 

(Lidvall, 2003). 

La transplantation de cellules foetales s'est avérée très prometteuse au niveau clinique vers 

le milieu des années 80, mais l'enthousiasme a éventuellement fait place à la déception à la 

suite des résultats négatifs obtenus lors d'un essai clinique placebo à double insu (Correia 

et coll., 2005). Les études cliniques qui ont suivi, utilisant différentes méthodes de 

transplantation, ont donné lieu à une survie de greffes et des résultats trop variables, ce qui 

a eu pour effet de freiner l'ardeur avec laquelle la recherche dans ce domaine avait débuté 

(Redmond, 2002). Quelques 20 années plus tard, certains problèmes critiques doivent 

encore être résolus avant d'obtenir une thérapie acceptable à l'échelle clinique. En effet, la 

transplantation de cellules d'origine embryogénique humaine amène des questionnements 

éthiques quant à l'utilisation de fœtus humain, ainsi que des problèmes d'accessibilité et de 

manque de standardisation du matériel cellulaire. 

C'est en raison de toutes ces limitations qu'a surgi la nécessité de développer un autre type 

de thérapie cellulaire basé sur l'utilisation de cellules non-humaines, la xénotransplantation 

(greffe dans laquelle le donneur et l'hôte proviennent de deux espèces différentes) 

(Schumacher et Isacson, 1997). En effet, la xénotransplantation contourne les principaux 

problèmes éthiques, puisque les cellules transplantées proviennent de fœtus animal. De 

plus, l'accès à ce type de cellules est plus facile et les réserves, abondantes. Pour le 
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moment, l'étude de la possibilité d'avoir recours à la xénogreffe dans l'optique de traiter les 

patients parkinsoniens demeure au stade expérimental, car le rejet de greffe demeure un 

obstacle difficile à surmonter (Cicchetti et coll., 2003). 

L'utilisation de cellules souches pluripotentes, soient des cellules aptes à former tous les 

tissus de l'organisme, s'avère une option intéressante pour remédier aux problèmes que la 

greffe foetale peut apporter. Les études sur ce sujet ont débuté par des cellules souches 

pluripotentes de souris, puis plus récemment avec des cellules souches humaines; 

présentement, plusieurs groupes travaillent sur le développement de protocoles pour la 

génération de progéniteurs cellulaires DAergiques qui pourraient avoir un potentiel clinique 

dans le traitement de la maladie de Parkinson. 

1.4.4 Thérapies neuroprotectrices : la cystamine 

Les thérapies neuroprotectrices visent l'utilisation d'agents qui préviennent la 

dégénérescence des neurones DAergiques de la SNpc et qui ralentissent ainsi l'évolution de 

la maladie. Ce concept de neuroprotection s'est popularisé au milieu des années 80 avec la 

molécule de selegiline (deprenyl) qui avait pour effet de protéger les neurones des 

dommages que pouvaient engendrer les radicaux libres et les neurotoxines exogènes 

(Presthus et Hajba, 1983). C'est ainsi qu'a pris naissance cet engouement pour les anti­

oxydants et leur pouvoir de neuroprotection face au stress oxydatif. Depuis, de nombreuses 

molécules ont été pressenties pour leur effet anti-oxydant dans la maladie de Parkinson 

(LeWitt, 2006), dont la cystamine, faisant l'objet de mes recherches. 

La cystamine est une molécule qui fut utilisée pour la première fois en 1955 pour ses effets 

radioprotecteurs (Ramioul, 1955). C'est en 1979 qu'on lui associa des propriétés anti­

oxydantes (Kovarova et Pulpanova, 1979). En 2002, Karpuj et son équipe furent les 

premiers à observer les effets neuroprotecteurs de la cystamine chez un modèle de souris 

souffrant de la maladie de Huntington, une maladie neurodegenerative se traduisant par des 

troubles moteurs (Karpuj et coll., 2002). Plus tard, ces observations furent corroborées et 
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enrichies par Wang, en collaboration avec notre laboratoire, en rapportant que 

l'administration de cystaminé chez des souris atteintes de la maladie de Huntington avaient 

pour effet de diminuer leurs mouvements anormaux, de diminuer leur perte de poids et de 

prolonger leur durée de vie (Wang et coll., 2005). Les mécanismes possibles pouvant 

expliquer cette neuroprotection restent encore ambiguës. Trois mécanismes ont été 

proposés (voir Figure 1.4) : 

1.4.4.1 L'anti-oxydant GSH 

Un des metabolites de la cystamine est la L-cystéine, une protéine anti-oxydante en soi. La 

L-cystéine s'avère être un précurseur majeur de la GSH, un anti-oxydant naturel tel que 

mentionné précédemment. Ainsi, l'administration de cystamine augmenterait les niveaux 

de la L-cystéine dans le cerveau qui accroîtrait subséquemment la synthèse de la GSH 

(Lesort et coll., 2003; Fox et coll., 2004; Pinto et coll., 2005). Le ratio GSH/GSSG serait 

alors renversé et permettrait une neuroprotection des cellules de la SNpc face aux radicaux 

libres. 

1.4.4.2 La transglutaminase (Tgase) 

La Tgase est une enzyme thiol-dépendante qui catalyse la formation de liens y-glutamyl 

isopeptide entre la polyglutamine dérivée de la protéine huntingtine et des protéines 

contenant de la lysine (Greenberg et coll., 1991). Dans la maladie de Huntington, il y a 

mutation du gène chargée de la synthèse de la protéine huntingtine causant alors 

l'agrégation de celle-ci. Le rôle pathologique de la Tgase dans la maladie de Huntington est 

soutenue par les résultats obtenus à la suite de la deletion génétique de Tgase chez des 

souris R6/2 qui entraîna des dysfonctions moteurs et la mort (Mastroberardino et al., 2002; 

Bailey et Johnson, 2006). En inhibant la Tgase, la cystamine prévient la formation 

d'agrégats protéiques y-glutamyl-L-lysine insolubles (ou inclusions neuronales) en 

compétitionnant avec la huntingtine pour le site actif de la Tgase et empêche ainsi 

l'évolution de la maladie. Dans la maladie de Parkinson, la protéine a-syn est une des 

principales composantes des inclusions neuronales. Le mécanisme proposé pour cette 

maladie est une compétition entre la cystamine et la protéine a-syn pour le site actif de la 
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Tgase qui empêcherait alors la formation d'inclusions neuronales et protégerait les 

neurones contre la dégénérescence, tel que suggéré dans la maladie de Huntington (Wang et 

coll., 2005). 

1.4.4.3 L'expression de BDNF 

Le « Brain Derived Neurotrophic Factor » (BDNF) appartient à la famille des 

neurotrophines présent au niveau du cerveau. Ce facteur pourrait jouer un rôle important 

dans la neuroprotection des neurones DAergiques dans la maladie de Parkinson (Fumagalli 

et coll., 2006). Les évidences de ce rôle spécifique sont les suivantes: 1) il y a l'expression 

de BDNF dans les neurones dopaminergiques du mésencéphale (SNpc et l'aire ventrale 

tegmentaire (VTA)) (Seroogy et coll., 1994), 2) l'inhibition de l'expression de BDNF par 

un oligonucleotide anti-sens mène à une perte de neurones DAergiques (Porritt et coll., 

2005), 3) le BDNF est requis pour établir adéquatement le nombre de neurones DAergiques 

dans la SN (Baquet et coll., 2005) et 4) la deletion partielle du récepteur trkB à haute 

affinité pour le BDNF mène à la réduction du nombre de neurones DAergiques, à une 

diminution de l'expression de TH et la formation marquée de dépôts d'a-syn chez des 

souris âgées (von Bohlen und et coll., 2005). Le rôle du BDNF est d'autant plus évident 

puisque la greffe de fibroblastes surexprimant BDNF prévient la perte des corps cellulaires 

DAergiques de la voie nigro-striée par l'injection intracrânienne de 6-hydroxydopamine (6-

OHDA), une toxine qui engendre la production de radicaux libres dans le milieu immédiat 

du site d'injection et ainsi la mort neuronale (Levivier et coll., 1995). L'implantation 

supranigrale de fibroblastes génétiquement modifiées pour sécréter du BDNF atténue 

également la perte de neurones DAergiques dans la SNpc associée à l'infusion striatale de 

MPP+ chez des rats adultes (Galpern et coll., 1996). 

Le mécanisme proposé de la cystamine est une diminution de la mort neuronale et une 

réduction des symptômes chez un modèle de souris huntingtonienne par une augmentation 

des niveaux de BDNF dans le cerveau via l'augmentation de l'expression de la « heat shock 

DNA-J-containing protein lb » (HSJlb), molécule jouant un rôle dans la dégradation des 

aggrégats protéiques anormaux, et via l'inhibition de la Tgase (Borrell-Pages et coll., 

2006). 
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D'autres mécanismes sont potentiellement impliqués dans les fonctions neuroprotectrices 

de la cystamine, mais j 'ai choisi de me concentrer sur les plus plausibles et ceux pour 

lesquels il y a déjà des évidences dans la littérature. 
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FIGURE 1.4: 

Mécanismes putatifs de la cystamine 

Les mécanismes d'action des effets neuroprotecteurs de la cystamine sont en encadrés 
bleus. Ainsi, l'administration de cystamine augmenterait le niveau de synthèse de la 
molécule anti-oxydant GSH (1). Aussi, la cystamine aurait pour effet d'inhiber la Tgase 
(2), enzyme responsable de l'apparition des aggrégats a-syn. Enfin, la cystamine 
augmenterait les niveaux de BDNF (3), un facteur neurotrophique important dans le 
maintien de la survie des neurones DAergiques, via l'augmentation de l'expression de 
HSJlb et l'inhibition de la Tgase, prévenant ainsi la formation d'aggrégats protéiques. 
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1.5 Problématique de recherche 

En l'absence de traitements capable d'agir sur l'évolution de la maladie de Parkinson, il 

devient fondamental d'étudier de nouvelles approches thérapeutiques. Dans la thématique 

générale du laboratoire, qui vise le développement de stratégies thérapeutiques, nous avons 

ciblé l'aspect de neuroprotection en testant le potentiel neuroprotecteur de la cystamine 

chez des souris âgées parkinsoniennes. Les résultats présentés ici portent sur des analyses 

histologiques post-mortem. 

1.6 Présentation 

Le mode de présentation utilisé pour ce mémoire est celui de l'article de recherche. Celui-

ci a été publié en juin 2006 dans le « Neurobiology of Aging » et il constitue le deuxième 

chapitre de ce manuscrit. La version originale anglaise a été conservée. 
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2.1 Résumé 

Nous avons investigué les effets de la cystamine - un anti-oxydant aux propriétés 

neuroprotectrices chez un modèle animal de la maladie de Huntington - chez des souris 

parkinsoniennes générées par la toxine MPTP injectée de façon systémique ip pendant 5 

jours. Des souris âgées (16 mois) ont reçu 10 ou 50 mg/kg/jour de cystamine administrée : 

1) 2 jours avant, durant et 14 jours après le traitement MPTP ou 2) pendant le traitement 

MPTP et les 14 jours subséquents. Le pré-traitement avec une faible dose de cystamine (10 

mg/kg) a rétabli significativement les niveaux de fibres striatales dopaminergiques (DA) 

(p<0,01), de cellules DA (p<0,01), d'ARNm de Nurrl (gène inducteur de DA) (p<0,001), 

et le nombre de cellules exprimant le transporteur de la DA (p<0,001) au niveau nigral en 

comparaison aux souris traitées au MPTP seul. Ces résultats suggèrent que la cystamine 

possède des propriétés neuroprotectrices chez un modèle animal de la maladie de 

Parkinson. 
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2.2 Abstract 

Accumulating evidence suggests an important role of oxidation in pathologies such as 

Parkinson's disease. Here, we investigated the effect of cystamine - which has shown 

neuroprotection in animal models of Huntington's disease - in a parkinsonian mouse 

generated by the toxin MPTP. Aged mice (16 months of age) were assigned to either a 

lOmg/kg/day or 50mg/kg/day cystamine treatment administered 1) 2 days prior, during and 

14 days after MPTP lesioning or 2) beginning on the day of the MPTP lesion and for the 

subsequent 14 days. Pre-treatment with lower doses of cystamine (lOmg/kg) revealed 

increased levels of tyrosine hydroxylase positive (TH) striatal fiber (p<0.01), increased 

number of TH-immunoreactive cells (p<0.01), increased substantia nigra Nurrl mRNA 

levels (p<0.001), and increased number of substantia nigra cells expressing the dopamine 

transporter (p<0.001) as compared to MPTP treated mice. These results provide strong 

evidence for neuroprotective properties of cystamine in this animal model of Parkinson's 

disease. 
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2.3 Introduction 

Although neurodegenerative diseases such as Huntington (HD), Alzheimer and Parkinson 

(PD) are each characterized by a particular cell-type loss, these brain pathologies may share 

common cell degeneration mechanisms such as those related to hydrogen peroxidase and 

oxygen radicals (Bel and al., 1995;Coyle and Puttparcken, 1993). Some of the most 

powerful antioxidant scavengers include glutathione (GSH). The GSH system is largely 

involved in controlling cellular redox states and acts as a primary defense mechanism from 

H2O2 and peroxide removal in the brain. Recent work has provided evidence that GSH 

depletion in vivo specifically results in dystrophic axons in dopaminergic (DA) neurons and 

enhances the neurotoxicity of 6-hydroxydopamine (6-OHDA), l-methyl-4-

phenylpyridinum (MPP*) and l-methyl-4-phenyl-l,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) 

(Nakamura and al., 1997; Pileblad and al., 1989; Wullner and al., 1996). In humans, GSH is 

significantly depleted in the substantia nigra (SN) of PD patients (Ambani and al., 1975; 

Kish and al., 1985), as in incidental Lewy body disease (Dexter and al., 1994). Cystamine 

is an inhibitor of transglutaminase (Tgase) (lentile and al., 2003) involved in the formation 

of cellular aggregates and has been demonstrated to reduce abnormal movement, halt 

weight loss and prolong lifespan in transgenic mouse models of HD (Dedeoglu and al., 

2002; Karpuj and al., 2002). This compound further holds anti-oxidant and anti-apoptotic 

properties (Lesort and al., 2003; Oliverio and al., 1999), which may potentially reduce 

neuronal degeneration by stimulating GSH synthesis (Jokay and al., 1998). 

MPTP is a toxin that reproduces parkinsonian-like features in rodents and nonhuman 

primates by specifically targeting presynaptic DA terminals (Burns and al., 1983; Heikkila 

and al., 1984). MPTP-induced neurotoxicity is associated with DA and tyrosine 

hydroxylase (TH) activity decreases, as well as decreases in [ HJmazindol-labeled DA 

uptake binding sites (Burns and al., 1983; Javitch and al., 1985; Sonsalla and al., 1989) and 

more recently has been shown to induce irreversible apoptotic cell death of DA neurons in 

the SN pars compacta (SNpc) of mice treated with the toxin (Serra and al., 2002). More 

specifically, MPTP penetrates the blood-brain-barrier and is converted into MPP"̂  via the 

monoamine oxidase B (MAO-B). MPP^, which has a high affinity for DA transporters 
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(DAT), can then easily access DA cells and cause death through the mitochondrial complex 

1. In addition to this mechanism, data exist to suggest that MPTP-induced neurotoxicity 

may also involve the production of reactive oxygen species (ROS) by the nonenzymatic or 

enzymatic oxidation of catecholamines (Adams and Odunze, 1991; Chiueh and al., 1993; 

Heikkila and al., 1984; Poirier and Barbeau, 1985). Another interesting aspect is that 

MPTP-induced neurotoxicity may be age-related (for review see (Irwin and al., 1993; Irwin 

and al., 1992). The aging processes are thought to be secondary to free radical-induced 

damage to the brain, supporting again that the association between aging and MPTP may be 

related to ROS-mediated events. 

In light of the existing data, it is reasonable to think that the therapeutic benefits of 

cystamine observed in HD can be seen in PD where similar oxidative and programmed cell 

death are occurring. Here, we investigated the neuroprotective effects of cystamine in aged 

animals treated with MPTP as a model of PD. 

2.4 Materials and methods 
2.4.1 Animals and MPTP lesion 

A total of 48 aged (16 month old) male C54BL/6 mice were purchased from Harlan 

Breeding Laboratories (Harlan, Indianapolis, IN). The mice were housed 2 per cage under 

standard conditions with free access to food and water, randomized and handled under the 

same conditions by one investigator. All experiments were performed in accordance with 

the National Institutes of Health Guide for the Care and Use of Laboratory Animals and 

were approved by the Institutional Policy of the Centre Hospitalier de l'Université Laval 

(CHUL). In total, 40 mice received 7 intraperitoneal (i.p.) injections of MPTP-HCl (20 

mg/kg free base; Sigma, St.Louis, MO) dissolved in saline 0.9% prepared fresh. MPTP was 

administered twice on the first 2 days of the experimental protocol at an interval of 12 

hours (h) and once a day on 3 subsequent days. Animals were ultimately sacrificed 14 days 

after the last injection. The remaining 8 control mice did not receive any injections. 
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2.4.2 Cystamine treatment 

Cystamine's neuroprotective effects (Cystamine dihydrochloride, Sigma, St. Louis, MO) 

were evaluated with 2 different doses of 10 mg/kg (low concentration) or 50 mg/kg (high 

concentration) dissolved in sterile saline 0.9% and prepared fresh for daily i.p. injection Ih 

before MPTP administration. Doses of cystamine were selected based on prior publications 

(Karpuj and al., 2002) and our own work in HD mice models (Wang and al., 2005). Data of 

cystamine use in other disease models such as PD is not currently available. Drug 

administration was performed according to 2 different regimens for either doses: 1) 

Cystamine was given 2 days prior, during and 14 days after MPTP treatment (pre-treatment 

groups) or 2) beginning on the day of the MPTP treatment and for the subsequent 14 days. 

Group assignment was as follows: Low dose cystamine 2 days prior to MPTP injections 

(n=8) (pre-treatment) (group 1); High dose cystamine 2 days prior to MPTP injections 

(n=8) (pre-treatment) (group 2); Low dose cystamine beginning with MPTP injections 

(n=8) (group 3); High dose cystamine beginning with MPTP injections (n=8) (group 4); 

MPTP treated animals receiving vehicle injections only (n=8) (group 5) and a control group 

which did not receive any injections (n=8) (group 6) (see Figure 2.1). Weight fluctuations 

were closely monitored in all groups and overall weight variations between groups were 

assessed by repeated measures ANOVA using the "StatView" program version 4.51 (SAS 

Institute, Cary, NC). 

2.4.3 Post-mortem histological evaluation 

Animals were sacrificed under deep anesthesia with sodium pentobarbital [60mg/ml, i.p. 

(0.1 ml/lOOg)] and perfused via intracardiac infusion with heparinized saline (0.9%) 

followed by 4% paraformaldehyde (PFA) with Borax (Sodium tetraborate) in milliQ water, 

pH 9.5, 14 days after the last MPTP injection. After intracardiac perfusion, brains were 

collected and post-fixed in 4% PFA for 6h and transferred to 20% sucrose in O.IM 

phosphate buffer saline (PBS) for cryoprotection. Coronal brain sections of 30[xm thickness 

were cut on a freezing microtome (Leica Microsystems, Montreal, QC), serially collected 
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in anti-freeze solution (monophosphate sodium monobasic 0.2M, monophosphate sodium 

dibasic 0.2M, ethylen glycol 30%, glycerol 20%) and subsequently retrieved for each 

experiment. 

At the beginning of each immunostaining protocol, sections were washed in PBS 0. IM and 

then placed in 3% peroxide for 30 min at room temperature (RT). Slices were transferred in 

0.1 M PBS for several washes and then preincubated in a 0.1 M PBS solution containing 

0.1% Triton X-100 (Sigma, St. Louis, MO) and 5% normal goat serum or normal donkey 

serum (NGS or NDS, Wisent Inc., St-Jean-Baptiste de Rouville, QC) for 30 min at RT. 

Sections were incubated overnight at 4°C with either rabbit anti-TH (DA cells) (Pel-Freez, 

Rogers, AR; 1:5000), rabbit anti-Caspase 3 (detecting fragment of activated caspase-3 

involved in apoptosis) (Cell Signaling Technology, Beverly, MA; 1:1000), goat anti-8-

OHdG (8-hydroxydeoxyguanosine) (detecting hydroxyl radicals formed oxidative stress) 

(Chemicon, Temecula, CA; 1:1000) or anti-a-synuclein (marker of cellular aggregates) 

(Chemicon, Temecula, CA; 1:1500). 

After overnight incubation at 4°C with the primary antibody, sections were washed in PBS 

0.1 M and incubated for Ih at RT in a PBS solution containing 0.1% Triton X-100, 5% NGS 

or NDS, and biotinylated goat anti-rabbit IgG (Vector Laboratories, Burlington, ON; 

1:1500) for TH, Caspase-3 and a-synuclein or biotin-sp donkey anti-goat (Jackson 

Immunoresearch, West Grove, PA; 1:2000) for ROS-related activity (anti-8-OHdG). 

Following 3 washes in PBS, sections were placed in a solution containing avidin-biotin 

peroxidase complex (ABC Elite kit; Vector Laboratories, Burlington, ON) for Ih at RT. 

The bound antibodies were visualized by placing the sections in a Tris 0.05M buffer 

solution containing 0.5mg/ml of 3,3' diaminobenzidine tetrahydrochloride (DAB; Sigma, 

St. Louis, MO) and 0.1% of 30% hydrogen peroxide (Sigma, St. Louis, MO) at RT. The 

reaction was stopped by washing in 0.05M Tris buffer and subsequent PBS washes. Note 

that following the TH DAB reaction, sections were mounted on gelatin-coated slides and 

counterstained with cresyl violet (Sigma, St. Louis, MO). Other sections were treated as 

above except that the primary antibody was omitted from the incubation medium. These 
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sections remained virtually free of immunostaining and served as negative controls. All 

sections were ultimately air-dried, dehydrated in ascending grades of ethanol, cleaned in 

xylene, and coverslipped with DPX mounting media (Electron Microscopy Science, 

Hatfield, PA). 

2.4.4 Fluoro-Jade coloration and DAPI 

The brain sections were mounted on gelatin-coated slides (Brain Research Laboratories, 

Newton, MA) and air-dried overnight. They were dehydrated in ascending grades of 

ethanol, hydrated in descending grades of ethanol and finally rinsed in milliQ water. 

Afterwards, the sections were dipped in a 0.06% potassium permanganate solution bath for 

10 min and washed in milliQ water. They were then incubated in a milliQ solution 

containing 0.0002% (v/v) DAPI (Molecular Probes, Eugene, OR), 0.1% (v/v) acetic acid 

glacial and 0.0004% (v/v) Fluoro-Jade B (Chemicon, Temecula, CA) for 20 min (Schmued 

and al., 1997). After a few rinses in milliQ water, they were completely air-dried, dipped in 

xylene and coverslipped with DPX. Degenerating neurons and fibers appeared green and 

nuclei emerged blue in fluorescence. 

2.4.5 In situ hybridization 

A specific [ '̂̂ S]UTP-labeled complementary RNA (cRNA) probe was used to assess tissue 

mRNA levels of Nurrl, a nuclear receptor associated with the DA system. The cRNA 

probe for Nurrl stems form a 403 bp EcoRI-BamHI fragment of a full-length mouse Nurrl 

cDNA subcloned into pBluescript SK-i- and linearized with Xbal. The cRNA probes were 

synthesized and labeled by using Promega riboprobe kit (Promega, Madison, WI), 

[̂ -̂ S]UTP (Perkin Elmer Inc., Boston, MA) and the RNA polymerase T7 (Roche 

Diagnostics, Indianapolis, IN). Brain sections were hybridized following previously 

published protocols (Beaudry and al., 2000; Langlois and al., 2001; Lapointe and al., 2004). 

Autoradiograms were developed following a 72h exposure. 
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The DAT probe, a 2238 bp length fragment, was cloned into pBluescript II SK+ plasmid. 

Linearization was made with NotI enzyme. Antisens probe was synthesized with [̂ "̂ S]UTP 

and TV RNA polymerase. For this particular probe, slices were mounted onto Snowcoat X-

trâ "̂  slides (Surgipath, Winnipeg, Canada) and stored under vacuum overnight before use. 

Brain sections were fixed in 4% PFA in 100 mM phosphate buffer at 4°C for 20 min, as 

previously described (Rivest R and al., 1995). Pre-treatment was made with various 

consecutive baths: phosphate buffer 100 mM twice for 5 min, Proteinase K 0. l|ig/ml for 10 

min at 37°C, acetylation bath (0.25% acetic anhydride, triethanolamine 100 mM) for 10 

min and twice for 5 min in standard saline citrate (SSC) (300 mM NaCl, 30 mM sodium 

citrate). Successive dips in ethanol baths (30%, 60%, 100%, 100%; 3 min each) were 

performed for dehydration. In situ hybridization of the riboprobes on tissue sections was 

performed at 58°C overnight in a standard hybridization buffer (deionised formamid 50%, 

sodium chloride 5 M, Tris 1 M, EDTA 0.5 M, Denhart's solution 50X, dextran sulfate 50%, 

tRNA lOmg/mL, DTT IM, S''-'' 2.10^ cpm/ml). Post-treatment was conducted using the 

following solutions: SSC 4X (30 min) (removing coverslips), SSC 2X twice (5 min), 

RNase A 20 ^g/mL (Ih) at 37°C, milHQ water twice (15 sec), SSC 2X (15 min), SSC 0.5X 

(30 min) at 60°C, SSC O.IX (30 min) at 60°C, SSC O.IX (5 min). Consecutive baths of 

ethanol solutions (30%, 60%, 100%, 100%; 3 min each) were used for further dehydration. 

Tissue sections were ultimately placed against BiomaxMR (Kodak, New Haven, CT) 

radioactive sensitive film for 5h. 

Deffating was performed with 4 baths of ethanol, 2 baths of xylene and 3 baths of ethanol. 

Following these steps, slides were dipped in NTB emulsion (Kodak, New Haven, CT) 

prepared at 42°C, air-dried for 4h and stored in the dark for 5 days at 4°C. The emulsion 

was then developed (3.5 min) in D-19 developer (Kodak, New Haven, CT), rinsed in 

deionised water and fixed (5 min) in Rapid Fixer solution from Kodak. Slides were rinsed 

in deionised water for Ih and then coloured. Coloration was performed using thionine (1 

min), followed by water and ethanol dips and an additional 3 ethanol (1 min) and 3 xylene 

baths (3 min). Slides were coverslipped with DPX mounting media. 
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2.4.6 Densitometric measurements of striatal TH fibers 

Digitized brain images of the striatum were obtained with a CCD camera model XC-77 

(Sony Electronics Inc, NY) equipped with a 60mm f/2.8D magnification lens (Nikon 

Canada Inc., Mississauga, ON). The density of striatal DA fibers was analyzed on a 

Macintosh computer using the Image NIH software (Image 1.63, W. Rasband, NIH). The 

average labeling for each area was calculated from 4 adjacent brain sections of the same 

animal at the level of the anterior commissure (AP levels: +0.2 to -0.8 mm in the atlas of 

Paxinos and Watson) (Paxinos G and Watson C, 1986). All rostro-caudal levels of analysis 

were comparable across animals. All images were acquired at the same magnification (lOx) 

to allow the visualization of the entire striatum in a single field. Striatal images converted to 

gray scale were then delineated and the intensity of staining was thus assessed for the entire 

region of the 4 sections sampled, subsequently averaged for each animal. Background 

intensities taken from the corpus callosum devoid of TH staining were subtracted from every 

measurement. 

2.4.7 Stereological counts of TH neuronal loss and DAT expressing neurons 

The loss of DA neurons was determined by counting TH-immunoreactive cells under bright-

field illumination. After delineation of the SNpc at low magnification (lOx), 3 sections from 

the entire region were sampled at higher magnification (20x) using Stereo investigator 

software (Microbrightfield, Colchester, VT) attached to a E800 Nikon microscope (Nikon 

Instruments, Toronto, Canada). Section sampling was performed based on the achievement 

of the desired coefficient of error (Glaser and Glaser, 2000), which insured the correct 

representations of cell counts on 3 sections of the same brain (AP levels: -5.3 to -6.04 mm) 

(Paxinos and al., 1986). The optical fractionator method (Glaser and al., 2000) was used to 

count TH positive (TH+ and cresyl violet+ neurons) and TH negative (cresyl violet+ only) 

or DAT expressing cells. The entire depth of the field was sampled ignoring the upper and 

lower 2[im to avoid counting cells that might be missing nuclei. Cell counts were performed 

blindly by 2 independent investigators. Note that these analyses was restricted to the SNpc 
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and thus excluded the ventral tegmental area (VTA). The average number of TH-

immunoreactive or DAT expressing neurons, derived from the analysis of 3 SNpc sections, 

was ultimately plotted. 

2.4.8 Densitometric measurements of Nurrl and DAT levels in the SNpc 

Levels of autoradiographic labeling for Nurrl and DAT were quantified by computerized 

densitometry. Digitized brain images and their analysis were made with the same 

equipment as mentioned above. Optical density of the autoradiograms was translated in 

fiCi/g of tissue using '"̂ C radioactivity standards (ARC Mô-'̂ ^C standards, American 

Radiolabeled Chemicals Inc., St. Louis, MO). Nurrl and DAT were measured in the SNpc 

using the same area for all sections. The average labeling for each area was calculated from 

3 adjacent brain sections of the same mouse. Background intensities taken from white layer 

of the superior colliculus devoid of Nurrl and DAT mRNA levels were subtracted from 

every measurement. 

All data derived from the striatum and SNpc analysis are expressed as group mean ± s.e.m. 

and statistical analyses were performed by one-way ANOVA using the "StatView" 

program (version 4.5, SAS Institute, Cary, NC). Photomicrographs were taken using a 

Hamamatsu digital CCD camera (model C4742-96-12G04) (Sunayama-cho, Hamamatsu 

city, Japan) linked to a 190 Nikon microscope using the imaging software Simple PCI 5.3 

(Imaging Systems, Compix Inc., Cranberry Township, PA). Images were finalized for 

illustration using Adobe Photoshop 7.0. 
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2.5 Results 

2.5.1 Health-related effects of cystamine 

Throughout the experiment, the health status of treated mice was closely monitored by 

weight. Out of 48 animals comprised in the study, a total of n=7 animals died. These mice 

were distributed across all experimental groups (group 1: n=l; group 2: n=2; group 3: n=2; 

group 4: n=0; group 5: n=l; and group 6: n=l). Their time of death was neither consistent 

as most of these animals died early in the study (first day of pre-treatment or treatment) 

while others died as far as 10 days into the experimental protocol. Given that one control 

mouse also died, we suspect that causes of death were either due to cardiac arrest related to 

old age or stress of the injections. General autopsy did not reveal any abnormalities in these 

mice. Overall, control animals maintained their weight and showed slight weight gain 

tendencies throughout the study (weight variation between 37.2 and 40.Ig) whereas mice 

exposed to MPTP, with or without cystamine treatment, showed an overall decrease weight 

pattern. None of the average weights per group was statistically different (data not shown). 

2.5.2 Histological confirmation of neural protection 

Endpoint histological evaluation was conducted in all mice comprised in this study to 

investigate the neuroprotective effects of cystamine using several specific markers related 

to the DA system. MPTP treatment generated a loss of neurons immunoreactive for TH that 

was associated with a concomitant loss of Nissl-stained neurons in the SNpc, consistent 

with a degeneration of DA neurons as opposed to a downregulation of TH expression. No 

evidence of degeneration within or outside the SNpc was observed as assessed by Fluoro-

Jade B staining (data not shown), although this method is only sensitive to acute 

degeneration. Drug administration at lower doses of cystamine (lOmg/kg) preceding the 

MPTP lesioning revealed both increased levels of striatal TH fiber immunoreactivity (p < 

0.01, see Figure 2.2) and increased TH-immunoreactive cell counts (p < 0.01, see Figure 

2.2) as compared to MPTP animals. Further, post-mortem analysis of the DA system in low 

dose cystamine pre-treated mice revealed normalization of Nurrl mRNA levels (see Figure 
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2.3) as well as the number of neurons expressing DAT (see Figure 2.4) in the SNpc. 

Overall, evaluations of these 3 specific markers related to the DA system yielded similar 

patterns and showed the beneficial effects of cystamine, pointing to the low dose pre-

treatment as the most effective neuroprotective paradigm against MPTP-induced 

neurotoxicity. 

2.5.3 Investigation of cell protection mechanisms 

Alpha-synuclein cellular aggregates were not detected in this paradigm. Blockade of 

apoptotic and oxidative processes by cystamine was also investigated. Both anti-ROS and 

anti-caspase 3 staining were absent in the brains of all animals comprised in this study (data 

not shown). 

2.6 Discussion 

Exhaustive post-mortem histological evaluation of DA related markers in aged MPTP 

lesioned mice treated with different doses and regimes of cystamine revealed that the status 

of the DA system returned to normal levels with lower doses (lOmg/kg/day) of the 

compound given 2 days prior to and during MPTP lesioning. This was confirmed by 

assessing striatal TH fiber levels, SNpc TH cell counts, SNpc Nurrl mRNA levels as well 

as the number of SNpc DAT expressing cells. Although more specific data addressing the 

mechanisms related to cystamine neuroprotection in MPTP mice has yet to be produced, 

this is the first evidence of neuroprotective properties of cystamine in an animal model of 

PD. The present results indicate that cystamine administration can prevent MPTP-induced 

DA cell loss and displays a maximal effect given prior to and during the induction of the 

brain lesion. Taken together, the results demonstrate the preventive therapeutic potential of 

cystamine in aged parkinsonian mice. 

It has been abundantly reported that the risk of developing PD is dramatically increased 

with age; statistics indicate that 1 out of 100 person over 60 has PD. Accordingly, greater 
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levels of MPP"̂  are found in brains of older mice, which may hint to an increased 

susceptibility to MPTP toxicity on the DA system with age (Mandavilli and al., 2000). 

Additional work has shown an age-dependant increase in ROS after MPTP treatment (AH 

and al., 1993) as well as an age-related increase in DNA damage in 

mitochondria(Mandavilli and al., 2000). The similarity between the MPTP model and PD 

raises the possibility that both types of ROS may play a significant role in the early 

pathogenesis of DA neurodegeneration in PD (Zhang and al., 2000), a response strongly 

modulated by age. Although we failed to identify apoptotic markers in the paradigm used 

here, implication of apoptotic phenomenon in aged MPTP treated mice cannot be ruled out 

solely on the absence of ROS or caspase-3 staining. Activation of the apoptotic pathway 

occurs early on after MPTP injections (Kiihn and al., 2003). It is thus very likely that we 

have not observed this response because of the only later time point evaluated here, 

corresponding to 14 days post-MPTP lesion. 

Further, while Fluoro-Jade B staining did not show evidence of degeneration in the SNpc of 

animals treated with MPTP, we report a concomitant loss of Nissl-stained neurons in the 

same brain region which argues against a down-regulation of the TH enzyme, results 

similar to those obtained by Kiihn et al. (Kiihn and al., 2003). In accordance with this view, 

assessment of Nurrl mRNA levels in our study revealed similar patterns to those obtained 

for TH fiber and cell loss in the SNpc. Nurrl colocalizes with TH and its expression is 

involved in the development (Zetterstrom and al., 1997) and maintenance (Sauxedo-

Cardenas and al., 1998) of a DA phenotype in neurons of the midbrain (SN and VTA). 

Given the recently characterized regulatory role of Nurrl and DAT (Smits and al., 2003) in 

TH expression (Kim and al., 2003), the decrease in Nurrl mRNA levels reinforces the 

observations of DA neurons targeting. In accordance, variations in Nurrl expression have 

indeed been suggested to be a susceptibility factor for DA neurodegeneration in PD (Lee 

and al., 2002). It has recently been shown that reduced Nurrl expression increases the 

vulnerability of mesencephalic DA neurons to MPTP-induced injury (Le and al., 1999). 

Taken together, our results indicate that several components of the DA system are protected 

by low dose cystamine pre-treatment from MPTP toxicity. 
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Aside from the significant DA cell loss of the SN characteristic of PD, cell aggregates 

containing the protein a-synuclein are another important neuropathological hallmark of the 

disease. Recent evidence has linked tissue Tgase to the generation of aggregates such as 

those formed by a-synuclein (Junn and al., 2003). Cystamine is more specifically a 

competitive inhibitor of Tgase and its neuroprotective effects have been demonstrated in 

other neurodegenerative diseases such as HD (Green, 1993; Green, 1994; Lorand and 

Conrad, 1996). Tgase is calcium-dependent enzyme, which catalyzes a reaction between a 

polypeptide-bound glutamine and a polymine to form a (y-glutamyl)polymine bond and e-

(Y-glutamyl)lysine isopeptide bond (crosslinking) (Greenberg and al., 1991; Lorand and al., 

1984). As a result, it has been suggested that Tgase may contribute to the formation of 

insoluble nuclear and cytoplasmic aggregates that appear in many neurodegenerative 

diseases. It has also been reported that Tgase inhibitors, like cystamine, suppress aggregate 

formation and reduce cell death in cultured cell models (Igarashi and al., 1998; Oliverio and 

al., 1999). The MPTP mice model, which has failed to consistently reproduce cell 

aggregates as additionally reported here, does not offer the possibility to investigate the 

neuroprotective properties of cystamine against this pathological component, although a 

recent study by Kiihn et al. (Kiihn and al., 2003) has demonstrated that the only gene that 

was exclusively up-regulated in the MPTP animals with cell loss was a-synuclein. Even 

with the lack of a-synuclein detection in our experimental paradigm, cystamine blockade of 

Tgase, involved in cell aggregation, could be beneficial in patients diagnosed with PD 

where nuclear inclusions are found in Lewy bodies. 

At this stage, it is not possible to identify the causes underlying the efficacy of low dose 

cystamine pre-treatment. Several factors such as the pharmacological window or drug 

interaction (cystamine and MPTP vs cystamine administered to genetically modified mice 

for HD) may feasibly determine the efficiency of one particular drug dose. In HD mice 

models, several doses - ranging from 7.5 to 225 mg/kg/day (Dedeoglu and al., 2002; Karpuj 

and al., 2002; Wang and al., 2005) - have been reported to produce neuroprotective effects. 

Here, our results relate to smaller doses of cystamine as being optimal for neuroprotection 

of the DA system in MPTP treated mice. Although none of the animals receiving higher 
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cystamine doses (50mg/kg) died or demonstrated any peripheral toxicity related to this 

agent, previous work has reported that high doses of cystamine are in fact toxic to mice and 

lead to early death (Dedeoglu and al., 2002). A dose-response curve evaluating the effects 

of cystamine (112, 225 and 400mg/kg given daily i.p. for several months to HD mice) 

revealed that only the higher dose of 400mg/kg was toxic. In our paradigm, and in our 

previous work with HD mice, cystamine used at 50 and lOOmg/kg were not toxic. Here, 

similar doses (50mg/kg) were neither toxic nor optimal for neuroprotection of DA neurons. 

The symptoms that characterize PD - including bradykinesia, postural reflex impairment, 

resting tremor, and rigidity (Fearnley and Lees, 1991; Marsden, 1994) - are perceived only 

when DA neuronal degeneration reaches 50% and that 75-80% of the striatum is 

denervated. Although several treatments have proven effectiveness for a number of years, 

their usefulness declines over time and is accompanied by unacceptable side effects such as 

dyskinetic involuntary movements (Chase and al., 1994; Tarsy and Baldessarini, 1984). 

There is thus an enormous demand for further scientific investigation and development of 

therapeutic approaches, including those designed to target different stages of the disease. 

Beneficial effects of cystamine have only been reported in HD murine models where 

chronic use of this neuroprotective agent was well-tolerated. Indeed, earlier publications 

reported cystamine treatment for several weeks to months in HD mice (Dedeoglu and al., 

2002; Karpuj and al., 2002; Wang and al., 2005). Since PD is a progressive 

neurodegenerative disorder with a presymptomatic period which might last for several 

years (Jankovic, 2005), it is evident that cystamine as any effective treatment, in this 

neuropathological context, will need to be administered chronically in order to stop or 

delay the progression of the disease. However, the main difficulty will be to diagnose PD 

preferentially during the presymptomatic period or as early as possible during the 

symptomatic phase of the disease in order to maximize the beneficial effects of the 

treatment. Here, we provide strong evidence in favor of a neuroprotective role of 

cystamine, which certainly warrants further investigation of the mechanisms involved in 

the sparing of DA cells by this compound and its potential clinical use. 
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FIGURE 2.1 

Time line and experimentation. 
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FIGURE 2.2 

Neuroprotection of the DA system by low dose cystamine pre-treatment 

Post-mortem histological evaluation revealed a significant decrease in striatal TH fibers in 
MPTP-treated mice as compared to control mice (p < 0.01; see bar graph a). This was also 
observed in animals pre-treated with high doses of cystamine, failing to reveal any 
protective effects of this drug dose and schedule (p < 0.01). Pre-treatment of low doses of 
cystamine prior to MPTP toxin administration and throughout the study showed significant 
and beneficial effects on TH striatal fibers in comparison to MPTP treated animals (p < 
0.01). Similar results were obtained with the average number of TH-immunoreactive 
neurons per section at the specified level (AP: -5.3 to -6.04) (see bar graph b). Both MPTP 
and pre-treated high dose cystamine animals revealed significantly less TH nigral neurons 
(p < 0.05), whereas pre-treated low dose cystamine mice had significantly more TH 
neurons than MPTP-treated animals (p < 0.01). The low dose administration regime, given 
during MPTP treatment, also showed a significant increase in the number of TH 
immunoreactive nigral neurons as compared to MPTP treated mice (p < 0.05). 
Photomicrographs illustrate frontal sections through the striatum at the level of the anterior 
commissure and of the substancia nigra pars compacta (SNpc) in control (c,f), MPTP (d,g) 
and pre-treated low dose cystamine mice (e,h). Analysis of both structures (striatum and 
SN) for TH immunostaining illustrates beneficial effects of low dose cystamine pre-
treatment in protecting TH striatal fibers (c,d,e) and TH neurons (f,g,h). Note the similar 
TH expression patterns of treated animals and controls (e,h - c,f) as compared to animals 
subjected to MPTP treatment alone (d,g). Insets further reveal a normal and healthy 
appearance of TH nigral neurons in control and low dose cystamine pre-treated animals 
(f,h) as opposed to MPTP animals of which remaining TH neurons of the nigra seemed 
morphologically unhealthy in showing a weak decrease in dendritic arborization (g). 
tSignificant difference with the control group (p < 0.05); *significant difference with the 
MPTP group (p < 0.05); ft or ** = p < 0.01. Scale bar in c = 1mm; f = 200nm; inset = 
25fim. 
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FIGURE 2.3 

Neuroprotection of nigral Nurrl levels by low dose cystamine pre-treatment. 

At the level of the SNpc, we observed a significant decrease in Nurrl mRNA expression in 
MPTP-treated animals (p < 0.001; see bar graph d) and pre-treated high dose animals (p < 
0.05; see bar graph d). (a) Basal Nurrl expression in low dose cystamine pre-treatment 
closely resembled those evaluated in control animals (c) (p < 0.001; also see d). Overall, 
patterns of Nurrl mRNA expression were similar to TH nigral cell counts (see Fig. 2) 
although low dose cystamine treatment during MPTP administration also significantly 
improved nigral Nurrl levels (p < 0.01; see bar graph d) whereas similar high dose 
scheduling showed significantly lower Nurrl levels than controls (p < 0.05; d). tSignificant 
difference with the control group (p < 0.05); *significant difference with the MPTP group 
(p < 0.05); t t or ** = p < 0.01 ; t t t or *** = p < 0.001. Scale bar a,b,c = 1mm. 
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FIGURE 2.4 

Neuroprotection of nigral DAT expressing cells by low dose cystamine pre-treatment. 

At the level of the SNpc, we also observed a decrease in DAT mRNA expression in MPTP 
(b, inset) and an increase in pre-treated low dose animals (c, inset), as quantified by 
autoradiography, (a) Basal DAT expression in control animals (a, inset) closely resembled 
those evaluated in low dose cystamine pre-treatment (c, inset) although this result did not 
reach statistical significance (data not shown). However, assessment of the average number 
of DAT expressing cells at the specified level in the SNpc (AP: -5.3 to -6.04) did reveal a 
significant (p < 0.001; also see bar graph) decrease in MPTP mice (also see b) whereas 
mice treated with low dose cystamine prior to MPTP lesioning showed levels similar to 
control mice (p < 0.001; d). t t t Significant difference with the control group (p < 0.001); 
***significant difference with the MPTP group (p < 0.001). Scale bar a,b,c = lOOfim; inset 
= IOO[xm. 
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CHAPITRE 3 

3.1 Discussion 

3.1.1 L'aspect pathologique 

L'évaluation histologique post-mortem des marqueurs principaux des cellules DAergiques 

a révélé que le statut du système DAergique retourne à des niveaux normaux avec une 

faible dose (10 mg/kg/day) de cystamine donnée deux jours avant et durant les injections de 

MPTP. Cette observation a été confirmée par l'évaluation des niveaux de fibres TH 

striatales, des comptes de cellules TH SNpc, des niveaux d'ARNm de Nurrl SNpc et du 

nombre de cellules exprimant DAT SNpc. 

Bien que nous n'ayons pas pu identifier de marqueurs apoptotiques (caspase-3) au sein de 

la substance noire des animaux traités, il est fort plausible que cette absence soit plutôt 

reliée à des contraintes techniques. L'apoptose apparaît très tôt suite aux injections de 

MPTP et s'atténue peu à peu pour afin ne plus être détectable après 3 jours (Ktihn et coll., 

2003). Dans notre cas, l'évaluation post-mortem s'est effectué 14 jours suivant le dernier 

traitement au MPTP. Il est donc vraisemblable de ne pas observer de l'apoptose après un 

aussi grand écart de temps entre les injections de MPTP et les analyses post-mortem. La 

même explication est certainement valable quant à l'absence du marquage Fluoro-Jade B 

(marqueur de cellules affichant des signes de dégénérescence irréversible) chez les animaux 

traités au MPTP. L'observation d'une perte concomitante des neurones marqués au Nissl, 

marquage spécifique du noyau, dans la même région du cerveau permet ici d'éloigner la 

possibilité d'une simple régulation négative de l'enzyme TH. Plus particulièrement, 

l'évaluation des niveaux d'ARNm de Nurrl révèle un patron similaire aux fibres TH et à la 

perte de cellules dans la SNpc. Puisque Nurrl colocalise avec TH et que son expression est 

impliquée dans le développement et la maintenance du phénotype DA des neurones de la 

SNpc et de la VTA, la diminution des niveaux de l'ARNm de Nurrl appuie davantage le 

résultat que les neurones DA sont bel et bien ciblés (Zetterstrom et coll., 1997; Saucedo-

Cardenas et coll., 1998; Perlmann et Wallen-Mackenzie, 2004). 
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En plus d'une perte marquée de cellules DAergiques dans la SNpc, la maladie de Parkinson 

est caractérisée par la présence d'aggregats cellulaires de la protéine a-syn. Tel que 

mentionné au chapitre 1, l'enzyme Tgase serait en partie responsable de cette agrégation 

(Junn et coll., 2002) et il est possible que la cystamine préviendrait cette formation 

d'aggregats en inhibant le site de liaison de a-syn sur la Tgase. Le modèle classique de 

souris MPTP utilisé pour ces travaux n'a pas permis d'étudier les effets neuroprotecteurs de 

la cystamine via ce mécanisme puisque l'injection systemique de la toxine sur une courte 

durée ne reproduit pas 1'aggregation cellulaire de a-syn. En effet, le marquage de a-syn 

s'est révélé négatif chez les souris traités au MPTP seulement. L'utilisation du modèle 

chronique, récemment développé par l'équipe de Fornai (Fornai et coll., 2005), serait alors 

plus appropriée pour cette étude puisqu'il présente des inclusions neuronales. Ces études 

sont actuellement en cours dans le laboratoire du Dre Cicchetti. 

3.1.2 L'aspect comportemental 

Des études comportementales ont été effectuées au cours de cette recherche en utilisant le 

Flex-Field, appareil permettant de visualiser l'activité locomotrice de l'animal afin de 

répertorier les mouvements ambulatoires ou fins ainsi que ceux effectués au centre et en 

périphérie de l'appareil. Les variations de mouvements sont calculées par des faisceaux 

lasers et quantifiées par un logiciel dédié à ce test. Les résultats non-significatifs de cette 

analayse ont été omis dans le manuscrit publié. Le groupe ayant reçu seulement des 

injections de MPTP n'a pas présenté de déficits moteurs en comparaison avec les deux 

autres groupes. Ce résultat peut s'expliquer par le fait que la perte neuronale se chiffrait à 

30% seulement alors qu'elle doit atteindre plus de 60% pour voir apparaître des troubles 

moteurs. En effet, chez l'homme, les symptômes cliniques n'apparaissent que lorsque que 

la dégénérescence neuronale se chiffre à plus de 60% (voir revue par Dunnett et Bjorklund, 

1999). 
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3.1.3 L'âge des souris 

Il est également important de mentionner que le choix d'utiliser des souris âgées de 16 mois 

se base sur le fait que le risque de développer la maladie de Parkinson augmente 

dramatiquement avec l'âge. En effet, les statistiques indiquent qu'une personne sur 100 

âgée de plus de 65 ans est atteinte de Parkinson (de Rijk et coll., 1995). De plus, les souris 

plus âgées exposés à des traitements de MPTP démontrent des niveaux plus élevés de 

MPP+ dans le cerveau, ce qui suggèrent une plus grande susceptibilité du système 

DAergique avec l'âge (Mandavilli et coll., 2000). L'exposition au MPTP chez des souris 

âgées augmente aussi le taux de ROS (Ali et coll., 1993) ainsi que l'étendu des dommages 

au niveau des mitochondries (Mandavilli et coll., 2000). La similitude entre le modèle 

MPTP et la maladie de Parkinson appuient davantage la possibilité que les ROS, et plus 

largement l'oxydation, puissent jouer un rôle important dans la neurodégénérescence 

DAergique précoce de la maladie de Parkinson, une réponse fortement accentuée avec l'âge 

(Irwin et coll., 1992). 

3.1.4 Comment expliquer l'efficacité d'une faible dose en pré-traitement? 

À ce stade, il n'est pas possible d'identifier les causes expliquant l'efficacité d'une faible 

dose de cystamine donnée en pré-traitement. Certains facteurs comme la fenêtre 

pharmacologique ou l'interaction entre produits pourrait expliquer l'efficacité d'une dose 

particulière de cystamine. Il est important de souligner que, bien que la faible dose de 

cystamine ait démontré des effets neuroprotecteurs, la forte dose, quant à elle, ne présente 

aucun effet protecteur. Toutefois, elle n'est pas toxique pour les neurones DAergiques. 

Ainsi, les fortes doses n'induisent ni mortalité chez les animaux traités ni signes de toxicité 

périphérique. D'éventuelles études utilisant des doses de cystamine entre 10 et 50 mg/kg 

seront nécessaires afin de déterminer le profil pharmacologique de cette molécule. 

L'efficacité du pré-traitement peut s'expliquer par le fait que ce régime d'administration de 

cystamine a permis d'augmenter le ratio GSH/GSSG avant même qu'il soit renversé par les 
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injections de MPTP. L'efficacité du pré-traitement avec de la cystamine présente un défi 

intéressant quant à l'application clinique. En effet, les symptômes qui caractérisent la 

maladie, incluant la bradykinésie, l'altération des réflexes posturaux, les tremblements et la 

rigidité, sont perçus seulement lorsque la dégénérescene neuronale DAergique atteint 50% 

et que 75-80% du striatum est dénervé. Ainsi, la maladie de Parkinson possède une période 

asymptomatique qui peut s'étendre sur plusieurs années. La difficulté sera alors de 

diagnostiquer les « porteurs » de la maladie préférentiellement dans cette période ou même 

plus tôt pour permettre une maximisation des effets bénéfiques neuroprotecteurs du 

traitement de cystamine. La découverte de plusieurs mutations de gènes associées à 

l'apparition de la maladie de Parkinson augment la possibilité de pouvoir identifier les 

personnes à risque et ainsi leur fournir un traitement pour ralentir ou même prévenir la 

perte neuronale qui caractérise la maladie. 

3.1.5 Comparaison des effets de la cystamine dans la maladie de Huntington et 
de Parkinson 

Les maladies de Parkinson et de Huntington sont des pathologies neurodegeneratives qui 

sont toutes deux caractérisées par une perte cellulaire particulière qui pourraient partager un 

mécanisme commun de dégénérescence, soit le stress oxydatif (Bel et coll., 1995; Coyle et 

Puttparcken, 1993). 

Comme mentionné dans le chapitre 2, le Dr Wang et son équipe ont effectués des études 

sur la neuroprotection de la cystamine chez des souris atteintes de la maladie de Huntington 

(Wang et coll., 2005). Pour ce faire, ils ont utilisé des souris trangéniques R6/2 âgées de 8 

semaines ; les doses de cystamine choisies pour cette étude étaient de 5.4 mg/kg, 9 mg/kg, 

50 mg/kg et 100 mg/kg. Les résultats obtenus démontrent que le traitement avec une forte 

dose de cystamine (lOOmg/kg) est le plusefficace dans ce contexte neuropathologique. En 

effet, la dose de 50 mg/kg n'offre qu'une neuroprotection partielle. Quant aux deux autres 

faibles doses, leurs effets neuroprotecteurs sont négligeables. 
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Les résultats obtenus chez les souris huntingtoniennes vont à rencontre de ceux obtenus 

chez les souris parkinsoniennes. En effet, c'est un traitement à forte dose (100 mg/kg) qui 

offre la meilleure neuroprotection dans la maladie de Huntington tandis que c'est le 

traitement avec une faible dose (10 mg/kg) qui est neuroprotecteur dans la maladie de 

Parkinson. Cette différence de résultats pourrait s'expliquer par le fait que la maladie de 

Huntington est déjà induite chez les souris depuis 8 semaines avant le traitement de 

cystamine ; tandis que chez les souris parkinsonniennes, leurs injections de MPTP ont 

débuté 2 semaines suivant ou au moment du traitement de cystamine. Il est donc plausible 

qu'une forte dose soit utile pour renverser le processus de dégénérescence déjà engendré. 

Mais, des recherches plus approfondies au niveau des mécanismes d'action de la cystamine 

seront nécessaires afin de déterminer les différences majeures entre les effets 

neuroprotecteurs de la cystamine chez les patients atteints de la maladie de Huntington et 

de Parkinson. 

3.2 Perspectives futures 

À la lumière des résultats présentés dans ce mémoire, il est primordial d'étudier les 

mécanismes d'action de neuroprotection de la cystamine, soient l'augmentation de la 

synthèse de la GSH, l'inhibition de la Tgase et l'augmentation de l'expression de BDNF 

chez un modèle animal qui reproduit les caractéristiques morphologiques, biochimiques et 

physiologiques de la maladie de Parkinson. Le modèle chronique proposé par Fornai 

(Fornai et coll., 2005) semble mimer la neurodégénérescence progressive observés chez les 

sujets humains parkinsoniens en plus de former des inclusions neuronales nigrales. Ainsi, il 

semble être le modèle le plus approprié pour étudier les mécanismes de la cystamine. Mais 

avant toute chose, les résultats sur ce nouveau modèle doivent être répliqués et étudiés en 

profondeur. Dans cette optique, nous avons donc récemment conduit une expérimentation 

préliminaire pour évaluer les effets d'un traitement systemique ou chronique de MPTP sur 

l'expression de la GSSG dans la SNpc et de la GSH, GSSG et le ratio GSH/GSSG dans le 

striatum. Les résultats obtenus ne démontrent aucun signe de stress oxydatif chez le modèle 

classique. Par contre, une augmentation significative des niveaux de GSSG dans la SN a été 

observée chez le modèle chronique suggérant une augmentation de l'activité de la GSH 
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peroxydase. Dans le striatum, une diminution significative du ratio GSH/GSSG a été 

évaluée et donc la présence de stress oxydatif chez ce nouveau modèle MPTP (résultats 

présentées dans le cadre du congrès de V« European Behavioural Pharmacology Society » 

qui a eu lieu à Cracovie, en Pologne). Nos résultats préliminaires suggèrent alors que des 

différences importantes existent entre les modes d'administration de MPTP concernant les 

mécanismes de dégénérescence des cellules DAergiques. Ces évaluations demeurent 

préliminaires et font actuellement l'objet de recherches exhaustives dans le laboratoire du 

Dre Cicchetti. Une meilleure connaissance des mécanismes d'action de la cystamine 

permettra d'éclaircir les interventions thérapeutiques neuroprotectrices pour la maladie de 

Parkinson. 

3.3 Conclusion générale 

La maladie de Parkinson est le deuxième désordre neurodégénératif en importance et 

devient, à cause du vieillissement de la population mondiale, un problème de plus en plus 

préoccupant. À ce stade, il est primordial de développer des approches thérapeutiques 

efficaces pour traiter la maladie. 

Actuellement, l'administration de la L-dopa est le traitement palliatif le plus répandu. Cette 

approche est couramment utilisée puisqu'elle est moins coûteuse et qu'elle permet 

d'améliorer considérablement la qualité de vie des patients (Rascol et coll., 2003). Ce 

traitement connaît une période d'efficacité de 5 à 7 ans après quoi les patients traités ne 

répondent malheureusement plus aussi bien à la médication. Des mouvements 

incontrôlables de type dyskinétique font ensuite leur apparition. Plusieurs secteurs de 

recherche visent donc le développement de thérapies qui s'avéreront curatives, peu importe 

l'avenue favorisée (neuroprotection, chirugies, etc). Dans les variétés de thérapies à l'essai, 

on compte entre autre la transplantation cellulaire. La greffe de cellules peut rétablir les 

niveaux appropriés de DA et même promouvoir la formation des connections synaptiques 

avec d'autres neurones dans le voisinage de la greffe. Malgré certains effets bénéfiques 

générés par la greffe de cellules fœtales humaines (Lindvall et coll., 1989; Lindvall et coll., 
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1990; Piccini et coll., 1995; Freed et coll., 2001), leur utilisation à grande échelle demeure 

limitée en raison des obstacles pratiques et éthiques mais aussi en raison de résultats plus 

récents qui ont soulevé la possibilité d'une récupération chez des patients ayant subit le 

traitement placebo (McRae et coll., 2004). Le choix des candidats cellulaires est aussi 

complexe puisqu'il existe une multitude de types cellulaires envisageables, mais 

l'utilisation de cellules souches à caractère pluripotent permettra peut-être, dans un avenir 

proche, une régénérescence neuronale applicable à plusieurs maladies (SanMartin et 

Bolongan, 2006). 

La neuroprotection est quant à elle une option qui vise les stades précoces de la maladie, 

empêchant ainsi la mort neuronale de se poursuivre et permettant alors de ralentir ou 

d'arrêter l'évolution de la maladie. Les effets bénéfiques d'une administration chronique 

d'un agent neuroprotecteur, la cystamine, ont été rapportés seulement chez un modèle de 

souris de la maladie de Huntington. Le chapitre 2 du présent mémoire fourni la première 

évidence des propriétés neuroprotectrices de la cystamine chez un modèle de la maladie de 

Parkinson. Nos résultats indiquent que l'administration de la cystamine peut prévenir la 

perte de cellules DAergiques induite par le MPTP et que l'effet maximum est atteint 

lorsque la cystamine est donnée avant et durant l'induction de la lésion au cerveau. 

Globalement, cet article démontre le potentiel thérapeutique préventif de la cystamine chez 

des souris âgées parkinsoniennes. Plus concrètement, des essais cliniques utilisant la 

cystamine chez un cohorte de patients huntingtoniens a d'ailleurs récemment vu le jour en 

Europe (Saudou et coll., 2006). Les résultats, prévus pour 2009, vont permettre d'identifier 

la valeur clinique de ce produit et possiblement son application future, non seulement pour 

les patients huntingtoniens, mais aussi pour des patients atteints de d'autres maladies 

neurodegeneratives telles que la maladie de Parkinson. 
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