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RESUME

Les habiletés motrices sont essentielles dans la vie de tous les jours. Comment
sommes-nous capables d’exécuter, de contréler, d’apprendre et de mémoriser des
mouvements afin de réaliser des tiches motrices complexes telles que pratiquer du vélo?
La recherche dans ce domaine a permis de mettre en évidence que plusieurs structures
cérébrales participent a la réalisation de telles taches motrices. Parmi ces structures, le
striatum joue un réle important. En effet, longtemps considéré comme un des centres
primordiaux de I’exécution motrice, il s’avére aujourd’hui que cette structure contribue
aussi a I’apprentissage et la mémorisation d’une tdche motrice. La dopamine qui est
synthétisée dans les neurones dopaminergiques et le glutamate en provenance du cortex
sont bien connus pour réguler adéquatement le fonctionnement du striatum. Par
exemple, la perte de dopamine induit des troubles hypokinétiques comme dans le cas de
la maladie de Parkinson. Cependant, les mécanismes moléculaires sous-jacents a ces
neurotransmetteurs et permettant la réalisation d’une tdche motrice sont encore peu
connus. De plus, bien que la dopamine module I’exécution motrice, son implication dans
’apprentissage et la mémorisation des habiletés motrices n’est pas totalement élucidée.
Dans ce contexte, les travaux de recherche présentés dans cet ouvrage se sont intéressés
a I'implication de la protéine kinase A (PKA), une protéine régulatrice de la voie
dopaminergique ainsi qu’a I’importance de I’afférence des neurones dopaminergiques au
niveau du striatum, dans ’apprentissage, la mémorisation et 1’exécution des habiletés
motrices. De plus, ces travaux ont investigué I’implication des calpaines et de la
« cyclin-dependent kinase 5 » (cdk5), des protéines régulées par la dopamine et le
glutamate, dans le contréle du mouvement.

Afin d’évaluer I’implication de PKA, son inhibition pharmacologique au niveau du
striatum, chez des souris, a été réalisée pendant I’apprentissage et la mémorisation d’une
tiche motrice complexe ainsi que lors de tests d’exécution motrice. Afin de savoir
jusqu’a quel point I’innervation dopaminergique est nécessaire pour la réalisation
d’activités motrices, des souris ayant différents niveaux de dégénérescence des neurones
dopaminergiques ont été utilisées. Chez ces souris, I’apprentissage, la mémorisation et
’exécution ont été évalués par différents tests de comportement. L’évaluation du rdle
des calpaines et de cdk5 dans le contréle moteur a été réalisée dans un contexte
pathologique associé¢ a la maladie de Parkinson et aux dyskinésies induites par la
L-DOPA. Les dyskinésies induites par la L-DOPA sont des mouvements anormaux
involontaires qui apparaissent avec la progression de la maladie de Parkinson et a la
suite de ’administration du traitement nommé la L-DOPA. Pour cette derniére étude, les
calpaines et cdk5 ont été inhibées de maniére pharmacologique dans le striatum de rats
modéles de la maladie de Parkinson traités avec la L-DOPA.

Les résultats de ces travaux montrent que PKA participe aux processus
moléculaires permettant |’apprentissage, la mémorisation et I’exécution motrice.
Dans ce contexte, les processus moléculaires impliqués dans I’apprentissage et la
mémorisation sont plus sensibles aux modifications d’activité de PKA que ceux engagés
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dans I’exécution du mouvement. De plus, ils démontrent qu’une faible innervation
dopaminergique est suffisante pour permettre [’apprentissage moteur. Plus
particuliérement, ils mettent en évidence qu’une faible quantité de tyrosine hydroxylase,
’enzyme limitante de la synthése de dopamine, permet de maintenir des habiletés
motrices. Enfin, ces travaux établissent |’implication de nouveaux mécanismes
moléculaires au niveau du striatum dans la réalisation d’activités motrices. D’une part,
ils montrent que PKA est a méme d’interagir avec la protéine « striatal-enriched protein
tyrosine phosphatase » (STEPg) et que cette interaction participe aux processus
régissant ’apprentissage et la mémorisation d’une tiche motrice. D’autre part, ils
démontrent que les calpaines et cdkS participent au contréle moteur en influengant
Pactivité des protéines « extracellular signal-regulated kinases 1/2 » (ERKI1/2) et
dynamine. En plus de contribuer a la compréhension des processus moléculaires
régissant le fonctionnement du striatum, ces travaux apportent des implications cliniques
intéressantes pour la maladie de Parkinson. Ils montrent que de réduire I’activité des
calpaines diminue drastiquement les dyskinésies induites par la L-DOPA en augmentant
I’expression de la tyrosine hydroxylase. Ces travaux suggérent que de restaurer méme
faiblement les niveaux d’expression de la tyrosine hydroxylase serait bénéfique pour les
patients parkinsoniens.

Mots-clés : apprentissage, calpaines, cdk5, dyskinésies, L-DOPA, mémoire,
mouvement, Parkinson, PKA, striatum.
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CHAPITRE 1

INTRODUCTION

1.1 Mise en contexte : réalisation d’activités motrices

La réalisation d’activités motrices, comme que faire du vélo ou jouer du piano, est
complexe. Tout d’abord, elle nécessite notre capacité a exécuter des mouvements
volontaires, par exemple, notre capacité a appuyer sur les pédales ou serrer les freins du
vélo. Bien que cette capacité motrice soit essentielle a la bonne réalisation d’une activité
motrice, il n’en demeure pas moins que la tiche motrice n’est pas réalisée avec aisance
dés la premiére pratique. En effet, en plus de cette composante motrice, la réalisation
d’activités motrices nécessite une composante cognitive qui consiste en notre capacité a
apprendre et mémoriser des séquences motrices. Par exemple, pour freiner, il faut
apprendre a arréter de pédaler et appuyer sur les deux freins du vélo en méme temps.
Il est aussi & mentionner que la réalisation des actions motrices est teintée par une
composante limbique (émotionnelle). En effet, la réalisation d’une activité motrice fait
intervenir notre motivation qui peut étre intrinséque, c’est-a-dire liée a notre plaisir, ou
extrinseque, c’est-a-dire liée aux conséquences qui en résultent (obtention d’une
conséquence positive ou évitement d’une conséquence négative). Par exemple, un
cycliste de haut niveau sera motivé a améliorer ses performances dans le but de gagner
une compétition. Ainsi, la réalisation d’une tache motrice est complexe et elle fait
intervenir I’ensemble de notre cerveau. Dans ce contexte, les travaux de recherche
présentés dans cet ouvrage ont porté sur ’exécution ainsi que sur |’apprentissage et la

mémorisation d’une tiche motrice.

1.1.1 Neurobiologie du mouvement

Au niveau cérébral, I’exécution du mouvement est organisée de maniére

hiérarchique et plusieurs structures cérébrales participent au processus. Presque



I’ensemble du cortex est impliqué dans la réalisation d’un mouvement volontaire.
Le cortex représente le chef d’orchestre. Il organise et produit les séquences motrices
afin de les transmettre a la moelle épiniére, qui informera en retour les muscles du

mouvement a effectuer (Kolb et Whishaw, 2002).

De manicre plus exhaustive, lorsque nous exécutons un mouvement volontaire, le
cortex préfrontal définit I’action a réaliser et planifie le mouvement. Les instructions
sont ensuite transmises a l’aire motrice supplémentaire et au cortex prémoteur, qui
effectuent une représentation adaptée, organisent et produisent les séquences motrices.
Puis, les séquences motrices sont transmises au cortex moteur, qui donnera 1’ordre
d’exécuter le mouvement en véhiculant I’information & la moelle épiniére. Les
informations sensorielles en provenance des cortex somatosensoriel et visuel sont aussi
importantes pour la réalisation d’'un mouvement. Elles contribuent, entre autres, a la
formation d’une image mentale du corps dans I’espace, a définir les paramétres a
adopter (durée et amplitude de contraction des muscles) et & informer le cortex moteur

que le mouvement est accompli (Kolb et Whishaw, 2002).

Pour réaliser un mouvement harmonieux, le cortex ne fonctionne pas tout seul.
II doit interagir avec deux autres structures : le striatum et le cervelet. Chacune de ses
structures participe & sa maniére au contréle du mouvement en formant un réseau
cortico-striatal et un réseau cortico-cérébelleux. Le réseau cortico-striatal joue un role
dans la fluidité du mouvement. Il permet de produire des mouvements qui ne seront ni
trop rapides, ni trop lents. Le réseau cortico-cérébelleux joue un role, entre autres, dans
la coordination et la précision du mouvement. Ces deux structures sont essentielles
a la réalisation adéquate du mouvement et leurs dysfonctionnements induisent
inévitablement des troubles du mouvement. Les études cliniques ont permis d’observer
qu’un dysfonctionnement au niveau du striatum induit soit des troubles hyperkinétiques,
comme dans le cas de la maladie de Huntington, soit des troubles hypokinétiques,
comme dans le cas de la maladie de Parkinson, alors qu’une atteinte du cervelet induit

des mouvements erratiques, imprécis et mal coordonnés (Kolb et Whishaw, 2002).



1.1.2 Mémorisation d’une séquence motrice

Afin de réaliser avec aisance une tiche motrice, les séquences motrices doivent
étre apprises et mémorisées. Pour cela, les séquences motrices sont effectuées de
maniere répétée et plusieurs séances d’entrainement sont nécessaires. L’apprentissage et
la mémorisation de ces séquences s’effectuent donc graduellement a travers la pratique.
Une fois apprise et mémorisée, la tiche motrice pourra étre rapidement effectuée malgré
une période prolongée sans pratique (Kami et coll., 1998; Ungerleider et coll., 2002;

Doyon et coll., 2009).

D’aprés les travaux de Karni, Doyon et leurs collaborateurs, les processus
d’apprentissage et de mémorisation impliquent diverses phases et structures cérébrales
(Figure 1.1, p. 4) (Kami et coll., 1998; Ungerleider et coll., 2002; Doyon et coll., 2009).
Tout d’abord, une phase d’apprentissage rapide durant laquelle une large amélioration
des performances et de la capacité a réaliser les séquences motrices est observée. La
phase d’apprentissage rapide correspond a la premiere séance d’entrainement. Durant
cette phase, les réseaux cortico-cérébelleux et cortico-striatal sont activés. Ces réseaux
participent a I’émergence de plans moteurs et |’élaboration d’une stratégie optimale
d’exécution. Il s’en suit une phase de consolidation. La consolidation est le processus
par lequel la représentation neuronale des séquences motrices sera stabilisée
durablement. Durant cette phase, D’activité de I’hippocampe et du striatum est
augmentée. La consolidation est influencée par des facteurs tels que le sommeil.
Elle permet de maintenir, voire d’augmenter, les performances lors de I’initiation de la
deuxieme séance d’entrainement. La deuxiéme séance ainsi que les séances
d’entrainement ultérieures représentent la phase d’apprentissage lente. Lors de cette
phase, le gain de performance se fait graduellement a travers les différentes séances
d’entrainement. [.’augmentation des performances pour chaque séance d’entrainement
est moindre comparativement a celle observée durant la premiére séance d’entrainement.
Lors de cette phase, I’implication du réseau cortico-striatal augmente alors que
I’implication du réseau cortico-cérébelleux diminue. Ces réseaux contribuent a la
stabilisation des performances, I’automatisation et le maintien a long terme de la tache

motrice (Kamni et coll., 1998; Ungerleider et coll., 2002; Doyon et coll., 2009).
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Figure 1.1  Schéma des différentes phases et structures impliquées dans
I’apprentissage moteur.
M1, cortex moteur primaire; PMC, cortex prémoteur; SMA, aire motrice
supplémentaire. (Tirée de Doyon et coll., 2011.)

Ainsi, la réalisation d’activités motrices est complexe et elle est régie par de
nombreuses structures cérébrales. Dans ce contexte, les travaux de recherche présentés
dans cette thése ont porté sur les mécanismes moléculaires du striatum qui sont engagés

dans I’exécution ainsi que dans I’apprentissage et la mémorisation d’activités motrices.

1.2 Le striatum
1.2.1 Division structurelle et fonctionnelle

Le striatum est divisé en striatum dorsal et en striatum ventral. Le striatum dorsal
est composé du putamen et du noyau caudé. Chez le rongeur, le putamen et le noyau
caudé sont fusionnés. La région dorsolatérale correspond au putamen et la région
dorsomédiale correspond au noyau caudé. Le striatum ventral est composé quant a lui
essentiellement du noyau accumbens (Figure 1.2, p. 7) (Joel et Weiner, 2000; Voorn et

coll., 2004).



Le striatum regoit des informations en provenance du cortex de maniére
topographique. Cette transmission topographique permet d’attribuer aux régions
distinctes du striatum des fonctions semblables aux aires corticales qui les innervent. Par
conséquent, la région dorsolatérale (putamen, chez le primate) recoit des informations
des aires prémotrices, du cortex moteur et du cortex somatosensoriel et sera donc
impliquée dans des fonctions sensorimotrices telles que I’exécution du mouvement
(Alexander et coll., 1986; Parent et Hazrati, 1995). Il est a noter que cette région est
organisée de maniére somatotopique, ¢’est-a-dire qu’une cartographie du corps telle que
représentée au niveau cortical y est retrouvée. La représentation des membres
postérieurs, du tronc et des membres antérieurs se situe au niveau dorsal et la
représentation de la téte se situe au niveau ventral (Voorn et coll., 2004). La région
dorsomédiale (noyau caud¢, chez le primate) regoif des informations des aires corticales
associatives (c’est-a-dire cognitives) et sera donc impliquée dans les fonctions
cognitives telles que la mémoire ou I’apprentissage. Le striatum ventral regoit, quant a
lui, les informations du cortex limbique et jouera donc un rdle dans les comportements
associés aux émotions comme la motivation (Alexander et coll., 1986; Parent et Hazrati,
1995). L’innervation corticale permet donc une organisation fonctionnelle du striatum en
différents territoires : le territoire sensorimoteur (région dorsolatérale), le territoire
associatif (région dorsomédiale) et le territoire limbique (striatum ventral) (Figure 1.2,
p. 7). Bien que cette division fonctionnelle du striatum reste globalement valide, il
apparait que cette division ne doit pas €tre considérée comme absolue (Voorn et coll.,
2004). En effet, les études récentes montrent que les territoires sensorimoteur et
associatif qui sont impliqués dans I’exécution du mouvement et |’apprentissage
contribuent aussi a des comportements qui furent longtemps attribués uniquement au
territoire limbique tels que les comportements associés au systéme de la récompense
(Voorn et coll., 2004; Balleine et O'Doherty, 2010). Dans ce contexte, les différents
territoires contribuent ensemble, mais selon des aspects et des degrés différents, &
apporter les informations nécessaires & la réalisation adéquate d’un comportement. Par
exemple, chez le rongeur, I’enregistrement in vivo de I’activité neuronale du striatum
dorsal lors de ’apprentissage moteur a démontré que 1’activité neuronale de la région

dorsomédiale (associative) est augmentée pendant la phase rapide d’apprentissage, alors



que I’activit¢ neuronale de la région dorsolatérale (sensorimotrice) est augmentée
pendant la phase lente d’apprentissage (Yin et coll., 2009). Ce profil d’activation a aussi
été retrouvé chez I’humain (Lehericy et coll., 2005). Les régions dorsolatérale et
dorsomédiale participent donc toutes les deux & ’apprentissage moteur, mais contribuent
a des aspects différents de cet apprentissage (Lehericy et coll., 2005; Yin et coll., 2009).
La région dorsomédiale serait nécessaire a la mise en place et a ’acquisition des
séquences motrices, alors que la région dorsolatérale, en plus de contribuer a I’exécution
du mouvement, permettrait de maintenir la représentation des habiletés lorsque la tche

est apprise (Lehericy et coll., 2005).

Ainsi, le striatum dorsal regroupant les territoires sensorimoteur et associatif a €té
le lieu d’étude des travaux de recherche présentés dans cet ouvrage et les prochaines

sections s’attarderont donc principalement au striatum dorsal.
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Le striatum.

(A) Représentation du striatum chez ’humain en wvue sagittale. Le
striatum dorsal, en bleu, est composé du putamen et du noyau caudé. Le
striatum ventral est composé essentiellement du noyau accumbens, en
rouge. (Adaptée de Blumenfeld, 2010.) (B) Représentation d’une coupe
coronale du cerveau humain a travers la commissure antérieure. (Adaptée
de Gray, 1918.) (C) Représentation d’une coupe coronale d’un cerveau de
rongeur au niveau du striatum. La région dorsolatérale, en mauve,
équivaut au putamen et représente le territoire sensorimoteur. La région
dorsomédiale, en rouge, équivaut au noyau caudé et représente le
territoire associatif. Le striatum ventral, en vert, représente le territoire
limbique. (Tirée de Humphries et Prescott, 2010.)

1.2.2 Composition cellulaire

Au niveau cellulaire, le striatum est composé principalement de neurones épineux

GABAergiques de taille moyenne (plus de 90 %). Ces neurones de projection libérent



I’acide y-aminobutyrique (GABA), le principal neurotransmetteur inhibiteur du cerveau
(Parent et Hazrati, 1995; Kreitzer, 2009; Valjent et coll., 2009; Surmeier et coll., 2011a).
IIs sont séparés en deux populations en fonction de leurs sites de projection et des
molécules qu’ils expriment. D’une part, une population de neurones épineux se projette
au niveau du globus pallidus interne (GPi) et de la substance noire pars reticulata (SNr).
Cette population de neurones exprime la substance P, la dynorphine et le récepteur
dopaminergique D). Elle constitue la voie directe des ganglions de la base. D’autre part,
une population de neurones épineux se projette sur le globus pallidus externe (GPe) et
exprime |’enképhaline et les récepteurs dopaminergiques Ds. Elle forme la voie indirecte
des ganglions de la base (Gerfen et coll., 1990; Le Moine et Bloch, 1995; Surmeier et
coll., 1996; Gong et coll., 2003; Bertran-Gonzalez et coll., 2008; Matamales et coll.,
2009). 1I est a mentionner qu’un faible pourcentage de neurones épineux coexprime les
récepteurs dopaminergiques D; et D, (5 % dans le striatum dorsal; Bertran-Gonzalez et
coll., 2008). De plus, le striatum est aussi composé de quatre classes d’interneurones,
représentants 5 a 10 % de I’ensemble des neurones : les interneurones cholinergiques,
les interneurones GABAergiques exprimant la calrétinine, les interneurones
GABAergiques exprimant la parvalbumine et les interneurones GABAergiques
exprimant le neuropeptide Y, la somatostatine et 1’oxyde nitrique synthase (Parent et

Hazrati, 1995; Kreitzer, 2009; Valjent ef coll., 2009; Surmeier et coll., 2011a).

1.2.3 Fonctionnement du striatum : les ganglions de la base

Le striatum ne fonctionne pas tout seul. 1l fait partie d’un réseau de noyaux
sous-corticaux interconnectés et hautement organisés : les ganglions de la base. Les
ganglions de la base sont formés du striatum, de la substance noire pars reticulata (SNr)
et pars compacta (SNc¢), du globus pallidus interne (GPi) et externe (GPe) et du noyau

sous-thalamique (STN) (Figure 1.3, p. 9).
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Figure 1.3  Les ganglions de la base. (Adaptée du site internet ACCES accessible a
I’adresse : http://acces.ens-lyon.fr/acces.)

Dans les années 1980, le premier modele fonctionnel des ganglions de la base a été
établi par les travaux d’Albin, Alexander et DeLong. Dans ce modele, les ganglions de
la base fonctionnent selon une boucle cortico-ganglions de la base-thalamo-corticale
(Alexander et coll., 1986). Les informations en provenance des différentes aires
corticales sont véhiculées de maniére ségrégée a travers les ganglions de la base, puis
redirigées vers le cortex par le thalamus. De cette maniere, les ganglions de la base
forment une série de boucles fonctionnant de maniere parallele et ayant des fonctions
semblables aux aires corticales qui les alimentent (Figure 1.4, p. 10). Cette organisation
anatomique permet aux ganglions de la base de ne pas étre uniquement impliqués dans
des fonctions motrices, comme il fut longtemps considéré, mais de jouer aussi un role
dans des fonctions comme I|’apprentissage, les actions motivées par un but et la

formation des habitudes (Alexander et coll., 1986; Redgrave et coll., 2010).
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Figure 1.4

Boucles cortico-ganglions de la base-thalamo-corticales.
Représentation des cingq boucles cortico-ganglions de la base-thalamo-
corticales : motrice, oculomotrice, dorsolatérale préfrontale,
orbitofrontale et cingulaire antérieure. Le striatum représente la porte
d’entrée des informations en provenance des différentes aires corticales.
Le GPi1 et la SNr représentent les portes de sortie et se projettent sur le
thalamus. Le thalamus retourne I’information a certaines aires corticales
qui alimentent le circuit. ACA, aire cingulaire antérieure; AMS, aire
motrice supplémentaire; APM, aire prémotrice; Cd, noyau caudé;
CDLPF, cortex dorsolatéral préfrontal; CE, cortex entorhinal; CH, cortex
hippocampal, CM, cortex moteur; CPP, cortex pariétal postérieur; CpOF,
champs oculomoteurs frontaux; CS, cortex somatosensoriel, GPi, globus
pallidus interne; GTI, gyrus temporal inférieur; GTS, gyrus temporal
supérieur; PV, pallidum ventral; SNr, substance noire pars reticulata; SV,
striatum ventral; ¢, corps; cl, caudolatéral; dm, dorsomédial; t, téte; va,
ventroantérieur; vl, ventrolatéral; rd, rostrodorsal; rl, rostrolatéral; rm,
rostromédial. (Adaptée d'Alexander et coll., 1986.)

L’exécution du mouvement est régie par la boucle motrice (Figure 1.5, p. 12).

Cette boucle est la mieux caractérisée. Les afférences glutamatergiques excitatrices des

cortex moteur, prémoteur et somatosensoriel convergent vers le striatum, qui représente

la principale porte d’entrée des ganglions de la base. Au niveau du striatum,

I’information est transmise au GPi et a la SNr, qui représentent les portes de sortie des

ganglions de la base, selon deux voies : la voie directe et la voie indirecte (Obeso et

coll., 2008; Redgrave et coll., 2010).
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La voie directe, comme son nom I’indique, se projette directement sur le GPi et la
SNr. Elle est aussi nommée striato-nigrale et est formée de neurones épineux exprimant
la substance P, la dynorphine et le récepteur dopaminergique D,. Ces neurones exercent
une influence GABAergique inhibitrice sur le GPi et la SNr. L’activation de la voie
directe permet ainsi la levée de I’inhibition exercée par le GPi et la SNr sur le thalamus.
Le thalamus pourra alors transmettre I’information au cortex, plus particuliérement a
’aire motrice supplémentaire. La voie indirecte, aussi appelée striato-pallidale, est
formée de neurones épineux exprimant principalement 1’enképhaline et le récepteur D,.
Ces neurones véhiculent I’information au GP1i et a la SNr par un relais impliquant le GPe
et le STN. Les neurones épineux GABAergiques de la voie indirecte envoient des
projections inhibitrices sur le GPe permettant la levée d’inhibition du STN et ainsi
I’excitation du GPi et de la SNr. Contrairement a la voie directe, I’activation de la voie
indirecte permet le maintien de I’inhibition exercée par le GPi et la SNr sur le thalamus.
Par conséquent, les informations envoyées par le thalamus au cortex seront freinées.
Bien qu’ayant un rdle contradictoire, les voies directe et indirecte fonctionnent de
manieére complémentaire en créant une balance entre I’activation (voie directe) et
’inhibition (voie indirecte) du thalamus. D’un point de vue fonctionnel, I’activation de
la voie directe facilite le mouvement alors que I’activation de la voie indirecte freine le
mouvement. Cette représentation du modeéle classique a été confirmée par une étude
récente, chez le rongeur, permettant d’activer séparément, in vivo, la voie directe et

indirecte grace a la technique d’optogénétique (Kravitz et coll., 2010).

L’activation des voies directe et indirecte est modulée par les neurones
dopaminergiques en provenance de la SNec. Ces neurones dopaminergiques libérent
comme neurotransmetteur la dopamine au niveau du striatum. La libération de la
dopamine facilite 1’excitation des neurones épineux de la voie directe et atténue
I’excitation des neurones épineux de la voie indirecte. Il en résulte un déséquilibre en
faveur de D’activation du thalamus, ce qui facilitera le mouvement. Un exces de
dopamine induira donc un excés de mouvement. A 1’opposé, la réduction de la dopamine
causée par la perte des neurones dopaminergiques, comme c’est le cas chez les patients

parkinsoniens, entrainera un déséquilibre en faveur de I’inhibition du thalamus, d’ou la



12

perte de mouvements observée chez ces patients (Obeso ef coll., 2008; Redgrave et coll.,

2010).

Toutefois, ce modele fonctionnel des ganglions de la base est bien plus complexe
et les récentes études anatomiques ont permis de montrer qu’il existe plusieurs autres
connexions neuronales entre les différentes structures (Redgrave et coll., 2010). Entre
autres, le striatum regoit également des afférences glutamatergiques du thalamus (Smith
et coll., 2004b; Ding et coll., 2008; Smith et coll., 2009) et il s’avere que le STN
représente une autre porte d’entrée des ganglions de la base en recevant des afférences
du cortex et du thalamus (Nambu et coll., 2002; Lanciego et coll., 2004; Redgrave et
coll., 2010). 1I est aussi a mentionner que la ségrégation des voies directe et indirecte
dans les ganglions de la base est moins marquée chez le singe que chez le rongeur (Joel

et Weiner, 2000; Parent et coll., 2001).

Voie — Voie
Directe . | Indirecte
[ sNc | GPiand SN
Dopamine GABA Glutamate

[ a0
» -

Figure 1.5  Schéma simplifié de ’organisation des ganglions de la base dans la
boucle motrice.
GPe, globus pallidus externe; GPi, globus pallidus interne; SNc,
substance noire pars compacta; SNr, substance noire pars reticulata; STN,
noyau sous-thalamique. (Adaptée de Redgrave et coll., 2010.)



13

Bien que le fonctionnement des ganglions de la base et la fonction des voies
directe et indirecte soient bien connus pour I’exécution du mouvement, ceci n’est pas le
cas pour ’apprentissage moteur. Toutefois, comme pour I’exécution, il a été montré que
les voies directe et indirecte sont impliquées différemment dans I’apprentissage moteur.
Chez la souris, la destruction des neurones épineux de la voie directe empéche la
réalisation de la tiche motrice tout au long des phases d’apprentissage, alors que la
délétion des neurones épineux de la voie indirecte altére ’apprentissage lors de la phase
rapide menant a un retard d’apprentissage (Durieux et coll., 2012). La contribution des
voies directe et indirecte dans |’apprentissage moteur serait dépendante de leurs
localisations dans le striatum (Yin et coll., 2009; Durieux et coll., 2012). En effet, il a été
montré que la voie indirecte de la région dorsomédiale est impliquée lors de la phase
rapide d’apprentissage (Durieux et coll., 2012), alors que la voie indirecte de la région
dorsolatérale serait plus impliquée lors de la phase lente d’apprentissage (Yin et coll.,
2009). Toutefois, Durieux et coll. ont observé que la destruction des neurones épineux
de la voie indirecte dans la région dorsolatérale n’affecte aucune phase d’apprentissage
moteur. Ainsi, bien que les voies directe et indirecte participent a 1’apprentissage
moteur, d’autres études sont nécessaires a la compréhension de leur contribution dans

’apprentissage moteur.

En plus de recevoir des informations glutamatergiques et dopaminergiques, le
striatum intégre des informations de plusieurs autres systémes de neurotransmission qui
peuvent aussi moduler son fonctionnement. En effet, les études montrent que les
systemes sérotoninergique (Mathur et Lovinger, 2012; Rylander, 2012; Miguelez et
coll., 2014), cholinergique (Zhou et coll., 2002; Muller et Bohnen, 2013; Lim et coll.,
2014), noradrénergique (Brotchie, 2005; Fornai et coll., 2007; Brichta et coll., 2013;
Huot et coll., 2013), adénosinergique (Fuxe et coll., 2007; Morelli et coll., 2007; Brichta
et coll,, 2013; Huot et coll., 2013), endocannabinoide (Di Filippo et coll., 2008;
Lovinger et Mathur, 2012; Huot et coll., 2013) et ipioide (Brotchie, 2005; Brichta et
coll., 2013; Huot et coll., 2013) influencent aussi le fonctionnement du striatum associé

a la fonction motrice. Toutefois, pour les besoins liés a la compréhension de cette thése,
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les prochaines séctions se concentreront uniquement sur les systémes glutamatergique et

dopaminergique.

1.2.4 L’afférence glutamatergique

Au niveau moléculaire, les informations en provenance du cortex sont transmises
au striatum par le glutamate, le principal neurotransmetteur excitateur du cerveau. Le
glutamate, libéré par les terminaisons nerveuses glutamatergiques, active des récepteurs
glutamatergiques présents sur les neurones du striatum. Les récepteurs glutamatergiques
sont classés en deux grandes catégories : les récepteurs ionotropes et les récepteurs
métabotropes. Les récepteurs ionotropes incluent le récepteur N-méthyl-D-aspartate
(NMDA), le récepteur a-amino -3-hydroxy -5-méthylisoxazole -4-propionate (AMPA)
et le récepteur kainate (Dingledine et coll., 1999). Contrairement aux récepteurs
ionotropes qui sont des canaux ioniques, les récepteurs métabotropes font partie des
récepteurs couplés aux protéines G. Ils sont divisés en trois groupes en fonction de leurs
séquences d’homologie et de leur liaison a la protéine G. Les récepteurs du groupe I
(mGluR; et mGluRs) sont couplés a la protéine Gag et activent la phospholipase C
(PLC). Les récepteurs du groupe II (mGlurR; et mGlurR3) et du groupe III (mGluRy,
mGlurRg, mGIluR; et mGluRg) sont couplés a la protéine Ga; et inhibent ’adénylate
cyclase (AC) (Pin et Duvoisin, 1995; Conn et Pin, 1997; Conn et coll., 2005; Nicoletti et
coll., 2011). Pour les besoins associés a la compréhension des travaux de recherche
présentés, seulement les récepteurs NMDA et métabotropes du groupe I ainsi que leurs

voies de signalisation seront décrits dans cet ouvrage.

1.2.4.1 Les récepteurs NMDA

Les récepteurs NMDA sont des canaux ioniques voltage-dépendants. Ce sont des
hétéromeres composés de différentes sous-unités. Il existe huit sous-unités NRI,
quatre sous-unités NR2 (NR2A-D) et deux sous-unités NR3. Afin d’étre fonctionnel, le
récepteur NMDA doit posséder au moins une sous-unité NR1 avec une sous-unit€ NR2.

De maniére générale, les récepteurs NMDA sont des tétrameéres composés de
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deux sous-unités NR1 et de deux sous-unités NR2 (Dingledine et coll., 1999; Paoletti et
Neyton, 2007; Glasgow et coll, 2014). La sous-unité NR2 définit les propriétés
électrophysiologiques des récepteurs NMDA comme la perméabilité au calcium
(Dingledine et coll., 1999; Glasgow et coll., 2014). L’activation des NMDA nécessite la
présence du glutamate et du coagoniste glycine ou D-sérine (Johnson et Ascher, 1987;
Kleckner et Dingledine, 1988; Lerma et coll., 1990; Schell et coll., 1995). De plus, I’ion
magnésium qui bloque le canal doit étre délogé & la suite d’une dépolarisation
membranaire pour permettre le passage des ions (Mayer et coll., 1984; Nowak et coll.,
1984; Ascher et Nowak, 1988; Dingledine et coll., 1999). Au niveau du striatum, les
sous-unités NR1, NR2A et NR2B sont présentes sur les neurones épineux et les
interneurones, avec une dominance pour les sous-unités NR1 et NR2B (Standaert et
coll.,, 1994; Standaert et coll., 1999). La sous-unité¢ NR2C est presque absente et la
sous-unité NR2D est présente seulement sur les interneurones (Standaert et coll., 1994;

Standaert et coll., 1999).

1.2.4.2 Les récepteurs métabotropes du groupe 1

Les récepteurs métabotropes du groupe I font partie des récepteurs couplés aux
protéines G (Pin et Duvoisin, 1995; Conn et Pin, 1997; Conn et coll., 2005; Nicoletti et
coll., 2011). Les récepteurs couplés aux protéines G possédent une extrémité
N-terminale extracellulaire, un domaine a sept passages transmembranaires et une
extrémité C-terminale intracellulaire (Landry et Gies, 2009). Une fois le glutamate fixé
au récepteur, ce dernier va transmettre I’'information a I’intérieur de la cellule par
I’activation d’une protéine G hétérotrimérique. Les récepteurs métabotropes du groupe I
sont couplés a la protéine Guq et agissent sur la PLC (Pin et Duvoisin, 1995; Conn et
Pin, 1997; Conn et coll., 2005; Nicoletti et coll., 2011). L’activation de la PLC augmente
la formation de [I’inositol -1,4,5-triphosphate (IP;), permettant ainsi le passage du
calcium stocké dans le réticulum endoplasmique vers le cytosol. Il en résulte une
augmentation de la disponibilité du calcium intracellulaire (Pin et Duvoisin, 1995; Conn
et coll., 2005; Nicoletti et coll., 2011). Les récepteurs métabotropes du groupe I sont

composés des récepteurs de type 1 (mGIluR,) et de type 5 (mGluRs) (Pin et Duvoisin,
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1995; Conn et Pin, 1997; Conn et coll., 2005; Nicoletti ef coll., 2011). Au niveau du
striatum, les récepteurs mGluR; et mGluRs sont exprimés sur les neurones épineux du
striatum et les interneurones (Tallaksen-Greene et coll., 1998). Les récepteurs mGluR,
sont aussi localisés sur les terminaisons nerveuses dopaminergiques, ou ils modulent la
relache de dopamine (Verma et Moghaddam, 1998; Paquet et Smith, 2003; Zhang et
Sulzer, 2003).

1.2.4.3 Les voies de signalisation glutamatergique

L’activation des récepteurs NMDA et mGluR s, provoque I’augmentation du
calcium intracellulaire qui induit I’activation de protéines calcium-dépendantes telles
que les calpaines, la protéine phosphatase 2B (PP2B, aussi nommée calcineurine) et la
protéine « calcium/calmodulin-dependent protein kinase II » (CaMKII) (Liu et coll.,
2002; Nishi et coll., 2002; Wang et coll., 2004; Baudry et coll., 2013). Bien que ces
protéines soient a méme d’agir sur de nombreux substrats, uniquement les voies de
signalisation nécessaires a la compréhension des présents travaux de recherche seront
développées. En plus d’induire ensemble une série d’éveénements intracellulaires, les
récepteurs  NMDA et mGluRs s’influencent mutuellement. L’activation des
récepteurs mGluRs amplifie les courants des récepteurs NMDA et P’activation des
récepteurs NMDA limite la désensitisation des récepteurs mGluRs (Alagarsamy ef coll.,
1999; Pisani et coll,, 2001; Alagarsamy et coll., 2002; Choe et coll,, 2006). Les
récepteurs mGluRs interagissent aussi physiquement avec le récepteur a I’adénosine Asa
avec qui ils agissent en synergie pour induire des évenements intracellulaires comme
’activation de la voie de signalisation des « mitogen-activated protein kinases »
(MAPK) (Ferre et coll., 2002; Nishi et coll., 2003; Ferraro et coll., 2012). 11 est aussi a
mentionner que l’interaction des récepeteurs mGluRs et A4 module la transmission
dopaminergique en formant un complexe d’hétérorécepteurs regroupant les récepteurs
mGluRs, les récepteurs Aa et les récepteurs dopaminergiques D; (Cabello et coll., 2009;
Fuxe et coll., 2010; Fuxe et coll., 2015). Dans ce contexte, les récepteurs mGluRs et Asa
agissent en synergie et s’opposent aux récepteurs D, (Popoli ef coll., 2001; Fuxe ef coll.,

2010; Fuxe et coll., 2015). Les récepteurs Aza sont couplés positivement a 1’adenylate
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cyclase et sont activés par I’adénosine (Fredholm et coll., 2000; Ferraro et coll., 2012).
La source d’adénosine dans le striatum n’est pas clairement établie. Une étude a
toutefois montré que 1’adenosine extracellulaire ne proviendrait pas de I’hydrolyse de
’ATP, mais plutét de la libération, par un mécanisme d’excitation — sécrétion, de
’adénosine intracellulaire emmagasinée dans des vésicules (Melani ef coll., 2012). Au
niveau du striatum, les récepteurs A4 sont présents sur les neurones épineux de la voie
indirecte et au niveau présynaptique sur les interneurones cholinergiques (Fink ef coll.,
1992; Schiffmann et Vanderhaeghen, 1993; Preston et coll., 2000). En plus de moduler
la transmission dopaminergique par leurs intéractions avec les récepteurs D, (Ferre et
coll., 1997; Fuxe et coll., 2010; Ferraro et coll., 2012; Fuxe et coll., 2015), les récepteurs
A,a favorisent la libération d’acétylcholine par les interneurones cholinergiques
(Kirkpatrick et Richardson, 1993; Kirk et Richardson, 1994; Kurokawa et coll., 1994) et
modulent la transmission synaptique (Shen et coll., 2008; Lerner et coll., 2010; Tozzi et

coll., 2011; Tozzi et coll., 2012).

L’augmentation de calcium a la suite de I’activation des récepteurs
glutamatergiques est a méme d’induire I’activation des calpaines (Figure 1.6, p.22)
(Goll et coll., 2003; Wu et Lynch, 2006; Cowan et coll., 2008; Del Rio et coll., 2008;
Meyer et coll., 2008; Baudry et coll., 2013). Les calpaines sont des protéases calcium-
dépendantes existantes sous 15 isoformes. Les m-calpaines et les p-calpaines
représentent les principales isoformes de cette famille de protéases. Ces isoformes
ubiquitaires sont fortement exprimées au niveau du cerveau et sont retrouvées aussi bien
dans les neurones que dans les cellules gliales. Les m-calpaines et p-calpaines sont des
hétérodimeres composés d’une large sous-unité catalytique distincte (respectivement
calpaine-1 et calpaine-2) et d’une petite sous-unité régulatrice commune (calpaine-4).
L’activation des m-calpaines et des p-calpaines nécessite des niveaux de concentration
en calcium différents, soit respectivement des millimolaires ou des micromolaires. Leur
activité est aussi modulée par leur phosphorylation ou leur liaison a la calpastatine, leur
inhibiteur endogene (Goll et coll., 2003; Wu et Lynch, 2006; Baudry et coll., 2013).
Elles participent a plusieurs fonctions physiologiques telles que la mobilité cellulaire, la

mort cellulaire, ’autophagie, la croissance axonale et la plasticité synaptique (Goll et
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coll., 2003; Baudry et Bi, 2013; Baudry et coll., 2013; Moretti et coll., 2014). Elles sont
aussi impliquées dans des conditions pathologiques associées a une augmentation non
physiologique des niveaux de calcium qui peut provenir d’un déréglement de la
transmission glutamatergique et/ou d’une atteinte mitochondriale (Vosler et coll., 2008).
L’augmentation non physiologique des niveaux de calcium induit une suractivation
pathologique des calpaines (Vosler et coll., 2008). Dans ce contexte, elles sont
retrouvées dans [’hischémie cérébrale ainsi que dans plusieurs maladies
neurodégénératives telles que les maladies d’Alzheimer, d’Huntington et de Parkinson,
ou elles jouent un réle dans la mort neuronale (Vosler et coll., 2008). Du fait qu’elles
participent a la mobilité¢ et la mort cellulaires, un déréglement pathologique de leur
fonctionnement est aussi associé a plusieurs types de cancer (Moretti ef coll., 2014). Les
calpaines possédent de nombreux substrats. Parmi ceux-ci, les calpaines sont capables de
cliver le cofacteur de la protéine « cyclin-dependent kinase 5 » (cdk5) p35 en p25,
induisant I’augmentation de ’activité de cdk5 (Patrick ef coll., 1999; Kusakawa et coll.,
2000; Lee et coll., 2000b). L’activation de la voie calpaines/cdk5/p25 est généralement
associée a la mort neuronale dans des contextes pathologiques (Vosler et coll., 2008).
Toutefois, I’activation de cette voie participe aussi a des processus physiologiques tels
que la plasticité synaptique et la synaptogenese (Fischer ef coll., 2005; Hawasli et Bibb,
2007; Mlewski et coll., 2008; Baudry et coll., 2013) et son activation n’induit pas
nécessairement la mort neuronale (Fischer et coll., 2005; Meyer et coll., 2008; Lebel et
coll., 2009). 11 est aussi & mentionner que la voie des calpaines/cdk5/p25 peut étre
activée a la suite d’une augmentation de calcium induite par la stimulation des

récepteurs dopaminergiques D, (Lebel ef coll., 2009; Lebel et Cyr, 2011).

L’activation de la protéine phosphatase 2B (PP2B), par la stimulation des
récepteurs glutamatergiques, permet d’induire |’activation de cdkS (Figure 1.6, p. 22)
(Liu et coll.,, 2001; Liu et coll., 2002). Cdk5 est une sérine/thréonine kinase qui,
contrairement aux autres kinases cycline-dépendantes, nécessite sa lialson aux
cofacteurs p35 et p39 pour étre activée (Ko ef coll., 2001). L’activation de cdk5 se fait a
la suite de sa phosphorylation ou de la phosphorylation de son cofacteur p35 par la

caséine kinase 1 (ck1), qui est elle-méme activée par la PP2B (Liu ef coll., 2001; Liu et
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coll., 2002). Le complexe cdk5/p35 est impliqué dans plusieurs fonctions physiologiques
tels que la migration neuronale, la formation des neurites, le développement
neuromusculaire, le dynamisme du cytosquelette, la plasticité synaptique, la
signalisation dopaminergique, I’endoytose et I’exocytose (Smith ef coll., 2001a; Smith et
Tsai, 2002; Angelo et coll., 2006; Hawasli et Bibb, 2007; Su et Tsai, 2011). Au niveau
du striatum, cdk5 est connue pour atténuer I’activation de la voie dopaminergique D,. En
effet, I’activation de cdk5/p35 induit la phosphorylation de la protéine « dopamine- and
cAMP-regulated phosphoprotein-32 kDa » (DARPP32) sur la thréonine 75 (Thr75),
. transformant DARPP32 en un inhibiteur de la protéine kinase A (PKA), une protéine
effectrice de la signalisation dopaminergique D, (Bibb ef coll., 1999). DARPP32 est une
phosphoprotéine qui agit comme un intégrateur signalétique impliqué dans la
modulation de divers signaux cellulaires en réponse a de multiples neurotransmetteurs
comme la dopamine et le glutamate (Greengard et coll., 1999; Greengard, 2001).
DARPP32 est bien connue pour jouer un rdle de régulateur dans la signalisation
dopaminergique. Lorsqu’elle est phosphorylée sur la thréonine 34 (Thr34) par PKA, a la
suite de la stimulation des récepteurs dopaminergiques D), elle amplifie la signalisation
dopaminergique alors que lorsqu’elle est phosphorylée sur la Thr75 par cdk5 ou
dephosphoylée sur la Thr34 par PP2B, a la suite de la stimulation des récepteurs
glutamatergiques, elle attenue la signalisation dopaminergique (Greengard ef coll., 1999;
Greengard, 2001; Nishi et coll., 2002; Nishi et coll., 2005; Valjent et coll., 2005). Il est
aussi a2 mentionner que 1’expression de cdkS et p35 est modulée par la dopamine. En
effet, il a été montré chez les rongeurs que I’administration chronique de drogues
augmentant la présence de dopamine dans la fente synaptique, telles que la cocaine et
I’amphétamine, induit I’augmentation de I’expression de cdk5 et p35 par I’activation du
facteur de transcription AFosB (Bibb et coll., 2001; Mlewski et coll., 2008). Dans ce
contexte, cdk5/p35 joue un roéle de rétrocontréle négatif sur la transmission
dopaminergique (Bibb et coll., 2001; Bibb, 2003). L’augmentation de I’expression de
cdk5 et p35 a aussi été¢ démontrée dans un autre systéme hyperdopaminergique associé a
la délétion génétique du transporteur & la dopamine chez la souris (Cyr et coll., 2003).
En plus d’induire I’activation du complexe cdk5/p35 par ckl, le glutamate induit la

formation du complexe cdk5/p25 par I’activation des calpaines. Comme il a été décrit



20

auparavant, les calpaines clivent p35 en p25, ce qui a pour conséquence d’augmenter
activité de cdk5 (Patrick ef coll., 1999; Kusakawa et coll., 2000; Lee et coll., 2000b).
Contrairement au complexe cdk5/p35 qui est connu pour avoir des fonctions
physiologiques, le complexe cdkS5/p25 est essentiellement connu pour avoir une fonction
pathologique associée a la mort neuronale (Cruz et Tsai, 2004; Smith et coll., 2004a;
Vosler et coll, 2008). La formation du complexe cdk5/p25 étant dépendante de
’activation des calpaines, c¢dkS/p25 a été mis en évidence dans plusieurs désordes
neurodégénératifs impliquant les calpaines comme les maladies d’Alzheimer,
d’Huntington et de Parkinson (Cruz et Tsai, 2004; Smith et coll., 2004a; Vosler et coll.,
2008). Toutefois, la présence de cdk5/p25 n’induit pas forcément la mort neuronale
(Fischer et coll., 2005; Meyer et coll., 2008; Lebel et coll., 2009). De plus, le complexe
cdkS/p25 peut étre impliqué dans des fonctions physiologiques telles que la plasticité
synaptique et la signalisation dopaminergique. En effet, chez des souris transgéniques
exprimant le cofacteur p25 de maniére conditionnelle au niveau de I’hippocampe, il a été
montré que I’expression de p25 pendant deux semaines favorise la plasticité synaptique
et augmente le nombre de synapses et d’épines dentritiques (Fischer ef coll., 2005). Chez
des souris, ’administration chronique d’amphétamine induit la formation transitoire du
complexe c¢dk5/p25 au niveau des synaptosomes du striatum, ce qui est associée a une
augmentation de la phosphorylation de Pakl, une protéine impliquée dans le
fonctionnement du cytosquelette (Mlewski et coll., 2008). Sur des tranches de striatum,
la stimulation des récepteurs dopaminergiques D, induit I’activation des calpaines et la
formation du complexe cdk5/p25 a la suite d’une augmentation de calcium (Lebel et
coll., 2009). Cdk5/p25 augmente la phosphorylation de Tau, une protéine associée aux
microtubules, sans pour autant induire de mort neuronale (Lebel et coll., 2009). En
résumé, le glutamate active cdk5/p35 par P’activation de ckl et induit la formation du
complexe cdk5/p25 par I’activation des calpaines (Lee ef coll., 2000b; Liu et coll., 2001;
Liu et coll.,, 2002; Meyer et coll., 2008). D’un autre co6té, la dopamine augmente
I’expression de c¢dk5/p35 par ’activation de AFosB et induit la formation du complexe
cdk5/p25 par I’activation des calpaines (Bibb et coll., 2001; Cyr et coll., 2003; Mlewski
et coll., 2008; Lebel et coll., 2009). 1l est aussi a mentionner que cdk5 phosphoryle
divers substrats impliqués dans I’endocytose (Angelo ef coll., 2006; Su et Tsai, 2011).



21

Parmi ceux-ci, cdk5 phosphoryle la dynamine (Tan et coll., 2003; Graham et coll.,
2007), une protéine impliquée dans ’endocytose par vésicules de clathrine, une voie
majeure d’internalisation des récepteurs (Claing et coll., 2002; Doherty et McMahon,
2009). La dynamine forme un anneau autour du cou de la vésicule et induit son
détachement de la membrane plasmique (Claing et coll., 2002; Doherty et McMahon,
2009).

L’augmentation de calcium a la suite de la stimulation des récepteurs
glutamatergiques induit [’activation des protéines « extracellular signal-regulated
kinases 1/2 » (ERK1/2) (Figure 1.6, p. 22) (Sgambato et coll., 1998; Schwarzschild et
coll., 1999; Vanhoutte ef coll., 1999; Choe et Wang, 2001; Perkinton ef coll., 2002; Mao
et coll., 2004). L’activation d’ERK1/2 se fait par une cascade d’activation de protéines
kinases, appelée la voie des « mitogen-activated protein kinases » (MAPK) (Valjent et
coll., 2001; Thomas et Huganir, 2004). L.’augmentation de calcium induit I’activation de
Ras. Les protéines Ras sont des petites protéines G li€es au nucléotide guanine. Ras est
activée par des facteurs d’échange du nucléotide guanine (Ras-GEF, pour Ras-guanine
nucleotide exchange factors) qui catalysent la conversion du guanosine-5’-diphosphate
(GDP) en guanosine-5’-triphosphate (GTP) sur Ras et elle est inactivée par des protéines
activatrices des GTPases (Ras-GAP, pour Ras-GTPase-activating proteins) qui
accélerent I’hydrolyse du GTP en GDP par Ras. Une fois activée par sa liaison au GTP,
Ras active la protéine kinase Raf, qui & son tour phosphoryle et active les « mitogen-
activated protein kinase kinase 1/2 » (MEK1/2). MEK 1/2 phosphorylent et activent alors
ERK1/2. Les mécanismes par lesquels [’augmentation de calcium induit I’activation de
Ras sont encore peu connus, mais ils impliqueraient 1’activation de CaMKII qui agirait
sur les régulateurs de Ras (Choe et Wang, 2001; Thomas et Huganir, 2004; Wang ef
coll., 2004). Lorsque ERK1/2 sont activées, elles sont a méme d’aller phosphoryler une
série de substrats, tant cytosoliques que nucléaires, comme des protéines du
cytosquelette ou des facteurs de transcription. Entre autres, lorsque ERK1/2 migrent au
noyau, elles induisent I’activation du facteur de transcription « cAMP-responsive
element-binding protein » (CREB), menant ainsi a la transcription de plusieurs génes

comme ceux de la famille des fos (c-fos, AFosB/FosB) (Sgambato et coll.,, 1998;
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Vanhoutte et coll.,, 1999; Choe et Wang, 2001; Valjent et coll, 2001; Thomas et

Huganir, 2004). Cette voie de signalisation est importante pour I’excitation neuronale et

la plasticité synaptique. Son activation permet de réguler la transcription et la synthése

de protéines, la densité des récepteurs, la formation et la stabilisation des épines

dendritiques ainst que I’activation de canaux ioniques (Valjent et coll., 2001; Sweatt,

2004; Thomas et Huganir, 2004; Shiflett et Balleine, 201 ] a).
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Figure 1.6  Schéma des voies de signalisation glutamatergique.

En noir sont représentées les voies de signalisation glutamatergique
dans les neurones épineux du striatum. L’activation des récepteurs
glutamatergiques induit la formation du complexe cdk5/p25 par
I’activation des calpaines et active cdk5/p35 par ckl ainsi que la voie
des MAPK. La signalisation glutamatergique est a méme d’interférer
avec la voie de signalisation dopaminergique D, en grise, par DARPP32.
Lorsque DARPP32 est phosphorylé sur la thréonine 75 (Thr75) par
cdk5/p35, suite a I’activation des récepteurs glutamatergiques, elle
devient un inhibiteur de PKA. La signalisation glutamatergique atténue
aussi la signalisation D en déphosphorylant DARPP32 sur la thréonine
34 (Thr 34) par PP2B. (Inspirée de Shiflett et Balleine, 2011b.)
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1.2.5 L’afférence dopaminergique

1.2.5.1 La dopamine

La dopamine a été identifiée comme un neurotransmetteur a la fin des années 1950
par les travaux d’Arvid Carlsson, corécipiendaire avec Paul Greengard et Eric Kandel du
prix Nobel de physiologie ou médecine en 2000 (Carlsson, 1959, 2001). La dopamine
fait partie de la famille des catécholamines avec la noradrénaline et 1’adrénaline
(Figure 1.7, p.24). Elle est synthétisée par les neurones dopaminergiques localisés
principalement au niveau du mésencéphale, plus particulierement au niveau de la SNc et
de ’aire tegmentale ventrale. Les neurones dopaminergiques de la SNc se projettent au
niveau du striatum dorsal (putamen et noyau caudé) et forment la voie nigrostriée (aussi
nommeée meésostriatale). Cette voie dopaminergique est impliquée dans la motricité.
Par conséquent, une destruction de ces neurones dopaminergiques, comme c’est le cas
dans la maladie de Parkinson, induira des troubles du mouvement. Les neurones
dopaminergiques de 1’aire tegmentale ventrale forment, quant a eux, deux voies : la voie
mésolimbique et la voie mésocorticale. La voie mésolimbique est formée des neurones
dopaminergiques de 1’aire tegmentale ventrale qui se projettent sur des structures du
systeme limbique comme le striatum ventral, I’amygdale et le cortex cingulaire. Cette
voie joue un rdle important pour la motivation et les comportements associés a la
récompense telle que la dépendance aux drogues. La voie mésocorticale est formée des
neurones dopaminergiques de I’aire tegmentale ventrale qui se projettent au niveau du
cortex préfrontal. Cette voie joue un rdle dans les processus cognitifs tels que la
mémoire de travail. Il est aussi & mentionner une quatrieme voie, la voie tubéro-
infundibulaire qui part de I’hypothalamus et projette sur I’hypophyse. Cette voie joue un

role dans la sécrétion de prolactine (Blumenfeld, 2010).
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Figure 1.7 La dopamine.
(A) Structure chimique de la dopamine. La dopamine est formée d’un
noyau cathécol et d’une chaine éthylamine. (Adaptée de Fahn, 2008.)
(B) Principales voies dopaminergiques. (Adaptée de Blumenfeld, 2010.)

La dopamine est synthétis€ée a partir de la tyrosine, un acide aminé essentiel
(Figure 1.8, p. 25). La tyrosine est transformée en L-dihydroxyphénylalanine (L-DOPA)
par la tyrosine hydroxylase (TH), qui représente 1’enzyme limitante de la synthése
de dopamine. La L-DOPA est ensuite décarboxylée en dopamine par Ila
DOPA-décarboxylase (DDC). La dopamine sera alors emmagasinée dans des vésicules
de stockage par les transporteurs vésiculaires de monoamines de type 2 (VMAT?2). Cet
emmagasinage prévient la dégradation de la dopamine par les monoamines oxydases
(MAO) intraneuronales et permet aussi de contrdler sa concentration. La dopamine est
libérée en continu dans la fente synaptique par la décharge tonique des neurones
dopaminergiques. Bien que la dopamine soit libérée en continu, dit de maniere tonique,
il n’en demeure pas moins qu’elle peut aussi €tre libérée de maniere transitoire, dite
phasique, suite a la décharge en bouffée des neurones dopaminergiques (Grace, 1995;
Goto et coll,, 2007). Ce type de libération joue un rdle important dans les
comportements associés a la récompense (Grace, 1995; Schultz, 2010). Une fois dans la

fente synaptique, la dopamine activera les récepteurs dopaminergiques présents sur les
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neurones du striatum pour permettre la transmission du message et moduler la
transmission synaptique. Apres avoir exercé son action, la dopamine sera soit recapturée
par les neurones dopaminergiques par 1’action du transporteur a la dopamine (DAT), soit
dégradée en acide homovanillique (HVA) et en acide dihydroxyphénylacétique
(DOPAC) par I’action de la catéchol-O-méthyltransférase (COMT) et des MAO (Landry
et Gies, 2009).
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Figure 1.8  Schéma de la synthése de la dopamine.
COMT, catéchol-O-méthyltransférase; DDC, DOPA-décarboxylase;
DOPAC, acide dihydroxyphénylacétique; HVA, acide homovanillique
L-DOPA, L-dihydroxyphénylalanine; MAO, monoamine oxydase; TH,
tyrosine hydroxylase. (Adaptée de Youdim et Riederer, 2007.)

1.2.5.2 Les récepteurs dopaminergiques

Les effets physiologiques de la dopamine sont issus de ’activation des récepteurs
dopaminergiques et des voies de signalisation qui en découlent. Les récepteurs
dopaminergiques sont des récepteurs couplés aux protéines G et sont au nombre de cinq
(Dy, D, D3, Dy et Ds). 1ls sont classés en deux familles en fonction de leurs propriétés
structurelles, biochimiques et pharmacologiques. La famille des récepteurs D1 inclut les

récepteurs D, et Ds et la famille des récepteurs D2 regroupe les récepteurs D,, Ds et Da.
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Les récepteurs de la famille D1 sont couplés a des protéines G stimulatrices (Gagoir) qui
activent ’adenylate cyclase (AC). Les récepteurs de la famille D2 ont un réle opposé
aux récepteurs de la famille D1. Ils sont couplés a des protéines G inhibitrices (Gays,) qui
inactivent I’AC. La localisation et la densité des récepteurs dopaminergiques, dans le
cerveau, varient selon le sous-type (Beaulieu et Gainetdinov, 2011). Pour les besoins de

cet ouvrage, seulement les récepteurs D, et D, seront décrits.

Les récepteurs dopaminergiques Dy et D, sont fortement exprimés dans le
striatum, ou ils jouent un réle essentiel dans la régulation de la réponse des neurones
épineux au glutamate. Les récepteurs D, sont exprimés au niveau des neurones épineux
de la voie directe tandis que les récepteurs D, se situent sur les neurones épineux de la
voie indirecte. Toutefois, les récepteurs D, et D, peuvent étre colocalisés sur un faible
pourcentage de neurones épineux (5 %). Les récepteurs D, sont aussi retrouvés au
niveau présynaptique sur les terminaisons nerveuses dopaminergiques, ou ils régulent la
libération de la dopamine, jouant ainsi un role d’autorégulateur. ls sont aussi exprimés
sur les interneurones cholinergiques et les terminaisons nerveuses glutamatergiques, ol
ils régulent respectivement la libération d’acétylcholine et de glutamate. Dans ce cas, ils

ont un rdle d’hétérorégulateur (Valjent ef coll., 2009; Beaulieu et Gainetdinov, 2011).

1.2.5.3 La voie dopaminergique D,

Lorsque le récepteur D, est activé, la sous-unité o de la protéine G (Ga) se détache
de ses deux autres sous-unités Py (GPy) pour activer 'AC (Figure 1.9, p.29).
L’AC transformera alors |’adénosine-5’-triphosphate (ATP) en adénosine 3’,5’-
monophosphate cyclique (AMPc), provoquant I’augmentation d’AMPc dans le neurone.
L’AMPc servira de second messager pour transmettre 1’information en activant PKA
(Beaulieu et Gainetdinov, 2011). PKA est une holoenzyme tétramérique composée de
deux sous-unités régulatrices lies a deux sous-unités catalytiques. Il existe quatre types
de sous-unités régulatrices (Rla, RIP, Rlla, RIIB) et trois types de sous-unités
catalytiques (Ca, CB, Cy) permettant la formation de plusieurs isoformes. PKA est

nommée de type I ou de type II lorsqu’elle est composée, respectivement, de sous-unités
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RI ou RII La liaison de ’AMPc a chacune des sous-unités régulatrices provoque la
reliche des sous-unités catalytiques qui iront phosphoryler des résidus sérine et
thréonine sur un grand nombre de substrats incluant des canaux ioniques, des récepteurs,
des facteurs de transcription et des phosphoprotéines (Skalhegg et Tasken, 2000; Abel et
Nguyen, 2008; Abrams, 2010). Parmi ceux-ci, PKA phosphoryle DARPP32 sur la
thréonine 34 (Thr34), ce qui inhibe la protéine phosphatase 1 (PP1) (Hemmings et coll.,
1984; Greengard et coll., 1999). DARPP32 par son action sur PP1 regule I’état de
phosphorylation de plusieurs substrats permettant d’amplifier la signalisation
(Greengard et coll., 1999; Greengard, 2001). En autre, I’inhibition de PP1 par DARPP32
permet le maintien de la phosphorylation et I’inactivation de la protéine
« striatal-enriched protein tyrosine phosphatase » (STEP), ce qui induit ’activation
d’ERK1/2 (Valjent et coll., 2005). L’activation d’ERK1/2 stimule les facteurs de
transcription tels que CREB et c-fos (Sgambato et coll., 1998; Zanassi et coll., 2001).
CREB peut aussi étre activé a la suite de sa phosphorylation sur la sérine 133 par PKA

(Gonzalez et Montminy, 1989; Das et coll., 1997; Zanassi et coll., 2001).

PKA agit aussi directement sur STEP (Figure 1.9, p. 29). STEP est une tyrosine
phosphatase exprimée au niveau des neurones du systeme nerveux central. Il existe
quatre isoformes de STEP (STEP,, STEP;5, STEP46 et STEP¢;) dont seulement STEP4
et STEPs, possedent un domaine catalytique. La fonction des isoformes inactives de
STEP (STEPy et STEPsg) est inconnue. Ils pourraient jouer un role de dominant négatif
en rentrant en compétition avec les formes actives (STEP4s et STEP¢;) pour la liaison
aux substrats (Braithwaite et coll., 2006b; Goebel-Goody et coll., 2012). STEPg
représente 1’une des principales isoformes et elle est fortement exprimée dans le striatum
et, dans un moindre degré, au niveau du néocortex et de I’hippocampe (Lombroso et
coll., 1991; Lombroso et coll., 1993; Boulanger ef coll., 1995). L’activité de STEPg, est
entre autres régulée par sa phosphorylation. Il a été démontré, in vitro, sur des tranches
et des homogénats de striatum que ’activation de PKA, a la suite de la stimulation des
récepteurs dopaminergique Dj, induit la phosphorylation de STEP¢;, sur la sérine 221
(Paul et coll., 2000). La phosphorylation de STEP¢; par PKA diminue ['activité de

STEPg, en altérant son affinité pour ses substrats (Paul et coll., 2000). Contrairement a la
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stimulation des récepteurs D; qui inactive STEP, a la suite de sa phosphorylation par
PKA, la stimulation des récepteurs gluatmatergiques NMDA active STEPg, a la suite de
sa déphosphorylation par PP2B. En effet, il a été montré sur des cultures neuronales de
striatum que [Dactivation de STEPs peut étre favorisée par la signalisation
glutamatergique (Paul ez coll., 2003). A la suite de la stimulation des récepteurs NMDA,
’activation de la phosphatase PP2B diminue la phosphorylation de STEPg, et par
conséquent augmente son activité (Paul et coll., 2003). Dans ce contexte, STEPg; agirait
comme un rétrocontrdle négatif sur ’activation d’ERK1/2 induit par les récepteurs
glutamatergiques NMDA et mGluRs (Paul et coll., 2003; Venkitaramani et coll., 2009;
Paul et Connor, 2010). En plus de diminuer I’activation d’ERK1/2, il a été montré
que STEP induit Dinternalisation des récepteurs NMDA et AMPA par leur
déphosphorylation (Braithwaite et coll., 2006a; Zhang et coll., 2008b; Kurup et coll.,
2010; Venkitaramani ef coll., 2011). STEP peut aussi réguler I’expression des récepteurs
NMDA en inactivant les tyrosines kinases Fyn et Pyk2 (Nguyen et coll., 2002;
Venkitaramani et coll., 2011; Xu et coll., 2012). Le rdle actuel de STEP, proposé par la
littérature, est que STEP agirait donc comme un frein au processus de plasticité
synaptique et par conséquent altérerait la mémoire (Pelkey et coll., 2002; Venkitaramani
et coll., 2011; Goebel-Goody et coll., 2012; Olausson et coll, 2012). STEP est
impliquée dans divers désordres neuropsychiatriques, par exemple la maladie
d’Alzheimer, la schizophrénie, le syndrome du X fragile, la perte de mémoire induite par
I’alcool et 1’abus de drogues (Fitzpatrick et Lombroso, 2011; Goebel-Goody et coll.,
2012).

En plus de jouer un role de médiateur, ’activation des récepteurs D, joue un rdle
de modulateur sur la transmission glutamatergique. Les récepteurs D; se lient
directement avec les récepteurs NMDA influengant I’internalisation, le trafic et
I’efficacité des récepteurs (Cepeda et Levine, 2006). L’activation des récepteurs D et de
PKA augmente aussi I’expression membranaire et la réponse des récepteurs NMDA, par
leur phosphorylation (Cepeda et Levine, 2006). De plus, ’activation de la voie de
signalisation D; module la signalisation glutamatergique. Dans ce contexte, il a été

démontré, in vitro, que 1’activation de PKA, par la stimulation des récepteurs Dy, active
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la voie calpaines/cdk5/p25, a la suite d’une augmentation de calcium (Lebel et coll.,
2009; Lebel et Cyr, 2011). La voie dopaminergique D, facilite aussi I’activation de la
voie des MAPK, en empéchant la déphosphorylation de ses kinases par DARPP32/PP1
et en agissant positivement sur des protéines activatrices de la voie telles que
« Ras-related protein 1 » (Rapl) ou «Ras-guanyl nucleotide-releasing factor 1 »
(Ras-GRF1) (Grewal et coll., 2000; Valjent et coll., 2005; Fasano et coll., 2009; Shiflett
et Balleine, 2011b).

NMDA
D1 MGIUR 5
v v
G/ » Calpaines Ca?*
v
AC p25 4 p35 l
v Ca? Cdk5

AMPC/ Thi75 4— pas CaMKI|
v ‘AARPP?Q \ l
PP2B

PKA ———— Thr34 |

4 Ras

PP1 I |

l Raf
——— STEP;; —— ERK1/2 <+ MEK1/2+
S221 l

» CREB, Fos

Transcription de génes

Figure 1.9  Voies de signalisation dopaminergique D;.
En noir sont réprésentées les voies de signalisation dopaminergique D,
dans les neurones épineux du striatum. L’activation de PKA, par la
stimulation des récepteurs D), influence la signalisation glutamatergique,
en grise. (Inspirée de Beaulieu et Gainetdinov, 2011; Shiflett et Balleine,
2011b.)

1.2.5.4 La voie dopaminergique D,

Contrairement aux récepteurs D, les récepteurs D, sont couplés a des protéines G
inhibitrices (Gay,) qui inactivent I’AC et ainsi inhibent PKA. De plus, les récepteurs D,

sont capables de moduler d’autres voies de signalisation et d’agir sur des canaux
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loniques grace a la sous-unit¢ GPy des protéines G. Par exemple, a la suite de
I’activation des récepteurs D», la sous-unité¢ GPy est 8 méme de moduler les niveaux de
calcium intracellulaire en agissant soit sur la relache du calcium stocké dans le réticulum
endoplasmique par I’activation de la PLC, soit en inhibant des canaux calciques
voltage-dépendants. De plus, la sous-unité Gy module les courants potassiques en
activant les « G protein-coupled inwardly rectifying potassium channels » (GIRK).
Enfin, les récepteurs D, sont également impliqués dans une voie de signalisation
indépendante des protéines G. A la suite de Iactivation des récepteurs, la P-arrestine, la
protéine phosphatase 2A (PP2A) et AKT forment un complexe, facilitant I’inactivation
d’AKT par PP2A et menant ainsi a ’activation de la « glycogen synthase kinase 3 »
(GSK3) (Figure 1.10, p 30) (Beaulieu et Gainetdinov, 2011).
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Figure 1.10  Voies de signalisation dopaminergique D,.
L’activation des récepteurs D, dans les neurones épineux du striatum
module plusieurs voies de signalisation qui peuvent étre dépendantes des
protéines G par l’activation de Gay, et GBy ou indépendantes des
protéines G par la formation d’un complexe regroupant la B-arrestine 2
(BArr2), PP2A et AKT. (Beaulieu et Gainetdinov, 2011.)

Il est & mentionner que les récepteurs D, interagissent aussi physiquement avec
d’autres récepteurs formant ainsi plusieurs complexes d’hétérorécepteurs (Ferraro ef
coll., 2012; Fuxe et coll., 2015). Entre autres, les récepteurs D, forment un complexe

d’hétérorécepteurs avec les récepteurs A,a (Hillion et coll., 2002; Canals et coll., 2003;
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Ciruela ef coll., 2004; Trifilieff et coll., 2011). L’interaction des récepteurs D,-A4 est de
type antagoniste (Ferre et coll., 1997; Fuxe et coll., 2010; Ferraro et coll., 2012; Fuxe et
coll., 2015). L’activation des récepteurs A, diminue I’affinité des récepteurs D, pour
les agonistes dopaminergiques (Ferre et coll., 1991; Dasgupta et coll, 1996; Kull et
coll., 1999). Les récepteurs Asa et D, étant respectivement couplés a des protéines Gagor
et Gay,, i1ls s’opposent aussi au niveau de I’AC, ce qui peut moduler la signalisation
intracellulaire (Ferre et coll., 1997, Fuxe et coll., 2010; Ferraro et coll., 2012; Fuxe et
coll., 2015). L’effet antagoniste des récepteurs D, et A,a a aussi été montré au niveau
comportemental (Ferre ef coll., 1997, Mandhane et coll., 1997; Rimondini et coll., 1998;
Fenu et coll., 2000; Tanganelli et coll., 2004; Fuxe et coll., 2010). De plus, il existe un
complexe Dr-Asa-mGluRs ou les récepteurs A,a et mGluRs agissent ensemble et
s’opposent aux récepteurs Dy (Popoli ef coll., 2001; Cabello et coll., 2009; Ferraro et
coll., 2012; Fuxe et coll,, 2015). Une étude a aussi montré que les récépteurs D,
interagissent physiquement avec la sous-unit¢é NR2B des récepteurs NMDA, ce qui

inhibe les courants NMDA (Liu et coll., 2006).

1.2.6 Modulation de la transmission synaptique par le systéme dopaminergique

L’activation des récepteurs dopaminergiques au niveau du striatum module la
transmission synaptique que ce soit au niveau de I’excitation des neurones épineux ou de

la plasticité synaptique cortico-striatale.

1.2.6.1 Modulation de ’excitation des neurones épineux du striatum par le systéme
dopaminergique

Les neurones épineux du striatum sont au repos dans un état éloigné du seuil de
décharge, c’est-a-dire du seuil permettant I’induction d’un potentiel d’action qui est
nécessaire a la transmission de l’information. Cet état, nommé « down-state », est
dominé par des courants potassiques. La convergence spatiotemporelle du signal
glutamatergique excitateur en provenance du cortex permet la fermeture des canaux

potassiques et ainsi la dépolarisation des neurones épineux du striatum. Les neurones
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épineux du striatum se retrouvent alors dans un état nommeé « up-state », proche du seuil
de décharge, et ou les prochaines stimulations glutamatergiques permettront la décharge
des neurones épineux et ainsi la formation d’un potentiel d’action. Dans ce contexte,
la dopamine module la transition a I’état «up-state » et donc la décharge des
neurones épineux du striatum. Cette modulation dépend de !’activation des récepteurs
dopaminergiques. L’activation des récepteurs dopaminergiques D, atténue le passage a
’état « up-state » et diminue ainsi I’excitabilit¢ des neurones épineux de la voie
indirecte alors que 1’activation des récepteurs D, favorise le passage a 1’état « up-state »
et facilite donc I’excitabilité de neurones €pineux de la voie directe (Kreitzer, 2009;

Surmeier ef coll., 2011a).

L’activation des récepteurs D, diminue [’excitabilité des neurones épineux du
striatum, en agissant entre autres sur les canaux ioniques. L’activation des récepteurs D,
augmente les courants potassiques et diminue les courants sodiques et calciques
(Surmeier ef coll., 1992; Kitai et Surmeier, 1993; Greif et coll., 1995; Hernandez-Lopez
et coll., 2000; Olson et coll., 2005; Higley et Sabatini, 2010). De plus, 1’activation des
récepteurs D, diminue la relache de glutamate. La diminution de la relache de glutamate
peut se faire directement a la suite de I’activation des récepteurs D, présynaptiques,
présents sur les terminaisons nerveuses glutamatergiques (Hsu et coll., 1995; Flores-
Hernandez et coll., 1997; Bamford et coll., 2004). D’autre part, la diminution de la
relache de glutamate peut se faire indirectement, par la libération d’endocannabinoides,
a la suite de I’activation des récepteurs D, postsynaptiques présents sur les neurones
¢pineux du striatum (Giuffrida et coll., 1999; Gerdeman et Lovinger, 2001; Yin et
Lovinger, 2006; Andre et coll., 2010). Dans ce cas, les endocannabinoides libérés par les
neurones épineux agissent comme des messagers rétrogrades. Ils iront activer les
récepteurs endocannabinoides présents sur les terminaisons nerveuses glutamatergiques
afin de diminuer la relache de glutamate (Giuffrida et coll., 1999; Gerdeman et
Lovinger, 2001; Yin et Lovinger, 2006; Andre et coll., 2010). Les récepteurs D, agissent
aussi de paire avec les récepteurs A,a pour induire la reliche d’endocannabinoides

(Tozzi et coll.,, 2011). Enfin, D’activation des récepteurs D, atténue les courants
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glutamatergiques associés aux récepteurs AMPA et NMDA (Cepeda et coll., 1993;
Hernandez-Echeagaray et coll., 2004).

Contrairement aux récepteurs Dy, 1’activation des récepteurs D, facilite
’excitabilité des neurones épineux en augmentant les courants calciques et en diminuant
les courants potassiques (Kitai et Surmeier, 1993; Surmeier et coll, 1995; Flores-
Hernandez ef coll., 1997; Hernandez-Lopez et coll., 1997). De plus, la stimulation des
récepteurs D, et I’activation de PKA favorisent la transmission glutamatergique associée
aux récepteurs NMDA et AMPA. En effet, I’activation des récepteurs D; et de PKA
augmente |’expression membranaire et la réponse des récepteurs NMDA et AMPA
(Cepeda ef coll., 1993; Blank ef coll., 1997; Banke ef coll., 2000; Snyder et coll., 2000;
Hallett et coll., 2006).

1.2.6.2 Modulation de la plasticité synaptique par le systéme dopaminergique

La plasticité synaptique est le mécanisme moléculaire permettant 1’apprentissage
et la mémorisation des séquences motrices. C’est par ce mécanisme que les informations
seront emmagasinées dans le cerveau afin de mémoriser la tAiche motrice a long terme et
de permettre son exécution rapide malgré une période prolongée sans pratique. La
plasticité synaptique module I’efficacité de la transmission cortico-striatale en renforgant
ou atténuant les connexions synaptiques entre le cortex et le striatum. La plasticité
nommée potentialisation a long terme (LTP, pour long-term potentiation) permet de
renfoncer les connexions synaptiques, alors que la plasticité nommée dépression a long
terme (LTD, pour long-term depression) atténue les connexions synaptiques. De maniere
générale, le renforcement synaptique mene a 1I’augmentation de 1’expression et de la
conductance des récepteurs AMPA et implique PKA, mais aussi des protéines kinases
calcium-dépendantes telles que CaMKII. L’affaiblissement des connexions synaptiques
fait plutot intervenir des phosphatases calcium-dépendantes telles que PP2B et PP1 et
méne a l’internalisation des récepteurs AMPA. La plasticité synaptique a long terme

induit la transcription de géne et la synthese de protéines afin de modifier la
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morphologie neuronale et la densité des récepteurs (Kandel, 2001; Malinow et Malenka,

2002; Kandel, 2012).

Au niveau du striatum, la plasticité synaptique est induite par la stimulation
répétée des terminaisons nerveuses glutamatergiques corticales en association avec une
dépolarisation des neurones épineux. La plasticité synaptique dans le striatum supporte
donc le postulat de Hebb : «lorsque deux neurones sont actifs en méme temps, la
connexion synaptique entre ces neurones est renforcée ». L’induction de la LTP est
dépendante de I’activation des récepteurs NMDA, alors que I’induction de la LTD est
assurée par I’activation des récepteurs métabotropes du groupe I (mGluRs) et des canaux
calciques de type L (Cavl.3) (Calabresi et coll., 2007; Kreitzer et Malenka, 2008;
Surmeier et coll., 2011a). La dopamine et I’activation des récepteurs dopaminergiques
jouent un rdle tout aussi essentiel a I’induction de la plasticité synaptique dans le
striatum. En effet, aucune des deux formes de plasticité n’est induite dans le striatum a
la suite d’une dégénérescence de neurones dopaminergiques (Calabresi et coll., 1992;
Centonze et coll., 1999; Picconi et coll., 2003; Shen et coll., 2008; Picconi et coll.,
2011). Comme pour |’excitation des neurones épineux, |’activation des récepteurs

dopaminergiques D, et D; participent différemment & l’induction de la plasticité

synaptique.

L’induction de la LTD nécessite 1’activation des récepteurs mGuRs, des canaux
calciques de type L (Cavl.3) et la relache d’endocannabinoides par les neurones €pineux
du striatum (Calabresi et coll., 2007; Kreitzer et Malenka, 2008; Surmeier et coll.,
2011a). Les endocannabinoides agiront comme messagers rétrogrades afin de diminuer
la reldche de glutamate par les terminaisons nerveuses glutamatergiques (Gerdeman et
coll., 2002; Ronesi et coll., 2004; Kreitzer et Malenka, 2005; Yin et Lovinger, 2006).
De plus, I’induction de la LTD nécessite I’activation des récepteurs D, (Figure 1.11,
p. 36). En effet, I’inhibition pharmacologique ou génétique des récepteurs D, bloque
I’induction de la LTD dans le striatum alors que la stimulation des récepteurs D, induit
la LTD (Calabresi et coll., 1992; Calabresi et coll., 1997; Shen et coll., 2008). De plus,

les récepteurs D, contrdlent négativement ’induction de LTP. En effet, I”inhibition des
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récepteurs D, facilite I’induction de LTP alors que la stimulation des récepteurs D,
’empéche (Calabresi et coll., 1992; Calabresi et coll., 1997). Les mécanismes par
lesquels les récepteurs D, influencent la LTD ne sont pas encore totalement élucidés.
L’activation des récepteurs D, présents sur les neurones é€pineux de la voie indirecte
participerait directement a la reldche des endocannabinoides, en favorisant la synthese
d’endocannabinoides (Giuffrida ef coll., 1999; Kreitzer et Malenka, 2005; Shen et coll.,
2008). Les récepteurs D, pourraient aussi favoriser la reldche d’endocannabinoides en
bloquant la signalisation des récepteurs A,a (Lerner et coll., 2010; Lemer et Kreitzer,
2012). Cependant, les récepteurs D, ne sont pas exprimés sur les neurones épineux de la
voie directe (Gerfen et coll., 1990; Valjent et coll., 2009). Dans ces circonstances,
I’implication des récepteurs D, se ferait donc au niveau présynaptique. Une possibilité
est que les récepteurs D, présents sur les interneurones cholinergiques agiraient
indirectement sur la relache d’endocannabinoides en diminuant la libération
d’acétylcholine par les interneurones cholinergiques (Wang et coll.,, 2006). La
diminution de la relache d’acétylcholine a pour conséquence de diminuer, au niveau des
neurones é€pineux, l’activation des récepteurs muscariniques M,, favorisant ainsi
’ouverture des canaux calciques de type L et la libération d’endocannabinoides (Wang
et coll., 2006). 11 est toutefois & mentionner que les récepteurs dopaminergiques Ds
faisant partie de la famille D1 participeraient aussi a I’induction de la LTD en favorisant
la libération d’oxyde nitrique par les interneurones GABAergiques (Centonze et coll.,

2003).

L’induction de la LTP est bien moins caractérisée. Contrairement a la LTD, la
LTP nécessite I’activation des récepteurs NMDA (Calabresi et coll., 2007; Kreitzer et
Malenka, 2008; Surmeier et coll., 2011a). De plus, I'induction de la LTP requiert
’activation des récepteurs D;. En effet, I’inhibition pharmacologique ou génétique des
récepteurs D bloque la LTP dans le striatum et facilite I’induction de la LTD (Centonze
et coll., 1999; Kerr et Wickens, 2001; Centonze et coll., 2003; Shen et coll., 2008). Les
neurones €pineux de la voie indirecte n’exprimant pas le récepteur D), I’induction de la
LTP dans ces neurones est indépendante de la dopamine et sera assurée par |’activation

des récepteurs A, (Figure 1.11, p. 36) (Shen et coll., 2008).
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Bien que I’activation des récepteurs dopaminergiques soit nécessaire a la plasticité

synaptique dans le striatum, les mécanismes moléculaires sous-jacents a I’activation de

ces récepteurs sont encore loin d’étre élucidés. Toutefois, il a été montré que PKA

et DARPP32 participent a la plasticité cortico-striatale. En effet, 1’inhibition

pharmacologique PKA et la délétion génétique de DARPP32 empéchent I’induction de
la LTD et la LTP (Calabresi et coll., 2000; Centonze et coll., 2003).

Neurones épineux D, Neurones épineux D,

NMDA D,

LTP LTD LTP LTD

mGluR; Cavl.3 M, NMDA A,, | | mGuR; Cavi3 D,

Figure 1.11

Schéma de l’induction de la plasticité synaptique au niveau des
neurones épineux du striatum.

Au niveau des neurones épineux de la voie directe, la LTP est induite par
les récepteurs NMDA et D; alors que la LTD est induite par les
récepteurs mGluRs, les canaux Cavl.3 et les récepteurs M;. Dans
I’induction de la plasticité, les récepteurs D; et mGluRs s opposent
mutuellement. Au niveau des neurones épineux de la voie indirecte, la
LTP est induite par les récepteurs NMDA et Aja alors que la LTD est
induite par les récepteurs mGluRs, les canaux Cavl.3 et les récepteurs Ds.
Dans I'induction de la plasticité, les récepteurs D, et Aa s’opposent
mutuellement. L’induction de la LTD dans les deux populations de
neurones é€pineux nécessite la reldche d’endocannabinoides. (Adaptée de
Calabresi et coll., 2007; Shen et coll., 2008.)

Ainsi, la plasticité synaptique dans le striatum nécessite I’activation des récepteurs

glutamatergiques et dopaminergiques. L’activation des récepteurs dopaminergiques

influence le type de plasticité synaptique. Les récepteurs dopaminergiques D, participent

a I’induction de la LTD et contrdlent négativement la LTP alors que les récepteurs D,

participent a I’induction de la LTP et contrdlent négativement la LTD.
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1.3 Exemple de trouble de I’exécution du mouvement : la maladie de Parkinson et
les dyskinésies induites par la L-DOPA

Au niveau du striatum, un déréglement de la transmission dopaminergique induit
donc une mauvaise régulation de la transmission cortico-striatale qui se reflétera au
niveau comportemental par des modifications dans I’exécution du mouvement. Un des
trés bons exemples de troubles de [’exécution associ€s a une mauvaise régulation de la
voie dopaminergique est la maladie de Parkinson. Comme il le sera décrit en détail dans
les prochaines sous-sections, chez les personnes atteintes de la maladie de Parkinson, la
dégénérescence de neurones dopaminergiques induit une diminution des niveaux de
dopamine dans le striatum qui se reflétera au niveau comportemental par des troubles
hypokinétiques comme la perte de mouvements. L’utilisation de médicaments
permettant de restaurer les niveaux de dopamine comme la L-DOPA (aussi nommée,
lévodopa) permet d’améliorer les troubles moteurs chez les patients parkinsoniens.
Toutefois, avec la progression de la maladie, il est observé & la suite de la prise de la
L-DOPA une augmentation des niveaux de dopamine au-dela du seuil physiologique qui
se traduira par 1’apparition de troubles hyperkinétiques appelés dyskinésies induites par
la L-DOPA. Donc, chez les patients parkinsoniens, il est possible d’observer, avant la
prise de la L-DOPA, de terribles pertes motrices associées & une diminution des niveaux
de dopamine et, a la suite de la prise de la L-DOPA, des exces de mouvements tout aussi
invalidants associés & une augmentation non régulée des niveaux de dopamine. Dans ce
contexte, la maladie de Parkinson et les dyskinésies induites par la L-DOPA offrent un
cadre d’études aux processus moléculaires du striatum impliqués dans I’exécution du

mouvement.

1.3.1 La maladie de Parkinson

" C’est en 1817 que la maladie de Parkinson fut décrite pour la premiere fois par
James Parkinson dans son essai intitulé « Essay on the Shaking Palsy ». Dans cet essai,
il y décrivit les symptomes de six patients atteints de ce désordre neurologique, «la
paralysie agitante ». Les patients présentaient des tremblements au repos ainsi que

des incapacités motrices progressives. En 1872, la description des symptomes fut
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approfondie par les travaux de Jean-Martin Charcot, qui attribua le nom de la maladie de
Parkinson a ce désordre neurologique (Goetz, 2011). Cent ans apres la premiere
description de la maladie, il fut démontré par Trétiakoff que cette maladie est associée a
une dégénérescence des neurones de la SNc (Trétiakoff, 1919). A la fin des années 1950,
les travaux de Carlsson établirent 1’implication de la dopamine dans cette maladie
(Carlsson et coll., 1957; Carlsson, 1959) et au début des années 1960, les travaux
d’Ehringer et Homykiewicz démontrérent que les patients parkinsoniens avaient un
manque de dopamine au niveau du striatum (Ehringer et Hornykiewicz, 1960). De nos
jours, 1l est bien établi que la maladie de Parkinson est caractérisée par une perte des
neurones dopaminergiques de la SNc¢ qui induit par conséquent une diminution de la
relaiche de dopamine au niveau du striatum. Au niveau comportemental, il en résulte
’apparition de troubles moteurs tels que les tremblements au repos, la bradykinésie, la
rigidité musculaire et des troubles de la posture (Fahn, 2003; Jankovic, 2008; Goetz,
2011).

1.3.1.1 L’épidémiologie

La maladie de Parkinson est la maladie neurodégénérative la plus commune apres
la maladie d’Alzheimer. Sa prévalence est de 0,3 % dans la population générale et elle
augmente jusqu’a 1 % chez les personnes agées de plus de 60 ans. Son incidence est de
8 a 18 pour 100 000 personnes par an et elle augmente aussi aprés 60 ans (de Lau et
Breteler, 2006). La maladie se développe généralement entre la fin de la cinquantaine et
le milieu de la soixantaine et les hommes sont plus touchés que les femmes (de Lau et
Breteler, 2006). Chez certaines personnes, les symptomes peuvent toutefois apparaitre
entre 21 et 40 ans, et méme avant I’age de 20 ans dans de rares formes juvéniles (Samii
et coll., 2004). Dans la plupart des cas, la maladie de Parkinson est sporadique et
dite idiopathique, c’est-a-dire de causes inconnues, laissant suggérer une étiologie
multifactorielle. Toutefois, les facteurs environnementaux et génétiques prédisposent a
la maladie dans un faible pourcentage de cas (environ 10 %) (de Lau et Breteler, 2006;
Surmeier et coll., 2011b). Parmi les facteurs génétiques sont retrouvés, entre autres,

des mutations sur les génes de 1’a-synucléine, LRRK2, PARKIN, PINKI1 et DJ1. Les
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facteurs environnementaux regroupent, entre autres, I’exposition aux pesticides et aux
herbicides tels que la roténone et le paraquat. Les mécanismes par lesquels les agents
chimiques et les facteurs génétiques agiraient sur la mort neuronale ne sont pas encore
totalement définis, mais ils joueraient un réle sur des facteurs menant a la mort
neuronale tels que le stress oxydatif, la protéostasie et les dysfonctions mitochondriales

(Gasser, 2005; Horowitz et Greenamyre, 2010; Surmeier ef coll., 2011b).

1.3.1.2 La physiopathologie

Au niveau biochimique, la maladie de Parkinson est caractérisée par une
dégénérescence progressive et massive des neurones dopaminergiques de la SNc.
La perte des neurones dopaminergiques induit donc une perte de la modulation exercée
par la dopamine au niveau du striatum et I’apparition de symptémes moteurs. Au niveau
du fonctionnement neuroanatomique, la perte des neurones dopaminergiques induit une
diminution de I’effet excitateur de la dopamine sur la voie directe et une diminution de
I’effet inhibiteur de la dopamine sur la voie indirecte. Par conséquent, il est observé une
diminution de P’activation de la voie directe et une augmentation de I’activation de la
voie indirecte, causant un déséquilibre en faveur de I’inhibition au niveau du thalamus
(Figure 1.12, p. 40) (Cenci, 2007). D’autres structures peuvent aussi étre affectées telles
que le noyau basal de Meynert, le locus coeruleus et le noyau du raphé. L’atteinte de ces
autres structures contribue a I’apparition des symptdmes non moteurs de la maladie de
Parkinson tels que la dépression et la démence (Lang et Lozano, 1998). Les mécanismes
menant a la dégénérescence des neurones dopaminergiques sont loin d’étre élucidés. Le
stress oxydatif, les dysfonctions mitochondriales ou du systéme ubiquitine-protéasome
et la neuro-inflammation sont autant de facteurs qui ont été proposés comme participant
a la mort des neurones (Samii et coll., 2004; Surmeier et coll., 2011b). La perte des
neurones dopaminergiques est accompagnée de la présence de corps de Lewy, une autre
caractéristique neuropathologique de la maladie. Les corps de Lewy sont des inclusions
¢osinophiles intraneuronales formées d’agrégats protéiniques dont I’a-synucléine est le
composant majeur. Ils sont retrouvés dans la SNc, mais aussi dans d’autres structures

(Lang et Lozano, 1998; Braak ef coll., 2004; Samii ef coll., 2004).
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Figure 1.12 Représentation de D’effet de la perte de dopamine sur la boucle
cortico-ganglions de la base-thalamo-corticale.
(A) Organisation des ganglions de la base dans un état sain et (B) dans un
état parkinsonien. Chez les patients parkinsoniens, la perte en dopamine
diminue I’activation de la voie directe et augmente I’activation de la voie
indirecte, induisant I’inhibition du thalamus et ’apparition de troubles
moteurs. GPe, globus pallidus externe; GPi, globus pallidus interne; SNc,
substance noire pars compacta; SNr, substance noire pars reticulata; STN,
noyau sous-thalamique. (Tirée de Cenci, 2007.)

1.3.1.3 Les symptomes

Au niveau comportemental, la maladie est caractérisée par une triade de
symptémes moteurs incluant la bradykinésie, les tremblements aux repos et la rigidité
musculaire auxquels s’ajoutent les troubles de la posture (Fahn, 2003; Samii et coll.,
2004; Jankovic, 2008; Bourdain et coll., 2013). A partir de ces symptémes, un
diagnostic peut étre établi. La confirmation du diagnostic se fera si une amélioration des
symptdmes moteurs est notée a la suite de la prise de médicaments antiparkinsoniens.
Les signes cliniques de la maladie apparaissent lorsque la dégénérescence des neurones
de la SNc et la perte de dopamine dans le striatum atteignent, respectivement, 50 % et
80 % (Samii ef coll., 2004). Le fait que les symptomes moteurs apparaissent uniquement
lorsque la moitié des neurones dopaminergiques sont dégénérés peut s’expliquer par le
fait que des mécanismes adaptatifs peuvent compenser le manque de dopamine tels que

’augmentation de la synthése et de la relache de la dopamine (Fahn, 2003).




4]

La bradykinésie correspond & une Ienteur du mouvement et elle est le symptome
qui correle le mieux avec la perte de dopamine. Les patients ont de la difficulté a
planifier, initier et exécuter un mouvement. Par exemple, lors de la marche, I’initiation
est difficile et défectueuse, les pieds du patient semblent rester-cloués au sol. Une fois la
marche entreprise, elle est effectuée par des petits pas qui semblent courir derricre le
centre de gravité. La marche est dite dans ce cas festinante. Lors de la marche, il est
possible de retrouver des phases d’enrayage cinétique, dites « freezing », ou les pieds
sont soudainement figés. Ces phases d’enrayage cinétique sont notamment observées
lors des demi-tours ou devant le franchissement d’obstacles. La bradykinésie englobe
aussi de la difficulté a réaliser certaines tdches quotidiennes nécessitant un contréle
moteur fin comme boutonner sa chemise ou utiliser des ustensiles. La bradykinésie est
aussi accompagnée d’une perte du mouvement, nommée akinésie. Par exemple, il est
observé chez les patients une perte de la gestuelle et du balancement des bras lors de la
marche ou du mouvement spontané. De plus, la voix est monotone et I’expression du
visage est diminuée. La bradykinésie est influencée par 1’état émotionnel du patient. Par
exemple, lorsqu’excité, un patient est capable de réaliser des mouvements rapides
comme attraper une balle. Ce phénomeéne est appelé akinésie paradoxale. Dans ce
contexte, 1l a été suggéré que les programmes moteurs ne semblent pas étre affectés,
mais plutdt que les patients ont de la difficulté a y accéder sans stimuli externes (Samii

et coll., 2004; Jankovic, 2008; Bourdain ef coll., 2013).

Les tremblements au repos sont les symptomes les plus facilement identifiables et
représentent le premier symptome chez 70 % des patients. Ils sont unilatéraux et
prédominent généralement dans la partie distale des extrémités, par exemple au niveau
de la main. Ils sont aussi retrouvés au niveau des leévres, du menton et de la jambe. Avec
I’évolution de la maladie, les tremblements peuvent affecter I’autre c6té du corps. Leur
caractéristique est qu’ils disparaissent lors de I’exécution d’un mouvement ou pendant le

sommeil (Samii et coll., 2004; Jankovic, 2008; Bourdain ef coll., 2013).

La rigidit¢é musculaire restreint le degré de liberté des articulations et par

conséquent la fluidité du mouvement. Elle est responsable de la raideur du tronc, des
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épaules, du cou, mais aussi des poignets et des chevilles. La rigidité musculaire est
associée a la posture anormale observée chez les patients parkinsoniens. Les patients ont
le dos courbé ainsi qu’une flexion du cou, des coudes et des genoux. La rigidité
musculaire provoque souvent de la douleur chez le patient. En plus d’une posture
anormale, voutée, il est observé plus tardivement une instabilité¢ posturale chez les
patients parkinsoniens. L’instabilité posturale se caractérise par la difficulté du patient a
rétablir son équilibre une fois déstabilisé et conduit souvent a des chutes (Samii et coll.,

2004; Jankovic, 2008; Bourdain et coll., 2013).

Les patients parkinsoniens développent aussi des symptomes non moteurs parmi
lesquels sont retrouvés des troubles cognitifs comme la démence, la dépression,
’anxiété, 1’apathie (Jankovic, 2008). Bien que n’étant pas considéré comme des
symptdmes cliniques, un nombre grandissant d’études montre que chez les patients
parkinsoniens, I’apprentissage de séquences répétées, la consolidation et
I’automatisation sont affectés (Harrington et coll., 1990; Doyon et coll., 1997; Doyon et
coll., 1998; Stefanova et coll., 2000; Krebs et coll., 2001; Mentis et coll., 2003; Carbon
et Eidelberg, 2006; Deroost et coll., 2006; Siegert et coll., 2006; Smith et McDowall,
2006; Wu et Lynch, 2006; Muslimovic et coll., 2007; Marinelli ef coll., 2009; Carbon et
coll., 2010; Gamble et coll., 2014). En lien avec ces études, I’apprentissage séquentiel
chez I’humain est associé a une relache de dopamine dans le striatum (Badgaiyan et
coll., 2007). De plus, quelques études, chez des modeles animaux, ont aussi montré que
’apprentissage des séquences motrices est affecté par la dégénérescence des neurones
dopaminergiques (Ogura et coll., 2005; Beeler et coll., 2010; Eckart et coll., 2010;
Gambhir et coll., 2011) ou par I’inhibition des récepteurs dopaminergiques D, et D,
(Levesque et coll., 2007; Willuhn et Steiner, 2008; Tremblay et coll., 2009; Yin et coll.,
2009; Beeler et coll., 2010). Toutefois, chez les patients parkinsoniens, un déficit
d’apprentissage n’est pas toujours observé (Agostino et coll., 1996; Smith et coll,
2001b; Werheid et coll., 2003; Deroost et coll., 2006, Pendt et coll., 2011). 1l a été
suggéré que la disparité des observations entre les études pourrait étre due a des
différences entre la méthodologie utilisée et les échantillons des patients (stade de la

maladie, traitement) (Muslimovic et coll., 2007, Doyon, 2008; Abbruzzese et coll.,
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2009; Nieuwboer et coll., 2009). Dans ce contexte, de plus amples études sont

nécessaires a la compréhension des effets de la perte en dopamine sur |’apprentissage.

1.3.1.4 Les traitements

Il n’existe actuellement aucun traitement curatif de la maladie de Parkinson. Les
traitements cherchent donc a atténuer les symptomes et préserver 1’autonomie
fonctionnelle des patients. On parle de traitements symptomatiques, appelés aussi
traitements antiparkinsoniens. Les traitements des symptomes moteurs de la maladie
peuvent étre pharmacologiques et chirurgicaux (Tableau 1.1, p. 44). lls dépendent de
’age et du statut cognitif du patient, de la sévérité et des types de symptomes moteurs
ainsi que de la réponse aux traitements déja administrés (Chen et Swope, 2007; Jankovic
et Poewe, 2012). Méme si ’approche chirurgicale dans le traitement symptomatique de
la maladie suscite un regain d’intérét en raison des limites des traitements
pharmacologiques et des progreés techniques, la pharmacothérapie représente toujours
le premier recours thérapeutique (Jankovic et Poewe, 2012). Etant donné que les
symptomes de la maladie résultent d’'un manque de dopamine au niveau du striatum, les
principaux médicaments antiparkinsoniens ont pour but de compenser ce manque. Ce
sont les traitements dopaminergiques. Les modes d’action de ces traitements sont
différents. Ils peuvent rétablir les niveaux de dopamine (L-DOPA), imiter [’action de la
dopamine en agissant directement sur les récepteurs dopaminergiques (agonistes
dopaminergiques) ou augmenter la disponibilité en dopamine dans la fente synaptique
(inhibiteurs des MAO) (Chen et Swope, 2007; Jankovic et Poewe, 2012). Actuellement,
de nouvelles thérapies pour le traitement des symptomes sont examinées et elles
regroupent, entre autres, de nouvelles formulations qui prolongent I’effet de la L-DOPA
ainsi que la thérapie génique et cellulaire (Poewe et coll., 2012). Les travaux de
recherche présentés dans cet ouvrage portant sur le modele des dyskinésies induites par

la L-DOPA, seul le traitement a la L-DOPA sera développé.



44

Tableau 1.1

Traitements symptomatiques utilisés pour la maladie de Parkinson

Traitements pharmacologiques

Médicaments dopaminergiques
Précurseur de la dopamine : L-DOPA (+ bensérazide ou carbidopa)
Agonistes dopaminergiques : apomorphine, pramipexole, ropinirole, rotigotine
Inhibiteurs des monoamines oxydases : sélégiline, rasagiline

Inhibiteurs des catéchol-O-méthyltransférases : entacapone

Médicaments non dopaminergiques
Antagonistes des récepteurs cholinergiques : benztropine, trihexyphenidyl
Antagonistes des récepteurs NMDA : amantadine

Traitements chirurgicaux

Lésion : pallidectomie, thalamotomie, sous-thalamotomie

Stimulation cérébrale profonde : pallidus, thalamus, noyau sous-thalamique

Adapté de (Rascol et coll., 2003; Sprenger et Poewe, 2013).

1.3.2 LaL-DOPA : de la perte a I’excés de mouvements

C’est en 1961 que Hornykiewicz et Birkmayer démontrérent pour la premiére fois
que l’injection intraveineuse de L-DOPA avait des effets efficaces et bénéfiques,
notamment sur 1’akinésie, chez des patients parkinsoniens (Birkmayer et Hornykiewicz,
1961). Six ans aprés ce premier essai clinique, soit en 1967, Cotzias introduisit
définitivement la L-DOPA dans le traitement de la maladie de Parkinson par
’administration chronique et orale de fortes doses de L-DOPA (Cotzias ef coll., 1967).
La L-DOPA représente, maintenant depuis plus de 40 ans, le traitement
pharmacologique de choix de la maladie de Parkinson en raison de sa grande efficacité

sur les symptomes moteurs de la maladie (Hornykiewicz, 2010).

La L-DOPA est le précurseur immédiat de la dopamine et contrairement a la

dopamine, elle traverse la barriére hémato-encéphalique. La L-DOPA est absorbée
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essentiellement au niveau du duodénum ou elle pourra rejoindre la circulation sanguine,
traverser la barricre hémato-encéphalique et étre transformée en dopamine dans le
cerveau. La L-DOPA passe les parois de I’intestin et la barriére hémato-encéphalique
par un systéme de transport facilité saturable. La L-DOPA a un temps de demi-vie
relativement court (90 minutes). Seulement 30 % de la dose ingérée pénetre dans la
circulation sanguine et 1% est retrouvé au niveau du cerveau (Jankovic, 2002).
Plusieurs stratégies sont donc utilisées afin d’augmenter son temps de demi-vie et sa
biodisponibilité. La principale stratégie consiste a empécher sa dégradation périphérique.
En effet, dans I’estomac et ’intestin, la L-DOPA peut étre transformée en dopamine par
la DDC périphérique (Figure 1.13, p.46). Afin de prévenir ce catabolisme, des
inhibiteurs de la DDC tels que la carbidopa ou le bensérazide sont utilisés en
combinaison avec la L-DOPA. Du fait que ces inhibiteurs ne passent pas la barriére
hémato-encéphalique, seule la DDC périphérique est inhibée et la syntheése de dopamine
au niveau du cerveau n’est pas affectée. Lorsque I’administration de la L-DOPA est
combinée a un de ces inhibiteurs, la quantité de L-DOPA est respectivement doublée,
voire triplée dans la circulation sanguine et multipliée par un facteur de dix dans le
cerveau. Il est aussi important de mentionner que I’utilisation de ces inhibiteurs permet
de diminuer les effets secondaires (troubles gastro-intestinaux et cardiovasculaires) qui
sont induits par la dopamine synthétisée au niveau périphérique. De plus, la L-DOPA
peut étre catabolisée en 3-O-méthyldopa (3-OMD) par les COMT (Figure 1.13, p. 46).
L’accumulation de 3-OMD interfére avec le passage de la L-DOPA a travers la barricre
hémato-encéphalique, car ils utilisent le méme systéme de transport. Afin de diminuer
I’accumulation de 3-OMD et la dégradation de la L-DOPA, des inhibiteurs des COMT
tels que I’entacapone et la tolcapone peuvent étre utilisés. Enfin, la biodisponibilité de la
L-DOPA peut aussi €tre optimisée en régulant d’autres facteurs tels que la vidange
gastrique et I’alimentation. L’utilisation de la L-DOPA combinée aux inhibiteurs de la
DDC périphérique et des COMT augmente la biodisponibilité de la L-DOPA,
perrmettant ainsi de réduire sa dose et de prolonger son efficacité. Bien que plusieurs
stratégies puissent étre utilisées pour augmenter la biodisponibilité de la L-DOPA, elle

doit tout de méme étre administrée de maniére répétée au court d’une journée (Jankovic,
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2002; Olanow et coll., 2004; Chen et Swope, 2007, Fahn, 2008; Schapira ef coll., 2009;
Muller, 2013; Salat et Tolosa, 2013).
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Figure 1.13 Traitements pour augmenter la biodisponibilité de 1a L-DOPA.

Des inhibiteurs des COMT tels que ’entacapone et des inhibiteurs de la
DDC périphérique tels que le bensérazide ou la carbidopa peuvent étre
utilisés pour augmenter la biodisponibilit¢ de la L-DOPA. COMT,
catéchol-O-méthyltransférase; DDC, DOPA-décarboxylase; DOPAC,
acide dihydroxyphénylacétique; HVA, acide homovanillique; L-DOPA,
L-dihydroxyphénylalanine; MAO, monoamine oxydase; TH, tyrosine
hydroxylase; 3-OMD, 3-O-méthyldopa. (Adaptée de Youdim et Riederer,
2007.)

Apres avoir traversé la barriere hémato-encéphalique, la L-DOPA sera captée par
les neurones dopaminergiques n’ayant pas encore dégénéré. Dans les terminaisons
nerveuses, la L-DOPA sera alors transformée en dopamine par la DDC puis
emmagasinée dans les vésicules synaptiques par les VMAT2. La dopamine synthétis¢e
sera libérée de maniere continue dans la fente synaptique ou elle activera les récepteurs
dopaminergiques des neurones épineux du striatum afin de restaurer la transmission
cortico-striatale et induire une amélioration des symptdmes moteurs. Par la suite, la
dopamine sera soit recyclée par les DAT ou soit dégradée par les MAO et les COMT.

Au début de la maladie, la quantité de dopamine synthétisée ainsi que la capacité de
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stockage et de recapture sont assez grandes pour maintenir des niveaux adéquats et
constants de dopamine dans la fente synaptique. La concentration de dopamine
extracellulaire au niveau du striatum n’est donc pas affectée par les variations
plasmatiques de la L-DOPA qui sont dues a son administration répétée. Les symptomes
moteurs sont alors nettement diminués et les patients retrouvent leur autonomie
(Figure 1.14, p. 48). C’est la période pendant laquelle le traitement est le plus efficace.
Cette période est appelée « lune de miel ». Cependant, avec la progression de la maladie,
les neurones dopaminergiques continuent de dégénérer. La synthese, le stockage et la
recapture de la dopamine par les neurones dopaminergiques sont alors diminués. Le peu
de neurones dopaminergiques restants ne peut plus tempérer les fluctuations
plasmatiques de L-DOPA. 1l en résulte une augmentation transitoire des niveaux de
dopamine extracellulaire concomitante aux variations plasmatiques et aux cycles
d’administration de la L-DOPA. Cette libération non physiologique de dopamine induit
une stimulation pulsatile des récepteurs dopaminergiques qui ne moduleront plus de
maniére continue et efficace la transmission cortico-striatale. Il en résulte une
diminution de la durée d’action de la L-DOPA sur les symptomes moteurs et 1’apparition
des complications motrices (Figure 1.14, p. 48) (Jankovic, 2002; Olanow ef coll., 2004;
Chen et Swope, 2007; Fahn, 2008; Schapira et coll., 2009; Muller, 2013; Salat et Tolosa,
2013).
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Figure 1.14 Schéma de ’effet de ’administration de la L-DOPA chez des patients
parkinsoniens au stade précoce et au stade avancé.
Chez les patients parkinsoniens au stade précoce, la prise de la L-DOPA
induit une reldche en continu de dopamine dans le striatum permettant
d’obtenir une réponse motrice adéquate. Chez les patients parkinsoniens
au stade avancé, le peu de neurones restants ne permet plus une reléche
en continu de dopamine dans le striatum, & la suite de la prise de la
L-DOPA. 1l en résulte des fluctuations des niveaux de dopamine
provoquant I’apparition de complications motrices. L-DOPA,
L-dihydroxyphénylalanine; SNc, substance noire pars compacta.
(Adaptée de Poewe et coll., 2010.)

Il existe deux types de complications motrices : les fluctuations motrices et les
dyskinésies. Les fluctuations motrices représentent des changements dans la fonction
motrice et sont classées en deux catégories : les phénomeénes « on-off » et le « wearing
off ». Les périodes dites «on» sont des périodes pendant lesquelles les patients

répondent bien a la L-DOPA et les mouvements sont réalisés de maniere adéquate.
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Les périodes dites « off » correspondent aux périodes durant lesquelles les symptomes
parkinsoniens réapparaissent. Le phénomeéne « on-off » représente donc le passage
rapide, soudain et imprévisible, d’un état « on » a « off ». Le « wearing off » correspond,
quant a lui, a la réapparition des symptomes moteurs causés par I’épuisement de I’effet
thérapeutique de la L-DOPA en fin de dose. Les dyskinésies sont une combinaison de
mouvements choréiques et dystoniques. Elles affectent la téte, les membres et le tronc.
Les dyskinésies sont classées en trois catégories : les dystonies « off », les dyskinésies
diphésiques et les dyskinésies de milieu de dose (aussi nommées de type pic dose). Les
dystonies « off » surviennent pendant les périodes « off » principalement le matin, avant
la prise de la L-DOPA. Les dyskinésies diphasiques surviennent lors de 1’augmentation
ou de la diminution du taux plasmatique de L-DOPA. Les dyskinésies de milieu de dose
sont les plus fréquentes et sont essentiellement de type choréique. Elles surviennent
pendant les périodes « on » lorsque la concentration en dopamine est maximale. Il est
a mentionner que les dyskinésies peuvent aussi étre induites par l’administration
d’agonistes dopaminergiques, cependant la sévérité des dyskinésies qu’ils induisent est
bien inférieure a celle induite par la L-DOPA (Jankovic, 2002; Olanow ef coll., 2004;
Chen et Swope, 2007; Fahn, 2008; Schapira ef coll., 2009; Jenner, 2013; Muller, 2013;
Salat et Tolosa, 2013).

1.3.3 Les dyskinésies induites par la L-DOPA

Les dyskinésies sont trés invalidantes pour les patients parkinsoniens et sont les
complications les plus précoces et les plus communes produites par la L-DOPA (Rajput
et coll., 2002; Mazzella et coll., 2005). Approximativement 30 % des patients
parkinsoniens développent des dyskinésies aprés quatre a six ans de traitement et 90 %
aprés neuf ans de traitement (Ahlskog et Muenter, 2001). L’age précoce du début de la
maladie, la sévérité et la durée de la maladie ainsi que ’utilisation de fortes doses et la
durée du traitement sont autant de facteurs de risque de développer des dyskinésies
(Cenci et Lundblad, 2006; Calabresi et coll.,, 2010). De mani¢re générale, la
physiopathologie menant a I’apparition des dyskinésies peut €tre décrite comme suit.

Avec la progression de la maladie, les neurones dopaminergiques continuent de
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dégénérer. La diminution de la capacité de stockage et de recapture de la dopamine,
causée par la perte des neurones dopaminergiques, combinée a ’administration répétée
de la L-DOPA, provoque une augmentation transitoire des niveaux dopaminergiques
extracellulaires. Ces fluctuations induisent une stimulation pulsatile des récepteurs
dopaminergiques au niveau du striatum, qui n’exercent donc plus une modulation en
continu et efficace de la transmission cortico-striatale. 1 en résulte une augmentation de
[’activation de la voie directe et une diminution de I’activation de la voie indirecte
menant a un déséquilibre en faveur de I’activation du thalamus et 1’apparition des

dyskinésies (Figure 1.15, p. 50) (Cenci, 2007; Obeso et coll., 2008).
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Figure 1.15 Schéma de la boucle cortico-ganglions de la base-thalamo-corticale
chez les patients parkinsoniens dans un état dyskinétique.
GPe, globus pallidus externe; GPi, globus pallidus interne; SNc,
substance noire pars compacta; SNr, substance noire pars reticulata; STN,
noyau sous-thalamique. (Tirée de Cenci, 2007.)

Les dyskinésies sont donc causées par I’interaction de deux facteurs : la perte
massive des neurones dopaminergiques et ’administration répétée de la L-DOPA.
Cependant, les mécanismes précis menant au développement des dyskinésies induites
par la L-DOPA (LID, pour L-DOPA-induced dyskinesia) ne sont pas totalement

élucidés. Les recherches sur les modéles animaux des LID s’intéressent ainsi a
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comprendre les mécanismes cellulaires et moléculaires sous-jacents aux dyskinésies.
Ces recherches ont permis de mettre en évidence que la combinaison de la perte des
neurones dopaminergiques avec |’administration répétée de la L-DOPA mene a des
modifications pathologiques aux niveaux présynaptique et postsynaptique contribuant a
Papparition des LID (Cenci et Lundblad, 2006; Cenci, 2007; Calabresi et coll., 2010;
Cenci et Konradi, 2010).

1.3.3.1 Physiopathologie des dyskinésies : modifications présynaptiques

Au niveau présynaptique, la perte des neurones dopaminergiques, combinée a
I’administration répétée de la L-DOPA, induit une augmentation transitoire des niveaux
dopaminergiques extracellulaires (de la Fuente-Fernandez et coll., 2004; Meissner et
coll., 2006; Pavese et coll., 2006; Lindgren et coll., 2010). Ces fluctuations sont les
principaux facteurs physiopathologiques des dyskinésies. Bien qu’a la suite de la prise
de L-DOPA, la perte des neurones dopaminergiques soit le principal déterminant
induisant des fluctuations dopaminergiques extracellulaires, d’autres facteurs peuvent
influencer les niveaux dopaminergiques. En effet, plusieurs études mettent en évidence
’implication des neurones sérotoninergiques. Il a été montré une augmentation de
’innervation des neurones sérotoninergiques au niveau du striatum autant chez les
modeles animaux des LID que chez les patients parkinsoniens dyskinétiques (Rylander
et coll., 2010b; Zeng et coll., 2010). Les neurones sérotoninergiques sont capables de
transformer la [-DOPA en dopamine, de stocker la dopamine dans les vésicules
synaptiques, et de la libérer conjointement avec la sérotonine. Cependant, ils ne
possédent pas la machinerie de recapture (DAT) ni d’autorégulation de la relache de la
dopamine (récepteurs dopaminergiques D;). La dopamine sera donc libérée de maniere
non régulée dans la fente synaptique, contribuant ainsi a I’augmentation des niveaux de
dopamine extracellulaires (Figure 1.16, p. 59) (Carta et Bezard, 2011; Carta et Tronci,
2014). Par conséquent, la réduction de I’activité sérotoninergique pourrait diminuer les
dyskinésies. En accord avec cette hypothese, des études précliniques ont démontré que
’utilisation d’agonistes 5-HT;a et/ou 5-HT;g bloquant [Dactivité des neurones

sérotoninergiques diminue les dyskinésies chez les modeles animaux de la maladie de
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Parkinson (Bibbiani ef coll., 2001; Carta et coll., 2007; Munoz et coll., 2008; Munoz et
coll., 2009; Bezard et coll., 2013a; Bezard et coll., 2013b). Toutefois, ’effet
thérapeutique de [’utilisation de I’agoniste 5-HTa, le sarizotan, n’a pas été confirmé
chez les patients parkinsoniens dyskinétiques (Goetz et coll., 2007). D’autres cellules ne
possédant pas la machinerie de contréle de ’homéostasie de la dopamine, mais la
capacité¢ de décarboxyler la L-DOPA, telles que les cellules gliales, peuvent aussi
participer a la libération non régulée de la dopamine (Melamed ef coll., 1980; Sarre et
coll., 1994; Tsai et Lee, 1996; Asanuma et coll., 2014). De plus, I’augmentation des
niveaux dopaminergiques peut étre exagérée par la diminution ou le dysfonctionnemt
des DAT présents sur les neurones dopaminergiques restants (Miller et Abercrombie,
1999; Lee et coll., 2008; Sossi et coll., 2009), mais aussi par la diminution de I’activité
des MAO (Wachtel et Abercrombie, 1994), I’angiogenese et ’augmentation de la

perméabilité de la barriere hémato-encéphalique (Westin et coll., 2006).

1.3.3.2 Physiopathologie des dyskinésies : modifications postsynaptiques

Au niveau postsynaptique, la perte des neurones dopaminergiques augmente la
sensibilité des récepteurs dopaminergiques pour la dopamine. En effet, il a été¢ montré
chez les patients parkinsoniens et les modéles animaux de la maladie de Parkinson que
la perte des neurones dopaminergiques induit une augmentation de la liaison de la
protéine G aux récepteurs dopaminergiques, une augmentation de l’éxpression de la
protéine G r et une augmentation de 1’activité de I’AC a la suite de la stimulation par la
dopamine (Cai et coll., 2002; Corvol ef coll., 2004; Tong et coll., 2004; Aubert et coll.,
2005). Il est a mentionner que ’hypersensibilité des récepteurs n’est pas nécessairement
liée a une augmentation de I’expression des récepteurs. En effet, la plupart des études
réalisées chez les patients parkinsoniens montrent que 1’expression des récepteurs D
reste inchangée (Hurley et Jenner, 2006). De plus, les études sur I’expression des
récepteurs D) et de leurs acides ribonucléiques messagers (ARNm), chez les modéles
animaux de la maladie de Parkinson, ne font pas consensus. L ’expression des récepteurs
D, est retrouvée inchangée (Alexander et coll., 1993; Cai et coll., 2002; Aubert et coll.,
2005; Guigoni et coll., 2005), augmentée (Gagnon ef coll., 1990; Goulet et coll., 2000)
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ou diminuée (Marshall et coll., 1989; Blunt et coll., 1992; Morin et coll., 2014b).
L’expression des ARNm peut étre inchangée (Guigoni et coll., 2005; Morin et coll.,
2014b) ou diminuée (Gerfen et coll., 1990; Morissette et coll., 1996; Goulet et coll.,
2000; Aubert et coll., 2005). Toutefois, la majorité des études réalisées chez les patients
parkinsoniens s’accordent sur le fait que I’expression des récepteurs D, est augmentée
au niveau du striatum, plus particulierement au niveau du putamen (Hurley et Jenner,
2006). Chez les modéles animaux de la maladie de Parkinson, I’analyse de I’expression
des récepteurs D, et de leurs ARNm montre des résultats similaires (Falardeau et coll.,
1988; Marshall et coll., 1989; Gagnon et coll., 1990; Gerfen et coll., 1990; Blunt et coll.,
1992; Alexander et coll., 1993; Herrero et coll., 1996; Morissette et coll., 1996; Cenci et
coll., 1998; Goulet et coll., 2000; Cai et coll., 2002; Aubert et coll., 2005; Guigoni et
coll., 2005; Morin et coll., 2014b). L’hypersensibilité¢ des récepteurs dopaminergiques
permet d’augmenter la transmission du signal et de compenser le manque de dopamine
induit par la perte des neurones dopaminergiques (Bezard et Gross, 1998; Cai et coll,
2002; Tong et coll., 2004). Bien qué ’hypersensibilité des récepteurs soit un mécanisme
compensatoire afin de pallier le manque de dopamine, il n’en reste pas moins qu’elle
pourrait prédisposer au développement des dyskinésies (Bezard et coll., 2001; Cenci et
Konradi, 2010). De nombreuses recherches se sont donc intéressées a I’implication des
récepteurs dopaminergiques et de leurs voies de signalisation dans 1’apparition des

dyskinésies.

Les recherches supportent le r6le des récepteurs dopaminergiques D; et
hyperactivation de leurs voies de signalisation dans I’apparition des dyskinésies
(Figure 1.16, p. 59). En effet, I’utilisation d’agonistes des récepteurs D est associée a
I’apparition de dyskinésies (Blanchet et coll.,, 1998; Boraud et coll., 2001; Rascol et
coll., 2001; Calon et coll., 2002; Blanchet et coll., 2004; Carta et coll., 2008). A
I’inverse, I’inactivation génétique ou pharmacologique des récepteurs D; diminuent les
dyskinésies (Westin et coll., 2006; Darmopil et coll., 2009). Chez les animaux
dyskinétiques, il a été montré, par microscopie électronique, une augmentation de la
présence des récepteurs D, au niveau de la membrane plasmique, ce qui est associé a un

déreglement de leur trafic intraneuronal (Guigoni et coll., 2007; Berthet et coll., 2009).
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Chez les modéles animaux, la surexpression de la « G protein-coupled receptor
kinase 6 » (GRK®6), une protéine favorisant I’internalisation des récepteurs D, diminue
les dyskinésies (Ahmed et coll., 2010). De plus, les dyskinésies sont associées a une
augmentation de 1’expression et de 1’activité des protéines G de la voie D, (Aubert et
coll., 2005; Alcacer et coll., 2012). Cependant, les dyskinésies ne semblent pas étre
associées a une modulation de 1’expression des récepteurs D;. En effet, chez les patients
parkinsoniens et les modeles animaux de la maladie de Parkinson, I’analyse de
’expression des récepteurs D et de leurs ARNm, a la suite de la prise de L-DOPA, ne
fait pas consensus. Chez les patients parkinsoniens traités avec la L-DOPA, I’expression
des récepteurs D, peut €tre augmentée (Rinne et coll., 1985; Hurley et coll., 2001),
inchangée (Shinotoh et coll., 1993; Brooks et coll., 2000) ou diminuée (Turjanski et
coll., 1997). Chez les animaux dyskinétiques, 1’analyse de 1’expression des récepteurs D,
et de leurs ARNm montre des résultats similaires (Gagnon et coll., 1990; Alexander et
coll., 1993; Morissette et coll., 1996; Konradi et coll., 2004; Aubert et coll., 2005;
Guigoni et coll., 2005; Morin et coll., 2014b). Dans ce contexte, il semblerait que les
dyskinésies ne soit pas associées a une hypersensibilité des récepteurs D; provenant
d’une augmentation de leur expression, mais plutdt d’un déreglement dans leur
internalisation et d’une augmentation de I’expression et de ’activité des protéines G
(Guigoni et coll., 2007; Berthet et coll., 2009; Ahmed et coll., 2010; Alcacer et coll.,
2012). A la suite de la prise de L-DOPA, la stimulation des récepteurs
dopaminergiques D, hypersensibles induit une augmentation de la transmission
dopaminergique D; qui se traduit par des changements durables de 1’activité des
protéines effectrices de la voie de signalisation PKA/DARPP32/ERK/FosB. En effet,
chez les rongeurs et les singes dyskinétiques, 1l a été observé au niveau du striatum une
augmentation de 1’expression du facteur de transcription FosB/AFosB et de Ia
phosphorylation d’ERK1/2 et de DARPP32 sur la thréonine 34 (Thr34) (Andersson et
coll., 1999; Cenci, 2002; Winkler et coll., 2002; Picconi et coll., 2003; Pavon et coll.,
2006; Santini et coll., 2007; Westin et coll.,, 2007). L’inhibition de FosB/AFosB,
d’ERK1/2 ou de DARPP32 est associée a une diminution des dyskinésies (Andersson et
coll., 1999; Cenci, 2002; Santini et coll., 2007). De plus, chez les animaux

dyskinétiques, 1’utilisation d’antagonistes D; ou I’inhibition pharmacologique de PKA
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diminue I’expression de FosB/AFosB et la phosphorylation d’ERK1/2 et de DARPP32,
ce qui est associé a une diminution des dyskinésies (St-Hilaire et coll., 2005; Westin et
coll., 2006; Lebel et coll., 2010). 11 est maintenant donc bien établi que I’hyperactivation
de la voie de signalisation D, participe a I’émergence des LID. La phosphorylation de
DARPP32 sur la Thr34, [lactivation d’ERK1/2 et I’augmentation d’expression de
FosB/AFosB représentent des marqueurs biochimiques des LID (Cenci et Lundblad,
2006; Calabresi ef coll., 2007; Cenci, 2007; Cenci et Konradi, 2010).

Contrairement aux récepteurs D;, I’implication des récepteurs D, est encore loin
d’étre élucidée. Chez les patients parkinsoniens, la plupart des études ont montré que
’augmentation de ’expression des récepteurs D5 est normalisée a la suite de la prise de
L-DOPA (Hurley et Jenner, 2006). Chez les modeles animaux de la maladie de
Parkinson, I’expression des récepteurs D, et de leurs ARNm est aussi normalisée a la
suite de [’administration de L-DOPA (Gagnon et coll., 1990; Alexander et coll., 1993;
Herrero et coll., 1996; Morissette et coll., 1996; Aubert et coll., 2005; Guigoni et coll.,
2005; Morin et coll., 2014b). Certaines études n’ont toutefois pas observé d’effets sur
I’expression des récepteurs D, (Cenci ef coll., 1998; Aubert et coll., 2005; Guigoni et
coll., 2005). L’analyse de I’expression des récepteurs D, et de leurs ARNm entre les
animaux dyskinétiques et non dyskinétiques ne fait pas forcément consensus. Certaines
¢tudes ont observé une normalisation des niveaux d’expression de ’ARNm chez les
animaux dyskinétiques (Herrero et coll., 1996; Morin et coll., 2014b) alors que d’autres
non (Aubert et coll., 2005; Guigoni et coll., 2005). Bien qu’une étude ait montré une
corrélation négative entre I’expression des récepteurs D, et les dyskinésies (Morin et
coll., 2014b), d’autres études n’ont pas observé de différence entre I’expression des
récepteurs D» chez les animaux non dyskinétiques et dyskinétiques (Cenci et coll., 1998;
Aubert et coll., 2005; Guigoni et coll., 2005). Les études cliniques ont démontré que
’incidence associée aux dyskinésies est diminuée chez les patients parkinsoniens traités
en monothérapie avec des agonistes D, comparativement aux patients traités avec la
L-DOPA (Poewe et coll., 2010; Jenner, 2013). Il en est de méme chez les rats modeles
de la maladie de Parkinson (Bagetta et coll, 2012). Bien que I’utilisation en

monothérapie d’agonistes D, n’induise pas ou presque pas de dyskinésies, son utilisation
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combinée ou a la suite d’un traitement & la L-DOPA, augmente les dyskinésies
(Gomez-Mancilla et Bedard, 1991; Lundblad et coll., 2002; Delfino et coll., 2004;
Monville et coll., 2005; Carta et coll., 2008; Brodsky et coll., 2010). A I’inverse, il a été
montré que I’utilisation de certains agonistes tels que la cabergoline diminue les
dyskinésies (Hadj Tahar ef coll., 2000; Hadj Tahar et coll., 2001; Calon et coll., 2002;
Samadi et coll., 2008a; Ouattara et coll., 2009; Morissette ef coll., 2010; Quattara et
coll., 2010). Les effets bénéfiques de la cabergoline seraient associés a une modulation
de la voie de signalisation AKT/GSK3 et des récepteurs glutamatergiques (Calon et
coll., 2002; Samadi et coll., 2008a; Quattara et coll., 2009; Morissette et coll., 2010;
Ouattara et coll., 2010). Les effets de I’inhibition des récepteurs D, sur les dyskinésies
sont aussi variables. Il a ét¢ montré que la sévérité des dyskinésies est diminuée par
’inhibition pharmacologique des récepteurs D,, ou par 1’augmentation au niveau du
striatum de 1’expression de « regulator of G-protein signaling 9 » (RGS9), une protéine
permettant |’inactivation des protéines G associées aux récepteurs D, (Monville et coll.,
2005; Taylor et coll., 2005; Gold ef coll., 2007). Contrairement, les dyskinésies ne sont
pas diminuées chez ies souris ayant une délétion génétique des récepteurs D, (Darmopil
et coll., 2009). Dans ce contexte, les études proposent que les effets bénéfiques des
agents dopaminergiques D, sur les dyskinésies soient associés a leur affinité pour
d’autres récepteurs dopaminergiques de la famille D2, les récepteurs D3, ainsi qu’a
’influence qu’ils exercent sur les récepteurs glutamatergiques (Bezard et coll., 2001;
Samadi et coll., 2008a; Darmopil et coll., 2009; Ouattara et coll., 2009; Morissette et
coll., 2010; Ouattara ef coll., 2010; Bagetta ef coll., 2012).

Comme nous I’avons vu précédemment, la dopamine, par son action sur les
récepteurs dopaminergiques, module la transmission glutamatergique. La recherche s’est
donc intéressée au role de la transmission glutamatergique dans l’apparition des
dyskinésies. Dans ce contexte, I’amantadine, un antagoniste non sélectif des récepteurs
NMDA, est reconnu pour avoir un effet antidyskinétique chez les patients parkinsoniens.
L’amantadine est actuellement le seul traitement pharmacologique clinique prescrit
pour les LID (Sgambato-Faure et Cenci, 2012; Rascol et coll., 2014). Toutefois, ce

médicament étant non sélectif et son effet sur les dyskinésies étant modeste, les études
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ont donc examiné I'implication des sous-unités des récepteurs NMDA dans les
dyskinésies (Sgambato-Faure et Cenci, 2012; Rascol et coll., 2014). Plusieurs études se
sont intéressées a la sous-unité NR2B. Dans ce contexte, des études ont observé une
augmentation de I’expression de NR2B chez les animaux dyskinétiques et les patients
parkinsoniens ayant des complications motrices (« wearing off », dyskinésies) (Calon et
coll., 2003; Hurley et coll., 2005; Ouattara et coll., 2009). Toutefois, d’autres études ont
montré uniquement une normalisation des niveaux de NR2B a la suite de la prise de
L-DOPA (Dunah et coll., 2000; Hallett et coll., 2005). En lien avec ces observations, il a
été suggéré que les dyskinésies ne seraient pas forcement associées a une altération des
niveaux d’expression, mais plutdt a une délocalisation de NR2B de la membrane
synaptique vers la membrane extrasynaptique (Fiorentini et coll., 2006; Gardoni et coll.,
2006). La redistribution des récepteurs entre divers compartiments membranaires peut
affecter la sensibilité¢ des récepteurs, mais aussi leurs voies de signalisation (Gardoni et
coll., 2006). Les effets de 1’administration d’antagonistes sélectifs de NR2B sur les
dyskinésies ont été évalués chez les modeles animaux et les patients dyskinétiques. Dans
ce contexte, bien que [’utilisation d’antagonistes sélectifs de NR2B combinée a
’administration de la L-DOPA n’induise aucun effet sur les dyskinésies chez le rat
rendu parkinéonien (Rylander et coll., 2009), il a été montré que chez les singes et les
patients parkinsoniens, son utilisation diminue la sévérité des dyskinésies (Blanchet et
coll., 1999; Hadj Tahar et coll.,, 2004; Morissette et coll., 2006; Nutt et coll., 2008,
Ouattara et coll., 2009). En plus de I’implication des récepteurs NMDA, de nombreuses
recherches ont mis en évidence 1’implication des récepteurs mGluRs dans les LID
(Rascol er coll,, 2014). Dans ce contexte, les dyskinésies sont associées a une
augmentation de I’expression des récepteurs mGluRs et de leurs ARNm dans le striatum
chez les patients parkinsoniens et les modeles animaux de la maladie de Parkinson
(Konradi et coll., 2004; Samadi et coll., 2008b; Ouattara ef coll., 2011). En accord avec
ces observations, I’utilisation d’antagonistes des récepteurs mGluRs, combinée au
traitement a la L-DOPA, diminue la sévérité des dyskinésies chez les modeéles animaux
de la maladie de Parkinson (Dekundy et coll., 2006; Mela et coll., 2007; Rylander et
coll., 2009; Morin et coll., 2010; Rylander et coll., 2010a; Bezard et coll., 2014; Morin

et coll., 2014b). Ces améliorations sont associées a une diminution des marqueurs des
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dyskinésies tels que FosB/AFosB et ERK1/2 (Rylander et coll., 2010a; Morin et coll.,
2014b). De plus, I'utilisation d’un antagoniste des récepteurs mGluRs module la voie
de signalisation AKT/GSK3 (Morin et coll, 2014b). En effet, chez les singes
dyskinétiques, il a €té montré une augmentation de la phosphorylation d’AKT et de
GSK3pB (Morissette et coll., 2010; Morin ef coll., 2014b). L utilisation d’un antagoniste
des récepteurs mGluRs, combinée au traitement a la L-DOPA, normalise les niveaux de
posphorylation d’AKT et de GSK3B (Morin ef coll., 2014b). Au niveau clinique,
I’utilisation d’antagonistes des récepteurs mGluRs, mavoglurant et dipraglurant, est
associée a une réduction d’environ 30 % des dyskinésies (Rascol et coll, 2014).
Toutefois, deux études récentes sur le mavoglurant n’ont pu observer d’effets positifs.
De plus amples études cliniques sont donc nécessaires afin d’établir le potentiel
antidyskinétique des antagonistes des récepteurs mGluRs chez les patients parkinsoniens
(Rascol et coll., 2014). L’ensemble des recherches suggére donc que les LID sont
associées a une augmentation de la transmission glutamatergique. La mauvaise
régulation des récepteurs NMDA et mGluRs pourrait entrainer une augmentation de
I’activation de la voie des MAPK (Figure 1.16, p. 59). En accord avec cette hypothese, il
a été montré que I’inactivation de Ras ou de MEK 1/2 diminue les dyskinésies (Santini et
coll., 2007; Fasano et coll., 2010; Cerovic ef coll., 2015). D’autres €tudes se sont aussi
intéressées aux récepteurs glutamatergiques AMPA et soutiennent 1’implication d’une
transmission glutamatergique augmentée (Calon et coll., 2003; Ouattara et coll., 2010;

Silverdale et coll., 2010).

La plasticité synaptique est aussi affectée a la suite de la perte des neurones
dopaminergiques. En effet, chez les rongeurs modeles de la maladie de Parkinson, ni la
LTP, ni la LTD sont induites (Calabresi ef coll., 1992; Centonze et coll., 1999; Picconi
et coll., 2003; Picconi et coll., 2008; Paille et coll., 2010; Picconi et coll., 2011). Le
traitement & la L-DOPA restaure les deux formes de plasticité¢ (Picconi et coll., 2003;
Picconi et coll., 2008; Picconi et coll., 2011). Toutefois, contrairement aux animaux non
dyskinétiques, la LTD n’est pas restaurée chez les animaux dyskinétiques (Picconi et
coll., 2011). De plus, la dépotentialisation, un processus permettant d’augmenter

Iefficacité du stockage d’informations en renversant le renforcement synaptique
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provenant de la LTP, est aussi affectée chez les animaux dyskinétiques (Picconi ef coll.,
2003; Di Filippo et coll., 2008). En accord avec ces études antérieures, il a été démontré
récemment que la plasticité bidirectionnelle des neurones épineux du striatum est perdue
chez les souris modeles de la maladie de Parkinson (Thiele ef coll., 2014). En effet, a la
suite de la perte des neurones dopaminergiques, les neurones épineux de la voie directe
induisent uniquement la LTD et les neurones épineux de la voie indirecte induisent
uniquement la LTP. Cette plasticité bidirectionnelle est restaurée a la suite du traitement
a la L-DOPA. Toutefois, dans un état dyskinétique, la plasticité bidirectionnelle est aussi
affectée, mais dans le sens opposé a I’état parkinsonien. Chez les animaux
dyskinétiques, les neurones épineux de la voie directe expriment seulement la LTP et

ceux de la voie indirecte expriment uniquement la LTD (Thiele ef coll., 2014).
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Figure 1.16 Schéma des modifications présynaptiques et postsynaptiques associées
aux dyskinésies induites par la L-DOPA. (Tirée de Calabresi et coll,
2007.)

Du fait que le striatum n’intégre pas uniquement des informations des systémes
dopaminergique et glutamatergique, la recherche sur la physiopathologie des
dyskinésies s’intéresse aussi aux systémes : opioide, noradrénergique, cholinergique,

adénosinergique et endocannabinoide (Cenci et Lundblad, 2006; Calabresi ef coll., 2007,



60

Morelli et coll., 2007; Cenci et Konradi, 2010). Toutefois, il est bien établi que
I’altération du systeme dopaminergique D, et glutamatergique joue un role central dans
le développement et I’expression des dyskinésies. Une fois que les dyskinésies sont
présentes, elles sont difficiles a traiter. Le seul traitement disponible pour diminuer les
dyskinésies est I’amantadine. Toutefois, ’efficacité de ce médicament est modeste.
Actuellement, la recherche clinique examine donc les effets d’autres médicaments, qui
sont entre autres des agonistes des récepteurs 5-HT;5, et des antagonistes des

récepteurs mGluRs et A4 (Poewe et coll., 2012).

1.3.4 Les modéles animaux de la maladie de Parkinson

Les modeles animaux ont pour but de reproduire les changements
neuropathologiques et comportementaux de la maladie de Parkinson. Ils sont
généralement basés sur ’administration de toxines qui induisent la destruction des
neurones dopaminergiques. Parmi les toxines les plus couramment utilisées, on retrouve
le 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP) et la 6-hydroxydopamine
(6-OHDA).

Le MPTP fut découvert vers le début des années 1980 a la suite d’observations de
plusieurs toxicomanes démontrant des symptomes moteurs trés similaires a ceux de la
maladie de Parkinson (Davis et coll., 1979; Langston et coll, 1983). Apres
investigations, il s’est avéré que le MPTP était produit par inadvertance, durant la
synthése d’un analogue du narcotique mépéridine, le 1-méthyl -4-phényl -4-
propionoxypipéridine (MPPP) que les toxicomanes préparaient illicitement et
s’injectaient (Davis et coll., 1979; Langston et coll., 1983). La dégénérescence des
neurones de la SNc a la suite de I’administration de MPTP, fut confirmée par les études
post-mortem (Davis et coll., 1979; Langston et coll., 1999). De nos jours, la
dégénérescence des neurones dopaminergiques de la SNc et ’apparition des symptomes
moteurs 4 la suite d’injections de MPTP ont été confirmées chez plusieurs espéces
animales. Le singe et la souris MPTP sont les deux modeles animaux les plus

couramment utilisés. Pour des raisons inconnues, le rat est résistant a 1’injection de
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MPTP. A la suite de I’injection systémique de MPTP, celui-ci passe la barriere hémato-
encéphalique ou il est converti en sa forme toxique, le -méthyl -4-pyridinium (MPP")
par les MAO des astrocytes. Le MPP” reliché dans I’espace extracellulaire sera ensuite
transporté a 1’intérieur des neurones dopaminergiques par les DAT. Une fois a ’intérieur
des neurones, le MPP™ induira la mort des neurones en inhibant le complexe I de la
chaine mitochondriale, ce qui provoque la production de stress oxydatif nocif. Comme
dans la maladie de Parkinson, d’autres structures peuvent étre affectées par I’injection de
MPTP, comme le locus coeruleus ou 1’aire tegmentale ventrale. Contrairement a la
souris, I'utilisation du singe est limitée par la nécessité d’installations adéquates et les
frais colteux qu’il génére. Chez la souris, il est possible d’utiliser différentes voies
d’administration (intrapéritonéale et sous-cutanée) ainsi que différentes doses de MPTP
pour induire différents degrés de destruction des neurones. Il est aussi & mentionner que
la souche, le sexe, I’age et le poids de 1’animal influencent la sensibilité au MPTP et la
reproductivité de la Iésion (Blum ef coll., 2001; Jakowec et Petzinger, 2004; Bove ef
coll., 2005; Jackson-Lewis et Przedborski, 2007; Blandini et Armentero, 2012; Blesa et
coll., 2012).

La 6-OHDA est un analogue hydroxylé de la dopamine. Les effets toxiques de la
6-OHDA furent découverts en 1963 lorsque Porter ef coll. démontrérent que la 6-OHDA
était capable d’induire une perte de noradrénaline dans les nerfs sympathiques du ceeur
(Porter ef coll., 1963). Quelques années plus tard, en 1968, Ungersted démontra, chez le
rat, que I’injection de 6-OHDA dans la SNc¢ induisait la mort antérograde des neurones
dopaminergiques, générant ainsi le premier modéle animal de la maladie de Parkinson :
le rat 6-OHDA (Ungerstedt, 1968). De nos jours, la 6-OHDA est la toxine par excellence
pour modéliser la maladie de Parkinson chez le rat. Il est possible d’injecter la 6-OHDA
a des souris, mais compte tenu du haut taux de mortalité qui lui est associé, ce modéle
reste peu utilisé. La 6-OHDA ne passe pas la barriere hémato-encéphalique. Ainsi, pour
induire la dégénérescence des neurones dopaminergiques, elle doit étre administrée
directement dans le cerveau. Elle peut étre injectée dans le striatum, la SNc et le faisceau
médian du télencéphale (MFB, pour medial forebrain bundle) par ou passent les axones

dopaminergiques. Lorsque la 6-OHDA est injectée dans la SNc ou le MFB, elle induit
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une destruction massive et rapide des neurones dopaminergiques. Lorsque la 6-OHDA
est injectée de maniere bilatérale, c’est-a-dire dans les deux hémisphéres cérébraux, la
dégénérescence excessive des neurones induit une forte mortalité chez les animaux.
Par conséquent, la 6-OHDA est injectée de maniere unilatérale et I’hémisphére cérébral
controlatéral a la Iésion est utilisé comme contrdle. Au niveau comportemental, la 1ésion
unilatérale induit un comportement rotatoire chez le rat a la suite de I’injection de
drogues stimulant le systeme dopaminergique telles que [’amphétamine ou
’apomorphine. Cette caractéristique est largement utilisée pour évaluer les niveaux de
dégénérescence des neurones dopaminergiques. Contrairement & I’injection dans la SNc¢
ou le MFB, I’injection de la 6-OHDA dans le striatum induit une perte rétrograde
progressive et moins marquée des neurones dopaminergiques. Comparativement a
I’injection dans le MFB, l’injection dans le striatum n’induit pas une destruction
uniforme de la voie nigro-striée (Winkler et coll., 2002). L’injection de 6-OHDA offre
une trés bonne reproductibilité en regard de la Iésion obtenue. La polyvalence des sites
d’injection permet aux chercheurs d’utiliser le modele animal de 6-OHDA en fonction
des besoins de leurs études. Par exemple, pour modéliser les dyskinésies chez les rats,
I’injection dans le MFB sera utilisée préférentiellement a I’injection dans le striatum du
fait que la perte massive et uniforme des neurones dopaminergiques est un facteur
déterminant dans |’apparition des dyskinésies (Winkler et coll., 2002). Lorsqu’injectée
dans le cerveau, la 6-OHDA sera transportée a I’intérieur des neurones dopaminergiques
par le DAT. Une fois a I’intérieur, elle s’auto-oxyde, induisant la production de dérivés
réactifs de 1’oxygéne, menant au stress oxydatif et ainsi a la mort des neurones. La
6-OHDA peut aussi induire la mort des neurones en s’accumulant dans la mitochondrie,
ou elle bloque le complexe I de la chaine respiratoire. En plus d’avoir une forte affinité
pour le DAT, la 6-OHDA posséde une forte affinité pour le transporteur a la
noradrénaline. Par conséquent, elle peut rentrer dans les neurones noradrénergiques et
causer leur mort. Afin de protéger le systéme noradrénergique, il est important d’utiliser
un inhibiteur sélectif de la recapture de la noradrénaline, comme la désipramine, avec
I’injection de 6-OHDA (Blum et coll.,, 2001; Deumens et coll., 2002; Bove et coll.,
2005; Blandini et coll., 2008; Blandini et Armentero, 2012; Blesa et coll., 2012).
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En raison des considérations techniques liées a I’utilisation du singe MPTP, les
travaux de recherche présentés dans cet ouvrage ont été effectués chez les rongeurs : les
souris MPTP et les rats 6-OHDA. Chez les rongeurs, 1’injection de la toxine induit au
niveau comportemental des symptomes semblables a ceux de la maladie de Parkinson,
comme |’akinésie, la bradykinésie, la rigidité musculaire et les troubles de la posture

(Sedelis et coll., 2001; Cenci et coll., 2002; Deumens et coll., 2002).

1.3.5 Modéele animal des dyskinésies induites par la L-DOPA : le rat 6-OHDA

Depuis une quinzaine d’années, le rat 6-OHDA est largement utilisé pour
modéliser les dyskinésies chez les animaux. Comparativement aux singes MPTP et aux
souris 6-OHDA, chez qui il est aussi possible d’induire des dyskinésies, le modele de
rat 6-OHDA offre des procédures techniques et des analyses comportementales
facilitées. Comme nous I’avons vu précédemment, deux facteurs sont essentiels au
développement des dyskinésies : la perte massive des neurones dopaminergiques et la
prise répétée de la L-DOPA. Ainsi, pour modéliser les dyskinésies, les animaux sont tout
d’abord sujets a une sévere dégénérescence des neurones dopaminergiques induite par
I’injection unilatérale de 6-OHDA dans le MFB, puis traités de maniére répétée avec la
L-DOPA. Comme chez les patients parkinsoniens, le rat développe des mouvements
anormaux involontaires de type pic-dose dyskinésies, incluant des mouvements
dystoniques et hyperkinétiques qui interférent avec les activités motrices physiologiques.
L’apparition des mouvements involontaires en fonction du temps est semblable a
I’apparition des dyskinésies de type pic-dose observées chez les patients parkinsoniens.
Chez le rat 6-OHDA, les mouvements anormaux involontaires sont diminués par des
traitements antidyskinétiques ayant une efficacité chez les singes et les patients
parkinsoniens. Les changements moléculaires, observes chez les rats 6-OHDA traités a
la L-DOPA, sont semblables a ceux retrouvés chez les singes et les patients
parkinsoniens ayant des complications motrices. Les rats développent quatre types de
mouvements anormaux involontaires a la suite de I’administration répétée de la
L-DOPA : orolinguale, axial, de la patte antérieure controlatérale a la Iésion et

locomoteur. Ces mouvements involontaires sont analysés en fonction d’une échelle de
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notation permettant d’évaluer la distribution topographique, la fréquence, la persistance
et I’amplitude des dyskinésies. Il est toutefois a mentionner que les mouvements
involontaires de type locomoteur ne sont pas des caractéristiques des LID et sont donc
évalués séparément des autres mouvements involontaires. L.e modele de rat 6-OHDA est
couramment utilisé, en préclinique, afin de tester ’efficacité antidyskinétiques des
traitements avant qu’ils soient utilisés chez les singes et les patients parkinsoniens

(Cenci et coll., 2002; Cenci et Ohlin, 2009; Morin ef coll., 2014a).



CHAPITRE 11

HYPOTHESES DE RECHERCHE

Comme décrit dans I’introduction, la transmission synaptique cortico-striatale
permettant de transmettre les informations nécessaires a la réalisation d’activités
motrices est induite par ’activation des récepteurs glutamatergiques et est modulée par
’activation des récepteurs dopaminergiques. Dans ce contexte, les molécules des voies
de signalisation glutamatergique et dopaminergique, ainsi que celles qui sont autant
activées par la dopamine que par le glutamate, sont susceptibles de jouer un réle dans la
réalisation d’activités motrices. La recherche in vitro ou ex vivo permet de mettre en
évidence des schémas d’interactions moléculaires (Figure 2.1, p. 66). Toutefois, le réle
exact de ces molécules et les interactions qu’elles ont, au niveau comportemental
(in vivo), sont encore loin d’étre élucidés. De plus, comparativement aux effets de la
dopamine sur le contrdle du mouvement, les effets de la dopamine sur I’apprentissage
moteur sont encore peu compris. Dans ce contexte, les travaux de recherche présentés
dans cet ouvrage se sont intéressés au role de trois protéines, PKA, les calpaines et cdk3,
ainsi qu’a I’implication de I’afférence dopaminergique, au niveau du striatum, dans la

réalisation d’activités motrices.
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Figure 2.1  Schéma des interactions moléculaires au niveau du striatum. (Adaptée de
Shiflett et Balleine, 2011b; Lebel et coll., 2010.)

2.1 Est-ce que PKA par son action sur STEPg, est impliquée dans ’apprentissage
moteur?

Au niveau moléculaire, PKA participe a I’induction de la plasticité synaptique
(Abel et coll., 1997, Calabresi et coll., 2000; Kandel, 2001; Centonze et coll., 2003;
Kandel, 2012). Au niveau comportemental, I’inhibition génétique ou pharmacologique
de PKA induit des troubles de mémoire spatiale et de mémoire associée a la peur chez le
rongeur (Abel et coll., 1997; Schafe et LeDoux, 2000; Sharifzadeh et coll., 2005; Isiegas
et coll., 2006). In vitro, il a été montré que PKA phosphoryle STEPg; sur la sérine 221,
ce qui diminue ’activité de STEPs, (Paul ef coll., 2000). STEP est aussi impliquée dans
la mémoire spatiale et la mémoire associée a la peur (Paul ef coll., 2007; Venkitaramani
et coll., 2011; Olausson et coll., 2012) Le rble actuel de STEP, proposé par la littérature,
est que son activation s’opposerait au renforcement synaptique et par conséquent
altérerait la mémoire (Pelkey et coll., 2002; Paul et coll., 2007; Venkitaramani et coll.,
2011; Olausson et coll., 2012). Bien que ces études aient démontré I’implication de PKA
et de STEP dans la mémoire spatiale et dans la mémoire associée a la peur, le role de

PKA et son influence sur STEP dans I’apprentissage moteur sont encore inconnus.



67

A la lumiére de ces évidences, nous avons émis ’hypothése que [’activation de
PKA, au niveau du striatum dorsal, participait aux processus moléculaires permettant
Uapprentissage et la mémorisation d’une tdche motrice complexe, en diminuant ’activité
de STEPg¢;. Nous avons donc examiné, au niveau du striatum dorsal de souris, ’effet de
’inhibition de PKA sur I’apprentissage moteur et sur I’activation de STEPg;. De plus, la
capacité motrice chez les souris a aussi été étudiée. Les résultats de cette étude sont

présentés dans le premier article de cet ouvrage, au chapitre I1I.

2.2 Est-ce que DPinnervation dopaminergique est nécessaire Jors de
P’apprentissage moteur?

Au niveau moléculaire, il a été démontré que la dopamine participe a I’induction
de la plasticité cortico-striatale (Calabresi ef coll., 1992; Centonze ef coll., 1999; Shen et
coll., 2008). Au niveau comportemental, plusieurs études ont mis en évidence que chez
les patients parkinsoniens, 1’apprentissage de séquences répétées est affecté (Doyon et
coll., 1997; Doyon et coll., 1998; Krebs et coll., 2001; Carbon et Eidelberg, 2006;
Deroost ef coll., 2006; Siegert et coll., 2006; Smith et McDowall, 2006; Muslimovic et
coll., 2007, Gamble et coll., 2014). Toutefois, un déficit d’apprentissage n’est pas
toujours observé (Agostino et coll., 1996; Smith et coll., 2001b; Werheid et coll., 2003;
Deroost et coll., 2006; Pendt et coll., 2011). De plus, seulement quelques études chez les
modeles animaux ont étudié ’implication de la dopamine dans I’apprentissage moteur
(Ogura et coll., 2005; Beeler et coll., 2010; Eckart et coll., 2010; Gambhir et coll.,
2011). Dans ce contexte, de plus amples études sont nécessaires a la compréhension des
effets de la dopamine sur I’apprentissage moteur. De plus, savoir jusqu’a quel point
I’innervation dopaminergique est nécessaire pour |’apprentissage moteur n’est pas
défini. Ainsi, nous avons étudié quels sont les niveaux de dégénérescence des
terminaisons nerveuses dopaminergiques qui affectent ’apprentissage moteur. Pour cela,
nous avons induit différents niveaux de déplétion dopaminergique chez des souris, par
I’utilisation de la neurotoxine MPTP, et nous avons vérifié I’intégrité de leurs processus
d’apprentissage et de mémorisation lors de réalisation d’une tache motrice complexe. La

dopamine étant importante pour le contréle moteur, cette étude inclut aussi |’évaluation
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de la capacité motrice chez les souris. Les résultats de cette étude sont présentés dans le

deuxi¢me article de cet ouvrage, au chapitre IV.

2.3 Est-ce que les calpaines et cdk5 sont impliquées dans le contréle du
mouvement?

Au niveau du cerveau post-mortem de patients parkinsoniens, il a été observé que
la voie calpaines/cdk5/p25 est activée (Mouatt-Prigent et coll., 1996; Crocker et coll.,
2003; Alvira et coll., 2008). Chez les rongeurs modeles de la maladie de Parkinson,
’inhibition des calpaines ou de cdk5 prévient la mort des neurones dopaminergiques et
empéche le développement de troubles moteurs (Crocker et coll., 2003; Smith et coll.,
2003; Smith et coll., 2006; Grant et coll., 2009). Bien que ces dernieres études
démontrent que les calpaines et cdkS sont impliquées dans la mort des neurones
dopaminergiques, a savoir si les calpaines et cdkS5, présentes au niveau du striatum,
jouent un rdle dans le contréle moteur n’est pas établi. Le contrdle du mouvement au
niveau du striatum est régi par la transmission dopaminergique et glutamatergique. Des
¢tudes ont mis en évidence que les afférences dopaminergique et glutamatergique
influencent Iactivité et/ou I’expression des calpaines et de cdk5 au niveau du striatum
(Bibb et coll., 2001; Liu et coll., 2002; Cyr et coll., 2003; Meyer et coll., 2008; Mlewski
et coll., 2008; Lebel et coll., 2009; Lebel et Cyr, 2011; Baudry et coll., 2013). De plus, la
perte du contrdle moteur observé dans les LID est associée a une augmentation des
transmissions dopaminergique et glutamatergique (Calabresi et coll., 2007; Cenci et
Konradi, 2010; Morin et Di Paolo, 2014) et des évidences indirectes supportent le role
de cdkS et des protéines calcium-dépendantes dans 1’apparition des LID (Konradi et
coll., 2004; Aubert et coll., 2005; Blandini et coll., 2009; Schuster et coll., 2009,
Kobylecki et coll., 2010). Par exemple, les LID sont aussi associées a une augmentation
de I’expression de AFosB (Andersson et coll., 1999; Pavon et coll., 2006; Lindgren et
coll., 2011), dont le géne de cdkS est une des cibles (Bibb et coll., 1999). L’expression
des geénes impliqués dans la signalisation calcium-dépendante est augmentée chez les

rats 6-OHDA en réponse a la L-DOPA (Konradi et coll., 2004). Les dyskinésies sont
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diminuées lorsque les canaux calciques ou les récepteurs AMPA perméables au calcium

sont inhibés (Schuster et coll., 2009; Kobylecki et coll., 2010).

L’ensemble de ces évidences nous a permis d’émettre I’hypothése que les
calpaines et cdk5 présentes au niveau du striatum pourraient €tre impliquées dans le
contréle moteur. Afin de répondre a cet objectif, I’implication des calpaines et de cdk5 a
été étudiée dans le contexte des LID. Pour cela, nous avons utilisé le rat 6-OHDA, traité
avec la L-DOPA, en combinaison avec une infusion en continu dans le striatum dorsal
d’un inhibiteur des calpaines ou d’un inhibiteur de cdk5. Les résultats de cette étude sont

présentés dans le troisieéme article de cet ouvrage, au chapitre V.



CHAPITRE 111

REGULATION OF TYROSINE PHOSPHATASE STEP61 BY PROTEIN
KINASE A DURING MOTOR SKILL LEARNING IN MICE

Le contenu de ce chapitre a fait 1’objet d’une publication dans la revue

« PLoS One ». La référence de cet article est la suivante :

Chagniel L., Bergeron Y., Bureau G., Massicotte G. et Cyr M. (2014) « Regulation of
tyrosine phosphatase STEP61 by protein kinase A during motor skill learning in mice »,
PLoS One 9: e86988.

DOI:10.1371/journal.pone.0086988

3.1 Contribution des auteurs

Les travaux présentés ont été réalisés par Laure Chagniel, sous la supervision de
son directeur de recherche, le Dr Michel Cyr. La création du projet et des expériences
ont été réalisées par Laure Chagniel sous |’expertise du Dr Michel Cyr. Les expériences
ont été réalisées par Laure Chagniel avec 1’aide technique pour les expériences in vivo
de Yan Bergeron (étudiant au doctorat) et Geneviéve Bureau (auxiliaire de recherche).
Le matériel et les produits ont été fournis par les laboratoires des Drs Guy Massicotte
et Michel Cyr. L’analyse et D’interprétation des résultats ont ét€ réalisées par
Laure Chagniel sous la supervision des Drs Guy Massicotte et Michel Cyr.

Laure Chagniel a écrit le manuscrit en collaboration avec le Dr Michel Cyr.

3.2 Résumé

Récemment, la protéine STEP et sa protéine régulatrice, PKA, ont été suspectées
pour jouer un réle dans les mécanismes intracellulaires de la mémoire spatiale et de la

mémoire associée au conditionnement par la peur. Cependant, leur contribution a
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I’apprentissage et a la mémorisation des habiletés motrices est totalement inconnue.
Dans cette étude, nous avons investigué le role de STEP et de PKA durant
I’apprentissage des habiletés motrices associées au rotarod en accélération. Nous avons
observé que les niveaux de phosphorylation de STEPg, sur la sérine 221, un site
directement régulé par PKA, sont différemment modulés dans ["hippocampe, le cortex
moteur et le striatum, lors de I’apprentissage de la tiche motrice sur le rotarod. Dans une
deuxieme série d’expériences, nous avons inhibé PKA de maniére pharmacologique, par
I’injection du Rp-cAMPS, directement dans le striatum dorsal des souris, et ce, juste
avant les entrainements sur le rotarod. La phosphorylation de STEP par PKA prévient la
déphosphorylation des substrats de STEP tandis que I’inhibition de PKA favorise
’activation de STEP. L’inhibition de PKA au niveau du striatum altére, de maniére dose
dépendante, les performances des souris sur le rotarod. Les habiletés motrices générales
ont été testées et les résultats montrent que le contréle moteur est intact chez les souris
traitées avec une dose de 5 et de 20 pg de Rp-cAMPS, mais pas chez les souris traitées
avec la plus forte dose de 40 pg. Ces résultats suggerent que 1’apprentissage moteur est
affect¢ de maniére sélective par les plus faibles doses inhibant PKA. De plus,
’inhibition de PKA, au niveau du striatum, réduit les niveaux de phosphorylation de
STEPg; sur la sérine 221. Nos résultats supportent donc I'idée que I’inactivation de
STEPs; par PKA fait partie du processus moléculaire associé a I’apprentissage des

habiletés motrices.
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Abstract

Recently, striatal-enriched protein tyrosine phosphatase (STEP) and its upstream
regulator protein kinase A (PKA) have been suspected to play a role in the intracellular
mechanisms of fear conditioning and spatial memory. However, whether they contribute
to the learning and memory of motor skills is totally unknown. In this study, we have
investigated the role of STEP and PKA activities during motor skill learning associated
with the accelerating rotarod task. We observed that learmning the rotarod task
differentially modulated the levels of phosphorylated STEP61 at serine 221, a site
directly regulated by PKA, in the hippocampus, motor cortex and striatum. In a second
set of experiments, we have pharmacologically inhibited PKA by the injection of
Rp-cAMPS directly into the dorsal striatum of mice before rotarod trainings. PKA
phosphorylation of STEP prevents the dephosphorylation of STEP substrates, whereas
inhibition of PKA promotes STEP activity. Striatal PKA inhibitions dose-dependently
impaired mice performances on the accelerating rotarod task. General motor abilities
testing revealed an intact motor control in mice treated with 5 and 20 ug of Rp-cAMPS,
but not at the highest dose of 40 ug. This suggested that motor learning was selectively
affected by PKA inhibition at lower doses. Most notably, striatal inhibition of PKA
reduced the levels of phosphorylated STEP61 at serine 221. Our data support that
inactivation of STEP61 by the PKA activity is part of the molecular process associated

with motor skill learning.
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Introduction

Motor skill learning refers to the process by which a complex movement sequence
is encoded in the brain. Once memorised, a common task is performed without effort
and is quickly executed despite a prolonged period of time without practice. The
learning process associated with the acquisition of motor skills involves two stages (fast
and slow learning stages) and brain areas including striatum, cerebellum, hippocampus
and motor cortices regions [1,2]. Undeniably, motor learning processes are mediated by
specific brain molecular changes. For instance, it has been demonstrated that motor skill
learning induces novel expressions of important genes and proteins in the striatum and
motor cortex [3-7]. However, only few studies have investigated motor learning at the
level of proteins activity [6,8-11]. Additional investigations are definitely required to

understand the molecular determinant of this type of learning.

Striatal-enriched protein tyrosine phosphatase of 61 kDa (STEP61) is brain-
specific. It is expressed in brain area involved in motor learning that include the
striatum, hippocampus and cortex [12-14]. It has been demonstrated in vitro that
STEP61 activity is negatively regulated by protein kinase A (PKA). For instance, it is
well accepted that PKA phosphorylation at the conserved serine residue 221 (Ser221) of
STEP61 induced a reduction in STEP61 activity [15]. PKA is a ubiquitously expressed
kinase that has been documented to play an important role in the synaptic plasticity of
learning and memory [16,17]. Behavioral experiments demonstrate that intra-amygdala
or intra-hippocampal pharmacological inhibition of PKA interfere respectively with fear
conditioning consolidation [18] and spatial memory in a Morris water maze [19].
Transgenic mice expressing a dominant negative form of the regulatory subunit of PKA
exhibit impaired spatial memory and long term memory for contextual fear conditioning
[20,21]. It has also been demonstrated that STEP contributes to fear and spatial
memories through the regulation of neuronal signaling [22-24]. Although STEP and
PKA are implicated in spatial memory and fear conditioning consolidation; their role in

motor skill learning is still uncovered.
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The present study investigates the involvement of STEP and its relationship with
PKA in motor skill learning processes associated with the accelerating rotarod task in
mice. Our finding reveals that the levels of phosphorylated STEP61 are differentially
modulated in the brain of mice during motor skill learning. Furthermore, in the dorsal
striatum structure, we demonstrate that PKA activity influences the phosphorylation
levels of STEP61 at Ser221 residue, and directly contributes to the acquisition of a

complex motor task.

Materials and Methods
Ethics Statement

All experimental procedures were reviewed and approved by the UQTR Committee on
Animal Care (Protocol Number: 2012-MIC.17), and were in accordance with ethical
standards of the Canadian Council on Animal Care. Full efforts were made to minimize

suffering and discomfort of the animals.

Animals

Male C57bl/6j mice (12 weeks-old) were obtained from Charles River
(St-Constant, QC, Canada). Mice were housed in a climate-controlled room (14-h

light/10-h dark cycle) with food and water available ad libitum.

Experimental Design

In order to determine the level of STEP phosphorylation during motor skill
learning a cohort of drug naive mice were trained on the accelerating rotarod and
sacrificed immediately after the end of the last trial at each day of training (Figure 1A).
Brain of trained (»=4 mice/training day) and untrained mice (n=4) were removed,
carefully dissected, rapidly frozen on dried ice and preserved at -80°C until western blot

analysis To examine the role of PKA, Rp-cAMPS or vehicle (saline) were injected
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directly into both hemisphere of the dorsal striatum, 15 minutes prior to the first trial of
each training days, in an independent cohort of mice (Figure 1B). The following group
of mice were included: (1) vehicle-treated mice (control, n=7), (2) Rp-cAMPS-treated
mice at dose 5 pg/side (n=4), (3) Rp-cAMPS-treated mice at dose 20 pg/side (n=4) and
(4) Rp-cAMPS-treated mice at dose 40 pg/side (n=4). At the last rotarod training
session, the pole, wire suspension and stepping tests were performed in all mice to test
their motor abilities. To determine whether PKA mediate STEP phosphorylation in the
striatum of trained mice, levels of STEP phosphorylation after Rp-cAMPS injections
were measured in a third independent cohort of mice after two days of training. Mice
received intrastriatal injections of vehicle (n=4) or 20 pg/side of Rp-cAMPS (n=4),
15 min prior to the first trial of each rotarod training day. Mice were sacrificed
immediately after the last trial of the second training day. Brain were removed, rapidly
frozen on dried ice and preserved at -80°C. A fourth cohort of mice was used to assess
motor coordination on the rotarod following PKA inhibition (Figure 1C). Drug-naive
mice were trained on the accelerating rotarod during four consecutive days where
performances reached a plateau, meaning the mice had fully learned the task. The day
after, at their fifth day of training, mice received vehicle (n=4), 20 pg/side (n=4) or
40 pg/side (n=4) of Rp-cAMPS directly into the dorsal striatum, 15 minutes prior to the

first rotarod trial.

Pharmacological Treatments

The PKA inhibitor Rp-cAMPS was purchased from Tocris Bioscience (Bristol,
United Kingdom). Rp-cAMPS or vehicle (saline) was administered bilaterally into the
dorsal striatum, 15 min before the first rotarod trial. Rp-cAMPS at the dose of 5, 20 or
40 pg in 1 pl/site (dissolved in saline) and vehicle were injected by microinjection at a
constant rate of 0.5 pl/min. Injections were performed under the control of a micro
injector pump (Harvard Apparatus, Holliston, MA, USA). Drug doses were chosen
based on previous studies [25,26]. For the microinjections, a bilateral 26 gauge guide
cannula (Plastics One, Roanoke, VA, USA) was implanted in mice under anesthesia

with isoflurane, 7 days before the beginning of treatments. The precise localisation of
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the gauge guide cannula in the dorsal striatum was made using a stereotaxic apparatus.
The coordinates were AP: +0.86 mm; ML: £1.50 mm; DV: -3.25 mm relative to

Bregma, according to the atlas of Paxinos and Franklin [27].

Rotarod Test

The accelerating rotarod apparatus (AccuScan Instruments, Columbus, OH, USA)
was consisting of a suspended rod that accelerates at a constant rate, from 4 to 40 rpm in
300 s. At each day of training, mice were trained on the rotarod throughout a session of
10 trials. A trial ends when the mouse falls off the rod or after reaching 300 s. Time was

recorded for each trial. A resting time of 180 s was allowed between each trial.

Motor Ability Tests

General motor behaviour of mice was evaluated using the wire suspension, pole
and stepping tests as we described previously [28,29]. At the fourth day of rotarod
training, animals were pre-trained three times to ensure the tasks were fully learned.
Afterward, Rp-cAMPS or vehicle solutions were injected. 15 min later, motor and
rotarod tests were performed (Figure 1B). Briefly, the wire suspension test consisted to
hang the animal with its paws on the middle of a wire fixed horizontally between two
platforms (length: 80 cm, height: 25 cm). The time needed to reach one platform was
recorded. For the pole test, mice were placed on the top of a pole (length: 50 cm,
diameter: 1.5 cm), and the time taken to turn down and reach the tloor was recorded.
The maximal time allowed for the wire suspension and pole test was set at 120 s. The
stepping test consists to lift up the animal’s hind legs by pulling up the tail, leaving only
the forepaws on the table. Then, the experimenter pulled the animal backward by the tail
(1 m in 5-6 s), until the other edge of the table was reached. Each trial was recorded
using a video camera, and for each the number of adjusting steps for both forepaws was

calculated.
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Western Blotting

Immediately after each day of training, brains of drug naive mice were removed
and anterior cortex, striatum and hippocampus were carefully dissected, rapidly frozen
on dried ice and preserved at -80°C until protein extraction. To measure STEP
expression after Rp-cAMPS injection, a micro punch tissue was performed in both
hemispheres of the striatum at the injection site [30]. To this end, a 1 mm thick slice of
frozen brain containing the striatum (Bregma from 1.10 mm to 0.10 mm) was cut using
Leica CM3050 cryostat (Leica Biosystems, Concord, ON, Canada). Bilateral punches
were then collected from the dorsal striatum using a 2 mm punch (Stoelting, Wood Dale,
IL, USA). All tissue samples were homogenized in RIPA buffer containing protease and
phosphatase inhibitors cocktails (Roche, Indianapolis, IN, USA). Protein concentrations
were quantified by Bradford assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). 40 pug of every
protein sample was loaded on 10% SDS-PAGE gel electrophoresis and transferred on
nitrocellulose membranes. The membranes were blocked in 5% BSA/TBS-Tween 0.1%
for 1 hour at room temperature and incubated overnight at 4°C with the primary
antibodies. The following primary antibodies were used: rabbit polyclonal antibody
against phospho-STEP61 (Ser221) (1:1000; Millipore, Billerica, MA, USA), mouse
monoclonal antibody against STEP (1:2000; Upstate-Millipore), rabbit polyclonal
antibody against phospho-CREB Ser133 (1:1000; Cell Signaling Technology, Beverly,
MA, USA) and rabbit polyclonal antibody against CREB (1:1000; Cell Signaling).
Specificity of phospho-STEP and STEP antibodies was examined (Figure S1A, B).
The membranes were washed in TBS-Tween 0.1% and incubated with appropriate
horseradish peroxidise conjugated secondary antibody (1:5000; Cell Signaling
Technology, Beverly, MA, USA). Mouse monoclonal antibody against GAPDH
(1:10000; Abcam, Cambridge, MA, USA) served as a loading control.
Chemiluminescence reactions (SuperSignal West Femto chemiluminescence kit, Pierce
Chemical Co., Rockford, IL, USA) were utilized to visualize proteins. Densitometric
analyses were performed using the Vision work LS software (UVP Bioimaging, Upland,

CA, USA) and data were expressed as relative optical density.
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Statistical Analysis

Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism software
(version 5.0, Graph Pad Software, San Diego, CA, USA). Data were subjected, as
appropriate, to an unpaired t-test, one-way ANOVA followed by the Tukey post hoc

test. Data were reported as the mean = S.E.M. Statistical significance was set at p < 0.05.

Results
Modulation of STEP61 Phosphorylation during Rotarod Training

As we and other have previously documented, drug naive mice rapidly improved
their performances on the rotarod task at the first day of training whereas at the second
day, their scores improved slowly and reached a plateau at the third day (Figure 2A) [6].
In these trained mice, we investigated whether motor skill learning influenced STEP
phosphorylation at Ser221 for STEP61. To this end, levels of phosphorylated STEP61 at
Ser221 were measured, using western blot technique, at each training day (day 1, 2, 3
and 4). The brain regions considered were chosen based on their known implication in
motor learning as well as the presence of STEP expression [12]. Note that the selectivity
of STEP antibodies were evaluated (Figure S1A). In the hippocampus, we observed a
decrease of 37% in p-STEP61 levels at the first day of training compared to untrained
control mice. (Figure 2B; F4.19) = 3.689; P < 0.05; one-way ANOVA followed by the
Tukey post-hoc). In the anterior cortex, levels of p-STEP61 were significantly increased
by 54% at the third day (Figure 2C; Fi4.19y = 4.597; P < 0.05). In the striatum, a
significant increase of 54% in the levels of p-STEP61 were observed at second day of
training compared to untrained control mice (Figure 2D; Fi4.19y = 10.150; P < 0.001)

Notably, levels of total STEP61 protein were unchanged during rotarod learning.

Striatal PKA Inhibition Impaired Rotarod Learning

It has been demonstrated that STEP61 is phosphorylated by PKA at Ser221 in
striatal homogenates or in striatal slices [15]. Our result that phosphorylation of STEP61
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at Ser221 is augmented in the striatum during rotarod training (Figure 2C) suggests an
increased activation of PKA in this structure. To investigate whether striatal PKA
activity play a role in motor skill learning, we injected directly into the dorsal striatum of
mice a competitive inhibitor of PKA, Rp-cAMPS, 15 min before each accelerating
rotarod training day. Three different doses of Rp-cAMPS were used: 5, 20 and
40 pg/side. We observed that Rp-cAMPS dose-dependently impaired rotarod
performances across training days (Figure 3A). Statistical analysis using one-way
ANOVA followed by the post hoc Tukey test was performed on the average of the two
first trials (Figure 3B) and two last trials (Figure 3C) of every training session. Similar
rotarod performances were observed in mice treated with either 5 pg/side of Rp-cAMPS
or vehicle (Figure 3B, C). In contrast, mice treated with 20 or 40 ug/side of Rp-cAMPS
demonstrated lower performances across training day compared to vehicle-treated mice
(Figure 3B: day 1: F3.26) = 0.358, P > 0.05, day 2: F3.26) = 8.283, P < 0.001, day 3:
Fiaag = 3.991, P < 0.05, day 4: Fz.15 = 3.795, P < 0.05; Figure 3C: day 1: Fiz.6) =
2.495, P> 0.05, day 2: F3.06) = 7.882, P <0.001, day 3: Fi3,13)= 10.60, P < 0.001, day 4:
Faagy = 5.600, P < 0.01). Inhibition of PKA with 20 ug/side of Rp-cAMPS resulted in
reduced performances only at the second and third training days whereas the dose of

40 pg/side was associated with robust impaired performances at day 2, 3 and 4.

Integrity of Motor Abilities during Striatal PKA Inhibition

To verify that the effects of PKA inhibition on rotarod performances are not due to
impaired general motor abilities of mice, we performed three well recognized motor
execution tests: the pole, wire suspension and stepping tests. The pole test estimated
bradykinesia and motor coordination; the wire suspension test analyzed the coordination
and muscle strength of mice and the stepping test evaluated akinesia [31-34]. In order to
remove the learning variables associated with these tests, mice were pre-trained.
We tested motor capacities of mice after inhibition of PKA at the fourth day.
No significant difference between vehicle-treated mice and mice treated with 5 or
20 pg/side of Rp-cAMPS was observed on these three tests (Figure 4A-C; ANOVA).

Interestingly, motor capacity of mice treated with 40 pg/side was impaired in all tests
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(pole test: F3.15) = 3.944, P < 0.05, wire suspension test: Fi3.g = 5.574, P < 0.01,
stepping test: F3.15y = 4.174, P < 0.05). Moreover, we investigated directly the effect of
PKA inhibition on rotarod motor coordination. To this end, drug naive mice were trained
on the accelerating rotarod during 4 consecutive days. At the fifth training day, we
injected 20 or 40 pg/side of Rp-cAMPS in the dorsal striatum and observed that PKA
inhibition at both doses had no statistically significant effect on rotarod performances

(Figure 4D, ANOVA; day 5: F.11, = 0.658; P> 0.05).

PKA Activity Altered Striatal STEP61 Phosphorylation

Next, we investigated whether STEP61 phosphorylation in the striatum of trained
mice is PKA dependant. An independent cohort of mice was trained on the accelerating
rotarod and received 20ug/side of Rp-cAMPS, 15 minutes prior the first trial of each
training day. Since we noticed an increase in striatal p-STEP61 level at the second day
of learning, mice were sacrificed at the end of the last trial of day 2. Levels of p-STEP61
in the dorsal striatum were measured using the western blot technique. We demonstrated
that intrastriatal PKA inhibition decreased by 30% the levels of p-STEP61 when
compared to vehicle-treated mice (Figure SA, Unpaired t test, P < 0.001). Moreover,
inhibition of PKA was confirmed by quantification of the phosphorylation of a known
substrate of PKA, the transcription factor cAMP response element-binding protein
(CREB), at Serine 133 [35]. Intrastriatal inhibition of PKA decreased by 35% the levels
of p-CREB (Figure 5B, Unpaired t test, P <0.001).

Discussion

In this present study, we have investigated whether the activity of 61 kDa STEP
isoform is modulated in the brain of mice that are learning a complex motor task, and
whether PKA play a role in these processes. To assess the learning of a complex motor
skill, we select the accelerating rotarod test, among many other tasks such as chaining of
motor sequences, visuomotor skill acquisition, instrumental lever-pushing and serial

reaction-time tests. The benefit of this test, in contrast to the other tasks, is its
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association with clear dependent-adaptive responses memory. This test can be arbitrary
divided into two stages in parallel to the general pattern of memory encoding that
include: an early, fast learning stage, in which larger improvement of performance can
be observe within a single training session (day 1) and a later, slow learning stage, in
which incremental gains in performance can be observed across several sessions (day 2,
3 and 4). Moreover, it allows the investigation of motor skill learning in the absence of
the associative and working memory components of other motor learning tasks. Motor
abilities are distinguished from motor learning by assessing general motor capacities

through the stepping, wire suspension, and pole tests.

Our findings propose that the learning processes associated with rotarod learning
involve STEP61 activity. We demonstrate that at an early phase of learning, at the end of
the first training day, levels of phosphorylated STEP61 are decreased in the
hippocampus of trained mice, whereas they are comparable to untrained mice during
later phases, after the second, third and fourth day of training. In the hippocampus,
previous studies demonstrate that STEP deletion facilitated hippocampal-dependent
learning [23]. Our data are therefore in contradiction with this study based on the current
proposed molecular model that STEP activation acts as a tonic brake on synaptic
transmission. Our observation of decreased levels of phosphorylated STEP would be
associated with enhanced STEP activity, and therefore a reduction in the synaptic
strength. One possibility is that STEP is behaving as an auto-regulator on this first day
of training, to turn down and compensates the enhanced activity of proteins implicated
in synaptic reorganisation processes. This may explain why these phosphorylation levels
return to baseline levels in the following sessions (day 2, 3 and 4). We have indeed
previously observed that markers of adaptive response to synaptic activation for newly
learned events are activated in the hippocampus after the first day of learning, and return
to basal levels in the following days of learning [6]. This finding indicates that the
hippocampus might be engaged in the early learning phase. In contrast, in the anterior
cortex and striatum, an increase in the levels of phosphorylated STEP is observed during
later phases of motor skill training. We indeed noticed a punctual surge in STEP

phosphorylation at the second day in the striatum and at the third day in the anterior
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cortex. The second and third day of our rotarod training paradigms are reflecting the
later phases of learning. The anterior cortex and striatum seems to be engaged in these
periods specifically and this is in agreement with previous studies. It has been
documented that both structures are further engaged when the range of gain of
performance is much lower [2,6,36]. Altogether, our data demonstrated that STEP
activity during motor skill learning is neuroanatomically defined and depends of the
learning phases. Further experiments are definitively needed to understand this regional
brain specificity of STEP activity during motor skill learning. However, although STEP
has been linked previously to certain learning behaviours [22-24], to our knowledge, we
are the first to report a brain differential modulation of STEP activity during motor skill

learning.

Levels of phosphorylated STEP61 are modulated during rotarod learning at the
Ser221 residue. STEP61 is known to be phosphorylated at this serine residue in vitro, in
brain slices and striatal homogenates, by PKA activity [15]. Our data confirms in vivo,
for the first time, a direct relationship between PKA activation and phosphorylation of
STEP Ser221 residue. We indeed demonstrate that inhibition of PKA into the dorsal
striatum of mice decreases phosphorylation levels of STEP61 at Ser221. Interestingly,
PKA inhibition also reduces the phosphorylation levels of CREB, suggesting that PKA
mediates genes activation during learning. This finding is in accord with our previous
study demonstrating that motor learning induces genes expression [7]. The current
proposed molecular model is that STEP activation acts as a tonic brake on synaptic
transmission, which is associated with a decline in memory function [37-39].
Dephosphorylation of STEP increases its activity that will, in turn, inactivates key
signaling molecules reinforcing synaptic plasticity, such as extracellular signal-regulated
kinase 1/2 (ERK1/2) or NR2B subunit of N-methyl-D-aspartate receptors (NMDARSs)
[23,40,41]. In accord with this contention, STEP inhibition in CA1 hippocampal neurons
enhanced transmission and occluded LTP induction [42]. Genetic deletion of STEP in
mice enhanced spatial memory and fear conditioning consolidation [22-24]. Our data
demonstrate that during motor learning, phosphorylation of STEP61 in the striatum is

PKA dependant. According to these previous evidences, this finding is crucial to the
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rotarod learning and further demonstrates the importance of sustained inactivation of

STEP during the learning of a complex motor skill.

We demonstrate that direct striatal infusion of a PKA inhibitor alters the
acquisition of rotarod motor task. At high dose of Rp-cAMPS (40 ug/side), inhibition of
PKA impairs considerably mice performances on the rotarod task. Our additional
experiments looking at mice motor abilities suggest that this dose produces severe motor
control deficits including bradykinesia, motor coordination troubles and akinesia, which
are not observed at lower doses. Interestingly, however, when the rotarod task is fully
learned, inhibition of PKA with 40 pg/side of Rp-cAMPS did not decreased rotarod
performances. Once this particular task is learned, movements became automatically
performed. This data suggest that PKA is not engage when movement is performed
spontaneously, probably because these automatized movements do not require excessive
skills or motor control. In mice lacking the RIIB subunit of PKA, performances on the
accelerating rotarod are slightly improved over two training days; but knockout mice
never accomplish the same performances as wild type mice [43]. Even at a less
challenging rate of acceleration, rotarod performances remain dramatically lower. In the
striatum of these mice, PKA activity is reduced by 75%, which concur with our finding
using high dose of PKA inhibitor. Our most compelling data are from the intermediate
dose, 20 pg/side, for which treated-mice reached the maximal scores of performance at
the fourth training day, whereas drug-naive mice reach them at the last trials of the
second day. Motor coordination and abilities are not altered at this dose. Therefore,
unambiguously, the mice treated with 20 pg/side of Rp-cAMPS exhibited learning
delays. The role of PKA in striatum-dependant motor learning paradigm is not clearly
defined. Indirect evidence demonstrate that mice with genetic deletion of adenylyl
cyclase 5, which is known to downregulate PKA activity through a reduction of cAMP
levels, impairs the acquisition of striatum-dependant learning including response
learning in the cross maze and motor skill learning associated with the accelerating
rotarod [44]. We believe, based on these findings, that there is a ceiling effect of PKA
inhibition in the striatum toward motor learning and that PKA inhibition is more

vulnerable to motor skill leaning than motor control.
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In conclusion, we report that attenuation of striatal STEP61 activity through PKA

action is a crucial part of the molecular pathway leading to the automatization of a

complex motor skill. Moreover, we highlight a regional brain variation in the levels of

phosphorylated STEP61 at Ser221 during motor learning.
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STEP antibodies specificities.

(A) Representative examples of phospho-STEP61 and total STEP61
expression in the anterior cortex, hippocampus, striatum and cerebellum
of mice. Brain lysates were immunoblotted with phospho-STEP and
STEP total antibodies. According to the literature, STEP61 was observed
in the anterior cortex, hippocampus and striatum, but not in the
cerebellum. It is noteworthy that highest STEP61 expression levels were
noticed in the striatum. The phospho-STEP61 antibody revealed that the
lower band corresponded selectively to phosphorylated STEP61 at
Ser221. (B) Specificity of the phospho-STEP antibody using alkaline
phosphatase treatment on striatum lysates. Striatum lysates were
incubated with or without phosphatase alkaline (calf intestinal). Protein
extracts were immunoblotted with phospho-STEP antibody. No labelling
was observed with the phospho-STEP antibody after phosphatase
treatment. Reprobing the same membrane with total STEP antibody
confirmed the presence of STEP61.
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Experimental design.

(A) Analysis of STEP expression during motor skill learning. Drug naive
mice were trained on the accelerating rotarod and sacrificed immediately
after the end of the last trial at each day of training (day 1, 2, 3 and 4).
Levels of total and phosphorylated STEP proteins in selected brain
regions were analyzed by western blot techniques. (B) Role of PKA in
motor learning. A guide cannula was implanted into the dorsal striatum of
mice 7 days before rotarod training. Rp-cAMPS or vehicle were injected
directly into the dorsal striatum of mice before the first trial at each
rotarod training day (day 1, 2, 3 and 4). At the fourth day of training,
mice were also tested for their motor abilities. Another cohort of mice
received Rp-cAMPS or vehicle before the first trial at each rotarod
training day. Mice were sacrificed at the second training day to performed
western blot experiments. (C) Role of PKA activity in the motor
coordination requested during rotarod testing. A guide cannula was
implanted into the dorsal striatum of mice 7 days before rotarod training.
Mice were trained during four consecutive days and Rp-cAMPS or
vehicle was injected before the first trial at the fifth training day.
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Figure 2 Levels of phosphorylated STEP61 in the brain of mice during motor
learning.
(A) Drug-naive mice were trained on the accelerating rotarod during
4 consecutive days and sacrificed at the end of each training day. Protein
levels were evaluated by western blot. Proteins were extracted from
selected brain regions of untrained or trained mice. Protein levels of
phosphorylated STEP61 at Ser221, total STEP61 as well as GAPDH were
measured in (B) hippocampus, (C) anterior cortex and (D) striatum. Data
represent the mean of p-STEP61 relative optical density (expressed as a
percentage of control values) + S.E.M. Values are expressed relative to
total STEP and are from triplicate experiments/animal, #» = 4 mice/group.
*p < 0.05, **p < 0.01 vs. untrained mice; *p < 0.05 vs day 1; *p < 0.05,
M h <0.001 vs. day 3; “p < 0.05, “p < 0.01 vs. day 4.
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Figure 3 Effect of intrastriatal inhibition of PKA in mice during rotarod
training.

(A) Time spent on the rod of the accelerating rotarod for every trial
completed at days 1, 2, 3 and 4. Mice were treated directly into the dorsal
striatum, 15 min before each training day, with vehicle (saline) or
Rp-cAMPS at doses: 5, 20 or 40 pg/side. Data represent the mean of
latency to fall per trial expressed for every training day + S.E.M. Lower
panels represent the average scores of (B) the two first trials and (C) the
two last trials of each training day. Values represent the average mean
latency to fall expressed in seconds £ S.EM. n = 4 to 11 mice/group.
*p < 0.05, **p < 0.0] ***p < 0.001 vs. respective vehicle-treated mice;
*p <0.05 vs. mice treated with 5 pg/side.
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Motor abilities in mice with intrastriatal inhibition of PKA.

(A) Pole, (B) wire suspension and (C) stepping tests were performed to
assess motor abilities in saline (vehicle)-treated mice as well as mice
treated with 5, 20, or 40 pg/side of Rp-cAMPS into the dorsal striatum.
Data represents the mean of time require to perform the test (pole and
wire suspension test) and the mean of numbers of adjusting steps
(stepping test) £ S.E.M. n =4 to 7 mice/group. *p < 0.05, **p < 0.01 vs.
respective vehicle-treated mice; #p < 0.05 vs. mice treated with 5 pg/side;
*p < 0.05 vs. mice treated with 20 pg/side. (D) Evaluation of motor
coordination on the accelerating rotarod. Drug-naive mice were trained on
the accelerating rotarod during 4 consecutive days and treated into the
dorsal striatum at the fifth day with vehicle (saline), 20 or 40 pg/side
Rp-cAMPS. The total average latency to fall is shown at every training
day in mice treated with vehicle or Rp-cAMPS. Data represent the means
of all trials per training day + S.E.M. n = 4 mice/group.
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Figure § Levels of phosphorylated STEP61 and CREB in mice with
intrastriatal inhibition of PKA.
(A) Levels of phosphorylated STEP61 at Ser221 and (B) phosphorylated
CREB at Ser133 were evaluated in the dorsal striatum of trained mice
injected with vehicle (saline) or Rp-cAMPS at the second day of training.
Data represent the mean of relative optical density of phosphorylated
STEP61 and phosphorylated CREB (expressed as a percentage of control
values) + S.E.M. Values are respectively expressed relative to total STEP
and total CREB. Values are from triplicate experiments/animal, n = 4
mice/group. ***p < 0.001 vs. vehicle-treated mice.
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PARTIAL DOPAMINE DEPLETION IN MPTP-TREATED MICE
DIFFERENTIALLY ALTERED MOTOR SKILL LEARNING
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4.1 Contribution des auteurs

Les travaux présentés ont été réalisés en majeure partie par Laure Chagniel, sous la
supervision de son directeur de recherche, le Dr Michel Cyr. La création du projet et des
expériences ont été réalisées par Laure Chagniel sous I’expertise du Dr Michel Cyr. Les
expériences ont été réalisées par Laure Chagniel (80 %) ainsi que Christine Robitaille
(20 %, ancienne étudiante a la maitrise) avec 1’aide technique pour les expériences
in vivo de Christopher Lacharité-Muller (ancien stagiaire) et Geneviéve Bureau
(auxiliaire de recherche). L’analyse et I’interprétation des résultats ont été réalisées par
Laure Chagniel sous la supervision du Dr Michel Cyr. Laure Chagniel a écrit le

manuscrit en collaboration avec le Dr Michel Cyr.

4.2 Résumé

Les récentes évidences suggerent que le neurotransmetteur dopamine joue un role

dans le contréle moteur et I’acquisition des habitudes et des habiletés. La plupart des



96

études sur les effets de la dopamine inclus souvent des souris ayant une forte réduction
en dopamine. Par conséquent, isoler les effets de la dopamine sur I’apprentissage moteur
de ceux sur le contrdle moteur reste un défi. En utilisant la neurotoxine MPTP, nous
avons investigué, chez des souris, I'effet de différents niveaux d’épuisement en
dopamine sur trois tests de comportement moteur : le rotarod en accélération, le « wire
suspension test » et le « pole test ». Trois protocoles ont été réalisés afin de diminuer,
selon des degrés différents, la synthése de dopamine: 4 injections (i.p) de 9 mg/kg en
1 jour; 4 injections (i.p) de 15 mg/kg en 1 jour; ou 5 injections (s.c) de 30 mg/kg en
5 jours. La sévérité de la réduction en dopamine a été évaluée par la quantification des
niveaux de la tyrosine hydroxylase (TH) et du transporteur a la dopamine dans le
striatum des souris, en utilisant la technique de Western blot. Les souris ont alors été
placées dans quatre groupes différents en fonction des niveaux d’expression de la TH :
léger, modéré, marqué, séveére. Chez ces souris, la capacité motrice générale, comme la
coordination, la vitesse de déplacement, et la force musculaire, sont relativement intactes
alors que l’acquisition des habiletés est altérée chez les souris ayant une réduction
marquée et sévere des niveaux de TH. En effet, les résultats sur le rotarod en
accélération montrent que les souris ayant une réduction marquée et sévere des niveaux
de dopamine ont des résultats inférieurs lors des premiers essais, au premier jour, ainsi
qu’une progression plus lente des performances a travers les jours d’entrainement
subséquents. En se basant sur ces résultats, nous concluons que comparativement au
contréle des activités motrices, I’apprentissage des habiletés est plus vulnérable a une

réduction en dopamine.
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Abstract

Recent findings suggest that the neurotransmitter dopamine (DA) system plays a
role in motor control and the acquisition of habits and skills. However, isolating
DA-mediated motor learning from motor performance remains challenging as most
studies include often severely DA-depleted mice. Using the neurotoxin I-methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP), we investigated the effect of various degrees
of DA-depletion in mice on three tests of motor behaviors: the accelerating rotarod, wire
suspension and pole tests. Three protocols were performed to decrease DA synthesis to
various extents: 4 injections (i.p.) of 9 mg/kg in one day; 4 injections (i.p.) of 15 mg/kg
in 1 day; or 5 injections (s.c.) of 30 mg/kg in 5 days. Severity of DA-depletion was
assessed by the evaluation of tyrosine hydroxylase (TH) and dopamine transporter levels
in the striatum using the Western blot technique. Mice were gathered into four different
groups according their TH levels: mild, moderate, marked and severe. In these mice, the
general motor abilities such as coordination, motion speed and muscular strength were
relatively intact whereas impaired acquisition of skilled behavior occurred in mice with
marked and severe reduction in TH levels. Marked and severely DA-depleted mice
exhibited lower scores within the first trials of the first training day as well as a much
slower progression in the following days on the accelerating rotarod. Based on these
results, we conclude that the learning of a skilled behavior is more vulnerable to DA

depletion than the DA-mediated control of motor activity.

Keywords

Accelerating rotarod, motor skill, learning, memory, consolidation, dopamine

Abbreviations
DA: dopamine; DAT: dopamine transporter; ERK: extracellular signal-regulated kinase;
i.p: intraperitoneal; MPTP: 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine;  PD:

Parkinson’s disease; s.c: subcutaneous; TH: tyrosine hydroxylase.
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Introduction

The neurotransmitter dopamine (DA) is recognized to be critical to the regulation
of motor action, motor learning, and corticostriatal plasticity [1-4]. Animal models based
on experimental depletion of forebrain DA have traditionally focussed on the simple and
easy measure of motor impairments, and they reproduce well the bradykinesia, rigidity
and impairments in the initiation and sequencing of voluntary goal-directed movement
[5-9]. However, a more comprehensive analysis in more complex motor learning
paradigms is mandatory. Besides, only few studies have investigated the possible
involvement of impaired acquisition of skilled behavior in the motor disabilities in
animal models of partial DA depletion [10-13]. Therefore, the relationship between
motor performance and learning, and the role of DA in the mediation of them remains

unclear.

In this study, we investigate the effect of various degrees of DA-depletion in
mice on motor skill performance and learning. To this purpose, mice were treated
with different treatments of a dopaminergic toxin, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP), to induce various degrees of DA depletion. Next, we
assessed a variety of behavioral tests, such as the accelerating rotarod test for the
acquisition of skilled behavior, a pole test for bradykinesia, and a wire suspension test
for muscle strength in DA-depleted mice. The accelerating rotarod is associated with
clear dependent-adaptive responses memory that can be arbitrary divided into several
stages in parallel to the general pattern of memory encoding that include acquisition and
consolidation phases. Once consolidated, motor skills are carried out effortlessly and
became automatized with extended practices [14-16]. These experiments will establish
how much DA depletion affects the acquisition of skilled behaviors as opposed to the

DA-mediated control of motor activity.
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Materials and methods

Animals

The mice used in our experiments were C57bl/6) males of 12 weeks of age
(Charles River Laboratories, St-Constant, QC, Canada). They were housed in a climate-
controlled room (14-h light/10-h dark cycle) with food and water available ad libitum.
All experiments, approved by the institutional animal care committee, were in

accordance with ethical standards of the Canadian Council on Animal Care.

Treatments

To induce various dopaminergic depletions, four group of mice received different
doses and regimens of the neurotoxin MPTP (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada).
Acute treatments consisted of four intraperitoneal (i.p.) injections of 9, 15 or 20 mg/kg
of MPTP at 2 h intervals within a day. The chronic treatment consisted of one
subcutaneous (s.c.) injection of 30 mg/kg MPTP/day for 5 consecutive days. Separate
control groups for acute or chronic MPTP treatment groups were used. Control mice

received an equivalent volume of saline. The experimental design is described in Fig. 1.

Rotarod test

One week after the last MPTP injection, mice performances on the rod were
evaluated on the accelerating rotarod apparatus (AccuScan Instruments, Columbus, OH,
USA). The test consisted of a suspended rod (diameter: 3 cm) that accelerates at a
constant rate, from 4 to 40 rpm in 300 s. Mice were trained 3 consecutive days and at
each day of training, they were placed on the rod for a session of 10 trials. Time was
recorded for each trial. A trial ended when the mouse fell off the rotarod or after

reaching 300 s. A resting time of 180 s was allowed between each trial.
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Wire suspension test

The wire suspension test verified the coordination and muscle strength of mice
[17]. Briefly, the wire (length: 80 c¢m, height: 25 cm) was fixed horizontally between
two platforms. Each animal was hung with its paws on the middle of the wire and the
time needed to reach one platform was recorded. The maximal time allowed was set at
120 s. We performed this test at days 1, 2 and 3 before the initiation of rotarod trainings.
Note that mice were pre-trained by completing four trials before the beginning of

testing.

Pole test

The pole test was assessed to estimate bradykinesia and motor coordination
[17-19]. The structure consisted in a vertical gauze-taped wooden cylinder (length:
50 cm, diameter: 1.5 cm) with a tennis ball fixed at the top. Mice were placed head
upward below the ball. The time taken to turn down and reach the floor was recorded.
The maximal time allowed for the test was set at 120 s. Mice were pre-trained four
consecutive times at the first day of training and the test was performed at days 1, 2 and

3 before the rotarod trainings.

Western blotting

Mice were sacrificed at the end of the last trial of the rotarod training and brains
were immediately removed. The striatum structures (that included the dorsal and ventral
parts without the nucleus accumbens) of both hemispheres of every mouse brain were
carefully dissected, pooled together, rapidly frozen on dried ice and preserved at -80°C
until protein extraction. Tissue samples were homogenized in RIPA buffer containing
protease and phosphatase inhibitors cocktails (Roche, Indianapolis, IN, USA). Protein
concentrations were quantified by Bradford assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA).
30 pg of every protein sample was loaded on 10% SDS-PAGE gel electrophoresis
and transferred on nitrocellulose membranes. The membranes were blocked in 5%

BSA/TBS-Tween 0.1% for 1 hour at room temperature and incubated overnight at 4°C
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with the primary antibodies raised against tyrosine hydroxylase (TH; 1:1000; Abcam,
Cambridge, MA, USA), DA transporter (DAT; 1:1000; Chemicon, Temecula, CA,
USA) and GAPDH (1:1000; Abcam). GAPDH was used as a loading control.
Membranes were washed in TBS-Tween 0.1% and incubated with the corresponding
anti-rabbit, anti-mouse (1:5000, Thermo scientific, Ottawa, ON, Canada) or anti-rat
(2:5000, Jackson Immunoresearch, West Grove, PA, USA) secondary horseradish
peroxidase antibodies. Chemiluminescence reactions (SuperSignal West Femto
chemiluminescence kit, Pierce Chemical Co., Rockford, IL, USA) were utilized to
visualize proteins and densitometric analyses were performed using the Vision work LS
software (UVP Bioimaging, Upland, CA, USA). Densitometric analyses were expressed

as relative optical density.

Statistical analysis

Statistical analyses were performed using the GraphPad Prism software (version
5.0, Graph Pad Software, San Diego, CA, USA). Data were subjected, as appropriate, to
an unpaired t-test, one-way ANOVA followed by the Newman—Keuls post hoc test or
two-way repeated-measures ANOVA followed by the post hoc Bonferroni test. Note
that saline-treated mice of acute and chronic treatments were pooled for motor tests
analysis. Data were reported as the mean + S.E.M.. Statistical significance was set at

p<0.05

Results
MPTP treatment-induced striatal DA depletion

The extent of MPTP-induced nigrostriatal DA denervation was estimated by the
quantification in the striatum of two well-known markers of DA neurons, the TH and the
DAT [20, 21]. It is noteworthy that TH levels are known to correlate with DA levels [22,
23]. As described before [21, 24], we observed that in our experiments, both markers

decrease similarly according to the MPTP treatment (Fig. 2), hence we will use the
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TH levels as an indicator of the severity of DA depletion. Diverse MPTP-dosing
regimens were administered in mice to obtain various degrees of DA-depletion (Fig. 2).
Statistical analyses were performed to compare the acute treatments using one-way
ANOVA followed by the Newman—Keuls post hoc test (Fig. 2A). It is noteworthy that
statistical analyses were not performed between TH and DAT levels as their
comparisons were without interest. Mice treated with 9 mg/kg of MPTP demonstrated a
significant reduction of 31.5£3.2% in TH levels whereas a decrease of 50.3+5.6% was
observed in the striatum of mice treated with 15 mg/kg (TH, Fp 16 = 50.2, P < 0.001;
DAT, Fpi6 = 26.2, P < 0.001; Fig. 2A). A dose of 20 mg/kg of MPTP was also
administered in mice. However, a high degree of mortality occurred and mice were
sacrificed before the protocol ends as severe symptoms such as tremors, posture
instability and weight loss were observed. We assessed striatal TH levels by Western
blot and observed a reduction of more than 95% in these mice compared to control mice
(data not shown). Consequently, to obtain a higher degree of DA-depletion, we
performed a chronic treatment of 30 mg/kg/day for 5 consecutive days as previously
described [8, 25]. We observed a decrease of 83.8£5.0% in TH levels on average
in MPTP-treated mice compared to saline-treated mice (unpaired t-test, P < 0.001;
Fig. 2B). It is interesting to note that in this last group, we were able to discriminate two
groups of mice, one with a reduction of 76.4£4.2% in TH levels and another with
91.344.0%. Considering that our interest was to verify the effect of wvarious
DA-depletion on motor learning, we separated MPTP-treated mice into four different
groups according to their striatal TH levels: mild (71.2% - 63.9%, »=5), moderate
(59.5% - 35.4%, n=8), marked (26.3% - 19.5%, n=4) and severe (10.5% - 6.7%, n=4)
(Fig. 2C). Statistical analysis (one-way ANOVA, followed by the Newman—Keuls post
hoc test) confirmed that these groups have significantly different TH levels (F20) =
85.4, P < 0.001). Note that the mild and moderate groups were from mice receiving the
acute MPTP treatment whereas marked and severe groups were from those receiving the

chronic treatment.
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DA depletion influenced rotarod performances

Rotarod performances were assessed 7 days after the last MPTP or saline
treatment. We evaluated the time spent on the rod for every trial at days 1, 2 and 3 in
DA-depleted mice and saline-treated mice (Fig. 3). To investigate the influence of
DA-depletion on the latency to fall of MPTP-treated mice, we first analyzed the average
of all trials per session and performed statistical analysis using two-way repeated
measures ANOVA followed by the Bonferroni post hoc test. This analysis revealed
an effect of DA-depletion (F443) = 4.7, P < 0.01), a main effect of time (F43, = 80.5,
P < 0.001) and a significant interaction between DA-depletion and days of training
(Fgasy = 2.8, P < 0.05). Saline-treated mice as well as mild and moderate DA-depleted
mice significantly increased their performances over training days whereas marked and
severely DA-depleted mice displayed much lower improvements (Fig. 3). In fact, the
scores of latency to fall at days 2 and 3 decreased in relation to the severity of

DA-depletion.

Analysis of the accelerating rotarod highlight the different phases of the general
pattern of memory encoding that include: a consolidation phase with a gain of
performance across sessions (intersession days 1-2 and 2-3) and an acquisition phase
with a gain of performance within session (intrasession) [14-16, 26]. The acquisition
phase includes a faster learning stage (intrasession, day 1) and a slower learning stage
(intrasession, days 2 and 3). In accord with these previous studies, we observed that
saline-treated mice improved rapidly their performances on the first day of training
whereas on the second and third day, mice still improved their scores but to a much
lower extent, and their performances reached a plateau (Fig. 4A-C, upper panels). To
investigate the effects of DA-depletion on the different phases of rotarod learning, we
calculated the average means of the two first trials and the two last trials for every
training session and performed statistical analysis using a two-way repeated measures
ANOVA followed by the Bonferroni post hoc test (Fig. 4A-C, lower panels). Saline-
treated mice are characterized by rapid improvement in performances within the first
training day (early learning phase) while intrasession improvement was lower in the

following days of training (later learning phase), which likely represents that the task is
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fully learned and becomes automatic. Rotarod performances of mice with mild (data not
shown) or moderate (Fig. 4A) DA-depletions were not different from those of
saline-treated mice (day 1: interaction between treatments and trials F(; 4y = 0.4,
P > 0.05; treatments effect F(; 14y = 3.4, P> 0.05; trials effect F(; 14y = 47.8, P < 0.001.
Day 2: interaction between treatments and trials Fj 14y = 1.5, P > 0.05; treatments effect
F(1,14y=0.002, P> 0.05; trials effect F(; 14y = 19.6, P <0.001. Day 3: interaction between
treatments and trials F; 14y = 0.3, P > 0.05; treatments effect F(; 14y = 0.3, P > 0.05; trials
effect F(j 14y = 10.1, P < 0.01). Mice with marked DA-depletion displayed a slight
deficiency in rotarod performances. At every training session, mice increased their
performances to a lower extent than those of saline-treated mice. In support to this
observation, the latency to fall of the last trials was significantly different from those of
the saline-treated mice at day 2 (Fig. 4B, lower panel) (day l: interaction between
treatments and trials F 10y = 17.6, P < 0.01; treatments effect F 19y = 0.1, P > 0.05;
trials effect F( 10y = 9.5, P < 0.05. Day 2: interaction between treatments and trials
Fi10) = 2.3, P > 0.05; treatments effect F(; 10y = 8.4, P < 0.05; trials effect F(; 10y = 10.8,
P < 0.01. Day 3: interaction between treatments and trials F( 00 = 0.1, P > 0.05;
treatments effect F( 10y = 3.1, P > 0.05; trials effect F(; 10) = 4.1, P > 0.05). Mice with
severe DA-depletion demonstrated significantly impaired rotarod performances
(Fig. 4C) (day 1: interaction between treatments and trials F( 0 = 6.1, P < 0.05;
treatments effect F( 10p = 3.9, P > 0.05; trials effect F 100 = 24.9, P < 0.001.
Day 2: interaction between treatments and trials F(; 10y = 1.3, P > 0.05; treatment effect
Fi0) = 8.2, P < 0.05; trials effect F(; 10y = 9.4, P < 0.05. Day 3: interaction between
treatments and trials F(j 10y = 2.7, P > 0.05; treatments effect F( ;o) = 9.5, P < 0.05;
trials effect F(; 10y = 34.5, P < 0.001). It is noteworthy that the latency to fall of the first
trials were lower than the one observed in the saline-treated mice at days 2 and 3;
reaching statistical significance at day 3 (Fig. 4C, lower panel). In addition, the latency
to fall was significantly lower in the last trials of every session. Thus, in mice with
marked dopamine depletion there was an increase of latency to fall across training days
without significant performances improvement within sessions, whereas in severely
DA-depleted mice, there was no significant increase of latency to fall within and across

days.
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Motor abilities were not affected by DA depletion

We investigated motor capacities of these DA-depleted-mice using the wire
suspension and pole tests (Fig. 5). Wire suspension test analyzed the coordination and
muscle strength of mice whereas the pole test estimated bradykinesia and motor
coordination {17, 18]. In order to remove the learning variables associated to these tests,
the mice were pre-trained. Statistical analysis using one-way ANOVA followed by the
Newman—Keuls post hoc test was performed at every training day. It is noteworthy that
we did not perform statistical analyses between training days as their comparisons were
without interest. No difference between MPTP and saline-treated mice were observed
at every day of trainiﬁg in both tests (Fig. SA and B) (stepping test: day 1 F 5y = 0.2,
P>0.05,day 2 F(y 15y =0.3, P> 0.05, day 3 F 15y = 2.5, P > 0.05; Wire suspension test:
day 1 F(1,15y= 1.0, P> 0.05, day 2 Fy 15y = 1.2, P> 0.05, day 3 F(; 15)= 0.5, P> 0.05).

Discussion

The present study demonstrates that impaired learning of a complex motor skill
occurs in mice with a marked to severe DA-depletion. The degrees of DA-depletion are
established by the evaluation of TH levels, the rate-limiting enzyme for DA synthesis,
which is widely used as a marker of dopaminergic depletion [20-23]. Previous studies
testing rotarod performances in MPTP-intoxicated mice did not assess the memorisation
of the task per se but rather evaluate the maximal motor capacities of animals [5-8]. For
instance, these rotarod studies consist of only 2 - 4 trials per training session, one session
per day, during 1 - 4 days (10 trials per session are included in our experiments, one
session per day, during 3 days). Our results clearly indicate that 4 trials are insufficient
to allow the evaluation of the faster phase of learning. In this context, our experimental
design is unique and it is difficult to compare our study to previous observations. For
example, one recent study has demonstrated that chronic injections of MPTP
(30mg/kg/day, once daily, 5 days) in mice do not affect rotarod performances when
4 trials per session during 4 days were considered [8]. On the other hand, a study

assessing rotarod performance (5 trials per session during 6 days) on the PITx3 deficient
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mice exhibiting 90% reduction in dorsal striatal DA-depletion demonstrates an impaired
acquisition of the rotarod task comparable to our observations obtained from the

severely DA-depleted mice [10].

Interestingly, our data demonstrate that the slower phase of acquisition is slightly
impaired in the marked DA-depleted mice whereas the faster phase, observable on the
first session (day 1) of rotarod training, is unaffected. In contrast, in the severely
DA-depleted mice, both phases are impaired. Therefore, DA-depletion affects the slower
phase of acquisition before the faster phase, which highlights the importance of DA in
the long-term memory (consolidation or automatization) phase of motor skill learning. A
variety of studies indicate that the neural mechanisms, in particular the corticostriatal
subcircuits, involved in the initial acquisition of actions and skills differ from those
involved in their automatization or in the formation of habits [2, 15, 26-29]. For
example, we have demonstrated recently that the extracellular signal-regulated kinase
(ERK), a known marker of long-term memory stabilization, is activated in the
cerebellum, the anterior cortex and the hippocampus of mice during the early acquisition
phase of learning [15]. In contrast, in the striatum structure, activation of ERK occurs
preferentially in the later phase of motor skill learning. Obviously, despite that the
nigrostriatal pathway is primarily affected in the brain, the MPTP treatments will also
have impact on extrastriatal DA levels in our experiments. For instance, DA depletion in
the motor cortex is associated with motor skill learning deficit [30, 31]. Further
experiments would need to be performed in order to isolate the effects of striatal versus
extrastriatal DA-depletion on motor learning. Nevertheless, our study underlies the role
of DA in the relationship between motor performance and the different phases of motor

learning.

It is noteworthy that the rotarod performances of mice, even at the highest
DA-depletion, are not completely blocked. This could indicate that only a restricted
number of DA neurons contribute to rotarod learning. Besides, the DA system of
neurotransmission is not the only neurotransmitter involved in learning [32-34]. For

example, we have demonstrated that the NR2A subunit of the NMDAR in the dorsal
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striatum directly contributes to motor skill learning, especially during the slow
acquisition phase [16]. Interestingly, even if their performances are inferior to those of
control mice, severely DA-depleted mice still improve slightly their time spent on the
rotarod within one session, but always begin at lower scores at the next session. This
suggests that there are marginal consolidations between sessions in mice. It also suggests

that there are no floor effects.

Our experiments on the wire suspension and pole tests are suggesting that the
effects induced by DA-depletion relate specifically to learning and memory deficits
rather than an influence on the motor capacity of mice. Indeed, we demonstrate that even
higher degrees of DA-depletions have no effects on general motor abilities such as
motor coordination, muscular strength and motion speed. These data concur with other
studies demonstrating that more than 80% depletion.in DA levels following MPTP
treatment is not associated with impaired pole test performances in mice [17, 35].
Nevertheless, this is somewhat surprising as, intuitively, we would have expected an
impairment of motor performance in severely DA-depleted mice. One limitation of the
wire suspension and pole tests is that they do not examine specifically thin and complex
movements. Consequently, we were concerned about an insufficient sensitivity of these
tests. However, after considering carefully the literature on more sensitive tests of action
performance, we understood that this point is highly controversial considering numerous
MPTP doses, mode of administration, animal species as well as motor behavioural tests
settings utilized. Besides, many studies do not assess the degree of DA-depletion after
MPTP injection which makes the results difficult to interpret [8, 36, 37]. For example,
studies using comparable paradigm of MPTP treatment demonstrated conflicting results
in a wheel running test [37, 38]. One study, which did not assessed the degree of
DA-depletion, demonstrated a significant wheel drop following high doses of MPTP
treatment [37] whereas the second study showed that a depletion of 90% in striatal
DA levels did not affect wheel running performance [38]. Therefore, we believe our data
are sound and that impaired acquisition of skilled behavior rather than deficits of general

motor functions predominantly occurred in mice with a high degree DA-depletion.
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In general, clinical studies demonstrate that PD patients display attenuation rather
than abolition of the implicit procedural leaming as well as an impaired translation of
sequence knowledge during rapid motor performance [39, 40]. For example,
Muslimovic et al. have observed, using the serial reaction time task, that PD patient with
advanced clinical symptoms exhibit worse performance [39]. In fact, it is observed that
PD patients, even with severe clinical symptoms, are able to ameliorate their motor
performance through adaptative locomotor behaviour improvement [41-43]. These
clinical data are in agreement with our study. We demonstrate that rotarod performances
are not completely blocked in DA-depleted mice and that these mice are able to

ameliorate their motor performances with training.

In this study, we investigate the effect of DA withdrawal in relation to the different
phases of motor skill learning. Our findings demonstrate that beyond a given degree of
DA-depletion, impaired learning can be observed during the slower acquisition phase
whereas the faster acquisition phase is altered as the loss of DA neurons progress. These
impaired learning abilities are not associated with motor capacities alterations.
Therefore, we demonstrate that the acquisition of motor skill learning is more vulnerable
to DA depletion than DA-mediated motor control. Moreover, interestingly, our data
suggest that only few dopaminergic neurons are critical to the acquisition of motor skill

learning as well as the control of motor activity.
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Experimental design.

Three groups of mice received acute MPTP treatments (4 injections i.p.
within 1 day) at the doses of 9, 15, and 20 mg/kg (A). One group of
mice received a chronic treatment consisting of 1 injection (s.c.) of
30 mg/kg/day for 5 days (B). Separate control groups (i.e. saline treated
mice) for acute or chronic MPTP treatment groups were used. After the
last MPTP or saline injection, a resting period of 7 days was allowed.
Then, mice were trained on the rotarod test during 3 consecutive days.
Before the initiation of rotarod trainings mice were tested for motor
abilities using the wire suspension and pole tests. Note that mice were
pre-trained by completing four trials before the test. Mice were sacrificed
at the end of the last trial of rotarod training and their striatum were
rapidly removed for DA denervation evaluation. The experimental set
involved 6 groups: (1) control acute treatment, n=4; (2) MPTP 9 mg/kg,
n=4; (3) MPTP 15 mg/kg, »=9; (4) MPTP 20 mg/kg, n=8; (5) control
chronic treatment n=4; (6) MPTP 30 mg/kg, n=8.
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Evaluation of striatal DA depletion in MPTP-treated mice.

Levels of TH and DAT proteins were assessed by the Western blot
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Figure 4
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Rotarod performances were impaired in severely DA-depleted mice.
Motor skill learning was evaluated on MPTP mice using the accelerating
rotarod task. Are shown the rotarod performances obtained from (A)
moderate, (B) marked and (C) severely DA-depleted mice. Note that the
saline group includes saline treated mice of both acute and chronic
treatments. Upper panels represent the time spent on the rod of the
accelerating rotarod for every trial completed at days 1, 2 and 3. Data
represent the mean of latency to fall per trial expressed for every training
session + S.E.M. Lower panels represent the average scores of the two
first and the two last trials of each session. Values represent the average
mean latency to fall expressed in seconds + S.E.M. n=4-8 mice/group.
*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs respective first trials; #p<0.05,
i p<0.01 vs respective saline-treated mice.
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CHAPITRE V

STRIATAL INHIBITION OF CALPAINS PREVENTS LEVODOPA-INDUCED
NEUROCHEMICAL CHANGES AND ABNORMAL INVOLUNTARY
MOVEMENTS IN HEMIPARKINSONIAN RAT MODEL
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« Neurobiology of Disease ». La référence de cet article est la suivante :

Chagniel L., Robitaille C., Lebel M. et Cyr M. (2012) « Striatal inhibition of calpains
prevents levodopa-induced neurochemical changes and abnormal involuntary
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5.2 Résumé

Le remplacement pharmacologique de la dopamine par la L-DOPA reste

I’approche la plus efficace pour traiter les symptomes moteurs de la maladie de



121

Parkinson. Cependant, lors de la progression de la maladie, la réponse thérapeutique a
la L-DOPA devient graduellement erratique et elle est associée a 1’émergence de
dyskinésies chez la majorité des patients. La pathogénése des dyskinésies induites par la
L-DOPA reste encore inconnue. Dans cette étude, en utilisant le rat 6-OHDA, modéle de
la maladie de Parkinson, nous avons démontré que les protéines calcium-dépendantes du
striatum, calpaines et cdk5, jouent un rdle crucial dans les changements moléculaires et
comportementaux induits par le traitement & la L-DOPA. Tout d’abord, nous avons
confirmé que la L-DOPA atténue bien les symptdmes parkinsoniens, en utilisant le
« cylinder test », le « stepping test » et le « vibrissae-elicited reaching test », et qu’elle
induit de robustes mouvements anormaux involontaires. L’infusion intrastriatale d’un
inhibiteur des calpaines, le MDL28170, et dans une moindre mesure !’infusion de
I’inhibiteur de cdk5, Ia roscovitine, réduit la sévérité et I’amplitude des mouvements
anormaux involontaires, sans affecter I’effet antiparkinsonien de la L-DOPA.
Notamment, les inhibiteurs des calpaines et de cdk5 renversent les changements
moléculaires du striatum attribués au traitement a la L-DOPA comme la phosphorylation
d’ERK1/2 et de dynamine. Une autre observation fascinante est que le traitement a la
L-DOPA combiné a I’infusion intrastriatale du MDL28170 augmente les niveaux
d’expression de la tyrosine hydroxylase dans le striatum des rats [és€s, sans affecter le
nombre de neurones dopaminergiques dans la substance noire. Ces résultats révelent un
nouveau mécanisme sous-jacent aux changements inadaptés induits par le traitement a la

L-DOPA, chez le rat 6-OHDA, mod¢le de la maladie de Parkinson.
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Abstract

Pharmacological dopamine replacement with L-3,4-dihydroxyphenylalanine
(L-DOPA) remains the most effective approach to treat the motor symptoms of
Parkinson's disease (PD). However, as the disease progresses, the therapeutic response
to L-DOPA gradually becomes erratic and is associated with the emergence of
dyskinesia in the majority of patients. The pathogenesis of L-DOPA-induced dyskinesia
(LID) is still unknown. In the current study, using the 6-hydroxydopamine (6-OHDA)-
lesioned rat model of PD, we demonstrated that the calcium-dependent proteins calpains
and cdk5 of the striatum play a critical role in the behavioral and molecular changes
evoked by L-DOPA therapy. We first confirmed that L-DOPA reversed PD symptoms,
assessed by the cylinder, stepping and vibrissae-elicited reaching tests in this animal
model, and elicited robust abnormal involuntary movements (AIMs) reminiscent of LID.
Interestingly, intrastriatal infusion of the calpains inhibitor MDL28170, and to a lower
extent the cdkd inhibitor roscovitine, reduced the severity and amplitude of AIMs
without affecting L-DOPA’s antiparkinsonian effects. Notably, the calpains and cdk5
inhibitors totally reversed the striatal molecular changes attributed to L-DOPA therapy,
such as ERK1/2 and dynamin phosphorylation. Another fascinating observation was that
L-DOPA therapy, in combination with intrastriatal infusion of MDL28170, augmented
tyrosine hydroxylase levels in the striatum of lesioned rats without affecting the number
of dopaminergic cells in the substantia nigra. These findings disclose a novel mechanism
underlying the maladaptive alterations induced by L-DOPA therapy in the 6-OHDA rat
model of PD.

Keywords: Parkinson’s disease, 6-hydroxydopamine, levodopa, dyskinesia,

caudate-putamen, cdk5, calpains
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Introduction

Severe degeneration of nigrostriatal dopamine-producing neurons is associated
with pathological features of typical Parkinson’s disease (PD) motor syndrome
(akinesia, rigidity, tremor, postural imbalance), leading to diagnosis and treatment
(Braak et al., 2004; Gelb et al, 1999). The dopamine synthesis precursor,
L-3,4-dihydroxyphenylalanine (L-DOPA), produces mild to remarkable reduction of
these PD symptoms. Disease management with L-DOPA remains effective for several
years without substantial fluctuations in the clinical response. As the disease progresses,
however, the pool of surviving dopaminergic neurons has difficulty managing
exogenous L-DOPA, the consequence of which is irregular dopamine release, resulting
in motor fluctuations that will eventually be accompanied by excessive abnormal
involuntary movements (AIMs) termed L-DOPA-induced dyskinesias (LID). A review
of the literature shows that approximately 30% of PD patients experience LID after 4-6
years of treatment, and close to 90% of patients suffer from this complication after

9 years (Ahlskog and Muenter, 2001).

Animal models have demonstrated that LID are paralleled by increased signal
transduction and significant changes in striatal protein expression (Aubert et al., 2005;
Brotchie, 1998; Cenci, 2002; Doucet et al., 1996; Gerfen et al., 2002). Basically, the
most recognized molecular markers of LID are elevation of AFosB, phosphorylation of
dopamine, cAMP-regulated phosphoprotein of 32 kDa (DARPP-32) at threonine 34, and
activation of extracellular signal-regulated kinases 1 and 2 (ERK1/2) (Andersson et al.,
1999; Cenci, 2002; Gerfen et al., 2002; Pavon et al., 2006; Picconi et al., 2003; Santini
et al., 2007; Westin et al., 2007; Winkler et al., 2002). In addition, several experiments
on animal models of LID have implicated overactive glutamate and dopamine receptor
transmission in striatal neurons, known to affect calcium fluxes across the plasma
membrane and between intracellular compartments (Cenci and Konradi, 2010; Chase
and Oh, 2000; Jenner, 2008; Rylander et al., 2009; Schuster et al., 2009). Indeed,
indirect evidence argues for a role of calcium-dependent proteins in LID emergence
(Blandini et al., 2009; Guan et al., 2010; Kobylecki et al., 2010; Konradi et al., 2004).

For instance, a DNA microarray study has revealed striking up-regulation of genes
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involved in calcium homeostasis and in calcium-dependent signaling in rats that
developed a dyskinetic motor response to L-DOPA (Konradi et al., 2004). Chronic co-
treatment for 21 days with an inhibitor of calcium-permeable a-amino-3-hydroxy-5-
méthylisoazol-4-propionate (AMPA) receptors reduced the induction of AIMs by
L-DOPA in 6-hydroxydopamine (6-OHDA)-lesioned rats (Kobylecki et al., 2010).
Alterations in the regulation of intracellular calcium homeostasis have been reported in
the peripheral blood lymphocytes of LID patients (Blandini et al., 2009). However,
whether calcium-dependent proteins participate in the emergence of LID has never been

directly investigated.

Calpains, calcium-dependent proteases that are widely expressed in the central
nervous system, are essential for many physiological neuronal functions (Liu et al.,
2008). Activated calpains, among many molecular targets, cleave the protein p35 to p25.
This truncated form of p35 leads to hyperactivation of serine/threonine kinase cyclin-
dependent kinase 5 (cdk5) (Kusakawa et al., 2000; Lee et al., 2000b). The calpains/cdk5
pathway regulates dynamin phosphorylation at serine 774 (Graham et al., 2007).
Dynamin is implicated at the fission step of synaptic vesicles endocytosis by its
spontaneous self-assembly into rings around the neck of clathrin-coated pits and its
phosphorylation is known to be involved in receptor-mediated endocytosis.
Dysregulation of cdk5, by its association with p25, could affect neuronal function and is
linked with several neurological disorders (Dhavan and Tsai, 2001; Smith et al., 2001;
Wei and Tomizawa, 2007). It was recently reported that inhibition of calpains and cdkS5
prevents the degeneration of dopamine neurons in 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine (MPTP) mouse and 6-OHDA rat models of PD (Crocker et al., 2003;
Grant et al., 2009; Smith et al., 2003; Smith et al., 2006). These data concur with
post-mortem studies demonstrating elevated calpains and cdk5 activities in human PD
brains (Alvira et al., 2008; Crocker et al., 2003; Mouatt-Prigent et al., 1996; Nakamura
et al., 1997). However, whether these PD patients exhibited symptoms of LID is not
defined. Consequently, the role of calpains and cdk5 in LID emergence remains
completely unknown. In the present investigation, we examine the behavioral effects as

well as the cellular and neurochemical mechanisms of continuous intrastriatal inhibition
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of calpains or cdk5 during L-DOPA-induced maladaptive changes in the 6-OHDA-

lesioned rat model of PD.

Materials and Methods
Animals

Sixty-six adult male Sprague-Dawley rats (200-250 g, Charles River Laboratories,
St-Constant, QC, Canada) were housed in pairs in a climate-controlled room (14-h
light/10-h dark cycle) with food and water available ad libitum. All experiments,
approved by the institutional animal care committee, were in accordance with ethics

standards of the Canadian Council on Animal Care.

Experimental design

The experimental design is detailed in Figure 1A. All rats (»=66) were injected
unilaterally with saline (»=8, sham) or 6-OHDA (»=58) in the right medial forebrain
bundle. To assess the efficacy of the 6-OHDA lesion, all animals were tested for
apomorphine-induced rotational behavior, 10 days after exposure to 6-OHDA. Rats
showing pronounced rotational behavior after apomorphine challenge (>5 contralateral
turns/min) were selected. To confirm that these rats exhibited parkinsonian-like motor
deficits, we performed a series of forelimb placement tests, such as the cylinder,
stepping and vibrissae-elicited reaching tests, 11 days after the lesion. Based on their
apomorphine and forelimb placement scores, the rats were divided into different groups,
so that there was no significant difference between groups on all tests. Twenty-five days
after lesioning, 1 group of 6-OHDA-lesioned rats was sacrificed whereas the other
groups received continuous intrastriatal infusion of the calpains inhibitor MDL28170, or
the cdk5 inhibitor roscovitine via mini-pump implantation, until the end of the
experiment. Three days after mini-pump implantation, the animals were injected
subcutaneously (s.c.) twice daily with either saline or L-DOPA for 21 days. Locomotive,

axial, forelimb and orolingual AIMs were assessed during L-DOPA therapy on days 1,
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7, 14 and 21. The antiparkinsonian effects of the drugs were evaluated by the stepping
and vibrissae-elicited reaching tests 180 min after L-DOPA or saline injections on days
I, 11 and 20. The animals were sacrificed 1 h after the last L-DOPA or saline injection.
Two ihdependent sets of experiments were conducted, one to quantify protein levels by
Western blotting and the other to measure immunofluorescence. The first experimental
set involved 7 groups: (1) sham, n=4; (2) 6-OHDA+saline, n=6; (3) 6-OHDA+L-DOPA,
n=4; (4) 6-OHDA+saline+MDL28170, n=4; (5) 6-OHDA+L-DOPA+MDL28170, n=4,
(6) 6-OHDA+salinetroscovitine, n=4; and (7) 6-OHDA+L-DOPA+roscovitine; n=4.
The second experimental set comprised 4 groups: (1) sham, n=4; (2) 6-OHDA, n=4; (3)
6-OHDA+L-DOPA+vehicle, »=4; and (4) 6-OHDA+L-DOPA+MDL28170, n=4.

6-OHDA lesions

Under isoflurane anesthesia, rats were injected unilaterally in the right medial
forebrain bundle (MFB) (antero-posterior (AP): -4.3 mm, and medial-lateral (ML):
1.7 mm from the bregma; dorso-ventral (DV): 8.2 mm from the dura (Paxinos and
Watson, 2007) with either saline (sham group) or 6-OHDA (2.5 ul, 5 mg/ml free base in
0.1% ascorbic acid; Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) at a rate of 0.5 pl/min.
Thirty minutes prior to intracranial injection, they received s.c. injection of desipramine

hydrochloride (15 mg/kg; Sigma-Aldrich) to protect noradrenergic neurons.

Intrastriatal inhibition of calpains and cdk5

Rats were anesthetized under isoflurane and a cannula was positioned in the
striatum at the following stereotaxic coordinates: AP: 0.8 mm and ML: 2.80 mm from
the bregma; DV: 5 mm from the dura (Paxinos and Watson, 2007). It was kept in place
with Loctite instant adhesive. An osmotic mini-pump (Model 2004: 0.25 ul/h, 28 days;
Alzet, Cupertino, CA, USA) was inserted surgically s.c. between the scapulae and
connected to the cannula via plastic tubing (brain infusion kit 2; Alzet). The rats
received continuous intrastriatal infusion of either roscovitine, a cdk5 inhibitor

(84.6 nmol/day, Enzo Life Sciences, Plymouth, PA, USA), or MDL28170, a calpains
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inhibitor (1.92 nmol/day, Enzo Life Sciences). MDL28170 was diluted in saline solution
containing 10% (2-hydroxypropyl)-B-cyclodextrin (Sigma-Aldrich) from a 20 mM stock
solution dissolved in dimethyl sulfoxide (DMSO; Lab Mat, Quebec, QC, Canada).
Roscovitine was prepared in saline solution from a 28.3 mM stock solution in DMSO.
We selected these doses based on previous studies (Crocker et al., 2003; Zhang et al.,
2004a).

L-DOPA treatment

6-OHDA-lesioned rats were given s.c. injections of L-DOPA (25 mg/kg; Sigma-
Aldrich) combined with benserazide hydrochloride (6.25 mg/kg; Sigma-Aldrich) twice a
day for 21 consecutive days. Control animals received s.c. injections of saline solution
twice a day for 21 consecutive days. Note that the volume of saline was similar to the

L-DOPA volume injected.

Apomorphine test

Rat turning behavior was estimated for 30 min, after R(-) apomorphine
hydrochloride hemihydrate injection (1 mg/kg, s.c.; Sigma-Aldrich). Only those showing
pronounced rotational behavior (>5 contralateral turns/min) were selected for study. It
has been demonstrated that rats manifesting this circling behavior display more than

90% depletion of striatal dopamine (Papa et al., 1994; Schwarting and Huston, 1996).

Analysis of the cylinder, stepping and vibrissae-elicited reaching tests

The following tests were undertaken as detailed previously (Grant et al., 2009).
Note that asymmetry percentages between the ipsilateral and contralateral sides of the
lesion were calculated as 100x(ipsilateral-contralateral)/(ipsilateral+contralateral).
According to these measures, equal use of both forelimbs would score 0%, whereas total
neglect of the forelimb contralateral to the lesion would score 100%. Further utilization

of the forelimb contralateral to the lesion compared to the ispsilateral forelimb gave
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negative values. Cylinder test. Rats were placed in a transparent cylinder with bottom
bedding (25 c¢m high, 19 ¢cm diameter) for 10 min, and the number of supporting wall
contacts during vertical exploration (left, right, or both forelimbs simultaneously) was
counted. The cylinder was cleaned and bedding was replaced prior to each trial. Stepping
test: This test consisted of holding the rats, lifting their hindlimbs and 1 forelimb but
allowing the unrestrained paw to make contact with the table. The rats were moved
sideways across the table for 10 s, and the number of adjusting steps that the animals
needed to take was recorded. The procedure was repeated for the other forelimb.
Vibrissae-elicited reaching test: This test consisted of holding the rats by their torsos so
that 1 forelimb was allowed to hang free. The vibrissae on one side of the animals were
brushed against the corner of a table and the number of table contacts from the ipsilateral

forelimb was counted. The procedure was repeated 10 times for each forelimb.

Analysis of AIMs

AIMs were scored during L-DOPA treatment on days 1, 7, 14 and 21 according to
a rat dyskinesia scale (Cenci et al., 2002; Lebel et al., 2010; Winkler et al., 2002). The
rats were placed individually in transparent plastic cages and scored every 20 min, for
1-min sessions, through 180 min, after a single dose of either saline or L-DOPA.
Locomotor, axial, orolingual and limb AIMs, as defined previously (Lebel et al., 2010),
were rated on a severity scale from 1 to 4 based on their duration and persistence:
l=occasional; 2=frequent; 3=continuous but interrupted by sensory distraction; and
4=continuous but not interrupted by sensory distraction. Enhanced manifestations of
normal behaviors, such as grooming, sniffing and gnawing, were not included in the
rating. In addition, axial and limb AIMs amplitudes were assessed. Amplitudes were
scored from O to 4 as described previously (Lundblad et al., 2002; Winkler et al., 2002).
AlIMs scores per testing day were analyzed for each animal and expressed as locomotive
AIMs and as the sum of axial, forelimb and orolingual AIMs. As shown previously,
locomotive AIMs do not represent a specific measure of dyskinetic motor features

(Lundblad et al., 2002). However, we decided to preserve locomotive AIMs in our rating
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scale in compliance with the description of the rat AIMs model (Cenci, 2002; Lebel
et al., 2010; Winkler et al., 2002).

Western blotting analysis

One hour after the last saline or L-DOPA injection, the animals were killed by
decapitation, and their brains rapidly removed for dissection. Striatum biopsies were
immediately frozen on powdered dry ice and stored at -80°C until protein extraction.
Samples were homogenized in ice-cold RIPA lysis buffer containing protease and
phosphatase inhibitor cocktails (Roche, Indianapolis, IN, USA). Protein concentrations
were quantified by Bradford assay (Bio-Rad, Hercules, CA, USA). Western blot
analyses were performed with equal amounts of protein (40 pg), separated on
SDS/PAGE, transferred onto nitrocellulose membranes, and immunoblotted overnight
with primary antibody. The following primary antibodies were deployed: rabbit
polyclonal antibody against tyrosine hydroxylase (TH; 1:1000; Chemicon, Temecula,
CA, USA), sheep polyclonal antibody against phosphorylated-dynamin I (ser774)
(1:1000; Santa Cruz Biotechnology, Santa Cruz, CA, USA), rabbit polyclonal antibody
against dynamin (1:1000; Santa Cruz Biotechnology), rabbit polyclonal antibody against
phospho-p44/42 MAPK (ERK1/2; Thr202/Tyr204; 1:1000; Cell Signaling Technology,
Beverly, MA, USA), and mouse monoclonal antibody against p44/42 MAPK (ERK1/2;
1:1000; Cell Signaling Technology). The membranes were washed in TBS-Tween 0.1%
and incubated with appropriate horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody
(1:5000; Thermo Scientific, Ottawa, ON, Canada). Rabbit polyclonal antibody against
GAPDH (1:1000; Abcam, Cambridge, MA, USA) served as a loading control.
Chemiluminescence reactions (SuperSignal West Femto chemiluminescence kit, Pierce
Chemical Co., Rockford, IL, USA) visualized protein bands, and band immunoreactivity
was analyzed quantitatively by Vision Work LS software (UVP Bioimaging, Upland,

CA, USA). Densitometry was expressed as relative optical density.
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Immunofluorescence analysis

Immunofluorescence experiments were performed as described previously (Lebel
et al., 2010). Briefly, rats were deeply anesthetized with chloral hydrate (800 mg/kg,
1.p.) and perfused transcardially with paraformaldehyde 4% (wt/vol) in PBS. Their
brains were removed and post-fixed overnight in the same solution and for a few hours
in 10% sucrose/4% paraformaldehyde (wt/vol) in PBS. They were rapidly frozen in
isopentane and stored at -80°C until used. Coronal sections (60 pm) were sliced with a
Leica CM3050S cryostat (Leica, Richmond Hill, ON, Canada), kept at 4°C in PBS and
processed for free-floating immunofluorescence. Sections were pre-incubated for 1 h at
room temperature in blocking solution containing 10% NGS in PBS and incubated
overnight at 4°C with mouse monoclonal anti-TH primary antibody (1:1000; Millipore,
Billerica, MA, USA) diluted in a solution containing 0.3% Triton X-100 and 2% NGS in
PBS. The secondary antibody was goat anti-mouse conjugated with FITC (1:500;
Jackson Immunoresearch Laboratories, West Grove, PA, USA). We also employed the
nuclear marker Hoescht 33342 (1:10000/PBS, Invitrogen, Burlington, ON, Canada).
Sections were mounted in Vectashield medium (Vector Laboratories, Burlington, ON,
Canada) on Superfrost slides for visualization under a confocal spinning disk
microscope (MBF Bioscience, Williston, VT, USA). TH-positive cell numbers of the
substantia nigra pars compacta (SNc) were determined by unbiased stereological
quantification with Stereoinvestigator software (MBF Bioscience) as described
previously (Lebel et al., 2010). Three coronal sections that included the SNc were
considered per animal: -4.80, -5.04 and -5.28 mm from the bregma (Paxinos and
Watson, 2007). Borders of the SNc were defined by TH immunostaining from a random
starting point with 2X objective. Cells were counted with a 60X PlanApo oil-immersion
objective and 1.4 numerical aperture attached to an Olympus BX51 microscope. Counts
were recorded at predetermined intervals (x = 250, y = 150), and a counting frame
(50x50um) was superimposed on the live image of each tissue section. Average section
thickness was 60 pm with a range of 57.9-62.5 um, and dissector height was set at
50 um. Immunoreactive neurons were counted only if the first recognizable profile came
into focus within the counting frame. This method allowed for a uniform, systematic,

and random design. Focusing through the z-axis revealed that TH antibodies penetrated
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the full depth of each section. TH-positive cell counts were expressed as percentages of
the non-lesioned side of each rat. TH immunofluorescence analysis of striatum structure
was also conducted. The non-specific staining was evaluated by using IgG’s (Millipore)
at a concentration of lpg/ml that is the same concentration utilized for the mouse
monoclonal anti-TH antibody (Millipore). Totally, 7 coronal sections were considered —
+1.08, +0.84, +0.60, +0.36, +0.12, -0.12 and -0.36 mm from the bregma (Paxinos and
Watson, 2007) — and images were captured bilaterally with 2X objective. The whole
striatum structure (without the nucleus accumbens) was delineated and analyzed with
[PLab 3.0.6 software (Scanalytics, Fairfax, VA, USA). Relative density measurements

were expressed as percentages of the non-lesioned side of each animal.

Data analysis

The data were analyzed with GraphPad Prism software (version 5.0, GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). Data of the stepping or vibrissae-elicited reaching
tests were analyzed by 2-way repeated-measures ANOVA, followed by the post hoc
Bonferroni test. However, no interaction between time factor (testing day) and group
category (treatment) was found. Therefore, each individual testing session were
analyzed using the 1-way ANOVA followed by the Newman-Keuls post hoc test. Effect
of time within group was also verified by 1-way repeated-measures ANOVA, followed
by the Newman-Keuls post hoc test. AIMs scores per testing day during the chronic drug
treatment periods were analyzed by Kruskal-Wallis non parametric ANOVA followed
by post hoc Dunns test. Effect of time within group was verified using Friedman’s
non-parametric ANOVA followed by post hoc Dunns test. All others data were analyzed
by 1-way ANOVA followed by the Newman-Keuls post hoc. The data are reported as

mean + SEM. Statistical significance was set at P<0.05.
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Results
Validation of the unilateral 6-OHDA-lesioned rat model

Ten days after 6-OHDA injection, the severity of dopaminergic depletion was
verified by assessing the contraversive rotation response to apomorphine (Fig. 1B).
Although sham-operated rats (intrastriatal saline injection) did not exhibit any rotating
behaviors, apomorphine treatments induced low (<l turn/min, »=20) to severe
(>5 turns/min, »n=38) contralateral turning in 6-OHDA-injected rats (Fig. 1B; ANOVA,
Fs65=22.6, P<0.001). Animals in the latter group were selected for further study.
Before the beginning of drug treatments, forelimb akinesia and postural imbalance were
evaluated with the cylinder, stepping and vibrissae-elicited reaching tests (Fig. 1C).
6-OHDA-lesioned rats demonstrated severe sensorimotor deficits in these 3 tests
whereas low responders to apomorphine treatment (<1 turn/min) and sham controls
exhibited virtually equal forelimb utilization (Fig. 1C; ANOVA; cylinder test:
Fs,65=14.0, P<0.001; stepping test: Fg¢5=12.8, P<0.001; vibrissae-elicited reaching
test: Fige5y=16.3, P<0.001). 6-OHDA-lesioned rats were allocated to different groups
based on their performance in the apomorphine, cylinder, stepping and vibrissae-elicited
reaching tests so there were no significant differences between groups on all tests. TH,
the rate-limiting enzyme for dopamine synthesis, is a widely known marker of
dopaminergic depletion in the 6-OHDA rat model (Lebel et al., 2010; Winkler et al.,
2002). We, therefore, conducted Western blot experiments to assess TH levels in the
striatum of 6-OHDA-lesioned rats and saw a decrease of more than 95% (Fig. 1D;
ANOVA, F2,19=94.2, P<0.001). Notably, low responders to apomorphine treatment
displayed similar striatal TH levels as sham controls (Fig. 1D).

Calpains and cdkS inhibitors did not alter the antiparkinsonian effect of L-DOPA

Chronic L-DOPA treatment is recognized to improve the sensorimotor deficits
observed in the 6-OHDA rat model (Lundblad et al., 2002; Winkler et al., 2002). To
verify this antiparkinsonian effect of L-DOPA, we assessed scores on the stepping

(Fig. 2A) and vibrissae-elicited reaching (Fig. 2B) tests in 6-OHDA-lesioned rats on
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days 1, 11 and 20 during L-DOPA treatment. Statistical analyses demonstrated a
significant deficit in contralateral forelimb utilization by 6-OHDA-lesioned rats in
both tests (Figs. 2A and B; ANOVA; stepping test: day 1 F1y=13.7, P<0.001, day 11
F221y=25.3, P<0.001, day 20 F(;,y=32.2, P<0.001; vibrissae-elicited reaching test: day
1 Fo21y=17.2, P<0.001, day 11 Fp.y=13.9, P<0.001, day 20 F2;y=32.7, P<0.001).
L-DOPA overturned the sensorimotor deficits as early as the first day of treatment and
constantly improved them with time (Figs. 2A and B; repeated-measures ANOVA;
stepping test: F2 3= 3.4, P>0.05; vibrissae-elicited reaching test: F;23=12.1, P<0.001).

We assessed the effect of adding the calpains inhibitor MDL28170 or the cdk5
inhibitor roscovitine to L-DOPA treatment on the sensorimotor deficits observed in
6-OHDA-lesioned rats (Figs. 2C and D). Note that these inhibitors were infused
continuously in the dorsal striatum of 6-OHDA-lesioned rats via mini-pump during
L-DOPA treatment. Statistical analysis revealed no differences in the percentage of
asymmetry between rats treated with L-DOPA alone or in combination with either
inhibitor in the stepping and vibrissae-elicited reaching tests (Figs. 2C and D; ANOVA,;
stepping test: day 1 F(2,10=0.3, P>0.05, day 11 F19=2.6, P>0.05, day 20 F19=1.2,
P>0.05; vibrissae-elicited reaching test: day 1 F(19=1.3, P>0.05, day 11 F(2,19=0.4,
P>0.05, day 20 F9=0.1, P>0.05). These data demonstrated that MDL28170 and
roscovitine had no influence in the antiparkinsonian effect of L-DOPA. Moreover,
animal treated with L-DOPA constantly improved their sensorimotor deficits with time
(repeated-measures ANOVA; stepping test: 6-OHDA+L-DOPA F;,3=3.4, P>0.05,
6-OHDA+L-DOPA+MDL28170 F(3,3=6.4, P<0.05, 6-OHDA+L-DOPA+roscovitine
F1y=41.0, P<0.001; vibrissae-elicited reaching test: 6-OHDA+L-DOPA F23=12.1,
P<0.001, 6-OHDA+L-DOPA+MDL28170  Fp23=3.6, P>0.05, 6-OHDA+L-
DOPA+roscovitine F;11y=1.1, P>0.05). Besides, treatments of 6-OHDA-lesioned rats
with MDL28170 or roscovitine alone did not affect the percentages of asymmetry in
both the stepping and vibrissae-elicited reaching tests (Figs. 2E and F; ANOVA;
stepping test: day 1 F213=2.3, P>0.05, day 11 F;3=0.3, P>0.05, day 20 F3=2.3,
P>0.05; vibrissae-elicited reaching test: day 1 F(23=0.5, P>0.05, day 11 F2,3=0.7,
P>0.05, day 20 F5,13=0.4, P>0.05). It is noteworthy that due to the intrinsic nature of
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the stepping test, we observed that rats not receiving L-DOPA treatment were able to
improve their performances over time, which simply reflected normal task learning
(repeated-measures  ANOVA; stepping test: 6-OHDA+saline Fp17=5.1, P<0.05,
6-OHDA+salinetMDL28170  F,11y=2.5, P>0.05, 6-OHDA+saline+roscovitine
F2.11=7.0, P<0.05; vibrissae-elicited reaching test: 6-OHDA+saline F; 17=1.4, P>0.05,
6-OHDA+salinetMDL28170  Fp211)=2.2, P>0.05, 6-OHDA+salinetroscovitine
Fo11y=1.0, P>0.05).

L-DOPA combined with MDL28170 increased TH levels in 6-OHD A-lesioned rats

Striatal TH levels were evaluated by Western blotting in drug-treated, 6-OHDA-
lesioned rats (Fig. 3A). Densitometric analysis of immunoblots revealed that TH values
were not different between the 2 brain hemispheres of the sham group and between the
intact sides of the animals (data not reported). To put lesion efficacy into context, we
compared the lesioned side of sham controls (98.9% of the contralateral side + 4.0) and
the lesioned side of 6-OHDA rats treated with saline (5.4% of the contralateral side
+0.71), and we noted robustly decreased TH levels (unpaired t-test, P<0.001). On the
6-OHDA-lesioned side of rats, treatment with L-DOPA alone or L-DOPA combined
with roscovitine had no significant effect on striatal TH (Fig. 3B; ANOVA, F317=7.4,
P<0.01). In contrast, these experiments disclosed that concomitant treatment with
L-DOPA and MDL28170 increased TH levels in the striatum of 6-OHDA-lesioned rats.
As mentioned above, TH is a widely used marker of dopaminergic depletion, but its loss
does not necessarily indicate dopamine cell death. We, therefore, performed a second set
of experiments to obtain fixed brains and assessed striatal TH-positive fiber density and
numbers of TH-positive cells of the SNc¢ by TH immunofluorescence. These
experiments did not include roscovitine treatment as we did not observe any significant

effect of this drug on striatal TH levels.

Rats included in the 6-OHDA-lesioned group were sacrificed 25 days after
6-OHDA injection to investigate striatal TH-positive fiber densities and SNc-positive

cell numbers before the beginning of drug treatment. Densitometric analysis of striatal
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TH staining revealed that TH-positive fiber densities were not different between the
2 brain hemispheres of the sham group (data not included). Besides, TH-positive fiber
densities on the intact side of the animals were not different between groups (data not
reported). In lesioned rats, the density of striatal TH-positive fibers was robustly
decreased, and L-DOPA plus vehicle treatments did not induce significant changes
(Fig. 4A, ANOVA, F210=17.0, P<0.01). On the other hand, TH-positive fiber densities
in rats treated with L-DOPA and MDL28170 combination were significantly higher than
in animals given L-DOPA and vehicle. These results were in accord with striatal
TH levels evaluated by Western blotting. One very interesting finding in the
immunofluorescence study was that TH immunostaining in every 6-OHDA-lesioned rat
treated with L-DOPA and MDL28170 combination was very high in the dorsal striatum
(Fig. 4B). In fact, this location corresponded to the area underneath the cannula insertion
site. The non-specific staining presumably associated to the injection site is negligible as

shown by using IgG’s at the same concentration as the TH antibody (Fig. 4C).

The second set of analysis was carried out in the SNe¢, and the number of
TH-positive neurons was computed by a strict stereological technique. TH cell numbers
were not different between the intact and lesioned sides of sham rats as well as on the
intact side of animals (data not shown). TH cell numbers were robustly decreased in the
SNec of lesioned rats (Figs. SA and B). This result concurs with previous studies
(Deumens et al., 2002; Sauer and Oertel, 1994) and confirmed that 6-OHDA injection
into the MFB evoked massive death of dopamine-producing neurons. Interestingly, the
decrease of TH-positive neurons was slightly greater, but not statistically significant, in
6-OHDA-lesioned rats treated with L-DOPA and vehicle (Fig. 5A; ANOVA, F10=3.2,
P>0.05). In 6-OHDA rats given L-DOPA and MDL28170 combination, the number of
TH-positive neurons was comparable to that in 6-OHDA-lesioned rats exposed
to L-DOPA and vehicle (Figs. SA and B). One striking observation in these
immunofluorescence experiments was that TH-positive neurons from 6-OHDA-lesioned
rats treated with L-DOPA and MDL28170 combination displayed a larger nucleus and a
much higher number of discernible varicosities than rats subjected to L-DOPA and

vehicle (Fig. 5C). Further morphological studies are necessary to draw conclusions on
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these qualitative findings. However, they suggested that the increased TH levels
demonstrated in the striatum of 6-OHDA-lesioned rats treated with L-DOPA and
MDL28170 combination were rather associated with elevated TH levels in dopamine

cell terminals, as opposed to augmented numbers of dopamine cells.

Striatal biochemical modifications induced by calpains or cdk$5 inhibition

Phosphorylated (p) and total dynamin and ERK1/2 levels were quantified by
Western blotting of tissue lysates of sham and treated rats. Antibodies directed against
dynamin phosphorylated at serine 774, ERK 1 phosphorylated at threonine 202/tyrosine
204 and ERK2 at threonine 185/tyrosine 187 were used. Densitometric analysis revealed
that total dynamin levels were unaffected between groups (Fig. 6A). On the other hand,
p-dynamin levels were increased in 6-OHDA-lesioned rats treated with L-DOPA
compared to 6-OHDA-lesioned rats treated with saline or sham (Fig. 6A; ANOVA,
Fua10=4.7, P<0.05). L-DOPA treatments combined with either MDL28170 or
roscovitine totally prevented the increase in p-dynamin levels induced by L-DOPA alone
(Fig. 6A). p-Dynamin values were not statistically different between rats treated with
MDL28170 (81.8 + 6.9) or roscovitine (72.3 + 5.9) alone and sham. p-ERK 1 and ERK2
levels were slightly elevated in 6-OHDA-lesioned rats but did not reach statistical
significance (Fig. 6B; ANOVA; ERK1: F4 10y= 3.6, P<0.05; ERK2: F4 9=6.1, P<0.01).
L-DOPA treatments induced a significant rise in p-ERK1 or ERK2 levels that was
prevented by the addition of MDL28170 or roscovitine. Total ERK1 and ERK2 levels
were unaffected among groups. p-ERK1 and ERK2 levels were not statistically different
between rats treated with MDL28170 (ERK1: 121.8 + 8.0; ERK2: 108.0 + 16.9) or
roscovitine (ERK1: 123.3 + 16.3; ERK2: 120.5 + 21.9) alone and sham.

Intrastriatal inhibition of calpains or cdk5 prevented AIMs emergence induced by
L-DOPA

To determine whether intrastriatal inhibition of calpains or cdk5 prior to L-DOPA
treatment modulated the emergence of motor complications, AIMs were quantified and

scored according to a rat dyskinesia scale as described previously (Lebel et al., 2010).
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Non-parametric analysis of locomotive scores at each testing day revealed a significant
effect of treatment group on day 1 (Fig 7A; Kruskal-Wallis statistic, H=20.7, P<0.001),
day 7 (H=21, P<0.001), day 14 (H=16.4, P<0.001) and day 21 (H=19.2, P<0.001).
Analysis of axial, orolingual and limb AIMs scores showed a significant effect of
treatment whatever the testing day (Fig. 7B; day 1: H=16.2, P<0.01; day 7: H=20.8,
P<0.001; day 14: H=18.3, P<0.001; day 21: H=21.8, P<0.001). Analysis of dyskinetic
amplitude disclosed an effect of treatment at each testing day (Fig. 7C; day 1: H=20.9,
P<0.001; day 7: H=19, P<0.001; day 14: H=20.4, P<0.001; day 21: H=21.4, P<0.001).
These analyses revealed that 6-OHDA-lesioned rats receiving saline, MDL28170 or
roscovitine alone did not exhibit locomotive, axial, orolingual or limb AIMs (data not
included). As we described previously (Lebel et al., 2010), 6-OHDA-lesioned rats
treated with L-DOPA developed significant locomotive AIMs (Fig. 7A), severe axial,
limb and orolingual AIMs (Fig. 7B), and wider dyskinetic movements affecting the
forelimbs, head, neck and trunk (Fig. 7C). We observed that turning behavior was
virtually unchanged over time, or slightly decreased, whereas the other AIMs were
increased. 6-OHDA-lesioned rats receiving intrastriatal MDL28170 or roscovitine
infusions in combination with L-DOPA treatment exhibited lower overall AIMs and
dyskinetic amplitudes compared to L-DOPA alone (Figs. 7A-C). Notably, rats given
MDL28170 showed dramatically reduced dyskinetic behavior, and the severity and
frequency of AIMs in this group were not statistically different from those in rats
administered saline (Figs. 7A-C). Moreover, the AIMs scores of 6-OHDA-lesioned rats
receiving L-DOPA plus int?astriatal MDL28170 infusion were constant over time,

whereas those of animals on roscovitine were increased (Figs. 7B and C).

Discussion

The dopamine precursor L-DOPA remains the gold standard regarding
symptomatic efficacy in the drug treatment of PD since more than 40 years (Poewe et
al., 2010). However, the intermittent activation of intracellular signaling pathways
induced by each dose of L-DOPA leads to abnormal cellular plasticity, high bioenergetic

expenditure, and motor complications (including dyskinesia) in about 80% of patients
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(Brown et al., 2002; Cenci and Konradi, 2010). Our study, in a 6-OHDA rat model of
PD, demonstrates that the striatal calpains/cdkS pathway, in which calpains activation
has a greater influence, is crucial in the regulation of TH and p-ERK expression. At the
behavioral level, intrastriatal inhibition of these 2 calcium-dependent proteins reduces
the severity and amplitude of AIMs induced by L-DOPA therapy. For instance, calpains
inhibition decreases up to ~60% of L-DOPA side-effects. Interestingly, the inhibitors we
tested, MDL28170 and roscovitine, had no impact on the antiparkinsonian properties of

L-DOPA.

Antiparkinsonian effects of L-DOPA are not altered by calpains or cdk5 inhibition

It is well-recognized that the 6-OHDA-lesioned rat model replicates, to some
extent, different aspects of PD symptoms that are improved or reversed by L-DOPA,
such as weight-shifting impairments, altered sensorimotor and proprioceptive capacities
as well as akinesia (Fleming et al., 2005; Lundblad et al., 2002; Schallert et al., 2000;
Winkler et al., 2002). In the present investigation, we confirmed the emergence of
forelimb asymmetries after 6-OHDA lesion in rats by 3 independent sensorimotor tests:
the cylinder, stepping and vibrissae-elicited reaching tests (Grant et al., 2009). Also in
accord with previous studies, the ability of L-DOPA to reverse these motor symptoms in
6-OHDA rats was observed. Notably, our experiments revealed, for the first time, that
inhibition of calpains or cdk5 activity did not alter the beneficial effects of L-DOPA,
whereas none of them exhibited antiparkinsonian effects by itself. These treatments were
initiated after complete dopaminergic depletion and, consequently, their neuroprotective
potential was not assessed in our experiments. Therefore, the results indicate that
MDL28170 or roscovitine treatment is not associated with any apparent central side-

effects and could possibly be investigated in clinically relevant studies.

The calpains inhibitor selected for the present study, MDL28170, has high affinity
for calpains I and II (Ki = 8 nM). It shows inhibitory activity against calpains and
cathepsin B but essentially no activity against other proteases. It is among the best

calpains inhibitors that readily penetrate cells and the blood brain barrier. This explains
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why it 1s widely used to assess the neuroprotective effects of calpain inhibition
(Markgraf et al., 1998; Thompson et al., 2010, Yu and Geddes, 2007). The dose selected
in our study (160 pM) has been reported to prevent the loss of nigral dopamine neurons
in the MPTP mouse model of PD (Crocker et al., 2003). Roscovitine is one of the most
frequently employed cyclin-dependent kinase (CDK) inhibitors. It is a cell-permeable
reversible inhibitor of CDKs, acting preferentially on CDK1, 2, and 5 and possibly
CDK7 and 9 (Meijer et al., 1997). We selected roscovitine because of its superior
clinical potential (Guzi, 2004). Several studies have divulged a positive effect of single
intracranial roscovitine injection at a dose level between 10 and 80 nmol (Guan et al.,
2010; Hilton et al., 2008; Taylor et al., 2005). One experiments demonstrated that
intracerebroventricular roscovitine infusion at concentrations of 72, 144 or 300 nmol/day
for 2 weeks (we used 85 nmol/day for 3 weeks) attenuated hyperphosphorylation of the
neurofilament tau, reduced the number of spheroids, modulated Purkinje neuron death,
and ameliorated motor defects in the Niemann-Pick Type C mouse model (Zhang et al.,
2004a). Their study reported that roscovitine above 600 nmoles/day in wild-type mice
caused tremor, malaise and weight loss. Based on the evidence stated above, we feel the
doses we selected are suitable and in agreement with numerous previous works on the

effects of calpains and cdk5 inhibition.

Inhibition of calpains and cdkS5 activities prevents LID emergence

In our study, we administered relatively large doses of L-DOPA (25 mg/kg, twice
daily) to induce severe body AIMs and rotational behavior, in accordance with the
findings of other groups (Lee et al., 2000a; Lindgren et al., 2007; Marin et al., 2006;
Pinna et al., 2006). However, we clearly demonstrated that body AIMs and rotations
could be distinguished after L-DOPA therapy, which was also described by Lindgren
et al. (Lindgren et al., 2007). For instance, our data revealed that L-DOPA therapy
produced significant rotational behavior as well as orolingual, limb and axial AIMs.
Moreover, we observed that turning behavior declined with time whereas these AIMs
were slightly amplified. We showed that chronic intrastriatal inhibition of calpains or

cdk5 activity significantly reduced the severity and amplitude of LID. However,
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intrastriatal inhibition of cdkS5 activity was considerably less effective than calpains
inhibition. cdk5 inhibition decreased AIMs emergence by 23% whereas calpains
inhibition reduced them by 70%. At the biochemical level, striatal ERK1/2 activation is
one of the most recognized molecular markers of LID (Cenci and Lundblad, 2006;
Pavon et al., 2006; Santini et al., 2007, Westin et al., 2007). In accord with these
previous studies, we confirmed that animals with severe AIMs induced by L-DOPA
exhibit increased p-ERK1/2 level in the striatum. This effect is totally prevented by
MDL28170 and roscovotine, suggesting that inhibition of calpains and cdk5 modulates,
to some extent, the ERK1/2 pathway. Understanding the underlying mechanisms of LID
represents an important challenge, and whether calcium-dependent proteins play a role
in AIMs emergence has never been investigated. A recent study examined whether a
single intrastriatal injection of roscovitine could influence the severity of AIMs in
6-OHDA -lesioned rats treated for 21 days with L-DOPA (Guan et al., 2010). However,
the results are difficult to interpret as the sole injection of a low roscovitine dose
(10 nmol/ul) was administered 4 h prior to the last L-DOPA injection. Moreover, the
study contained several major deficiencies: the degree of dopamine depletion was not
considered, several data were in contradiction with the literature, and the behavioral
abnormalities included in their AIMs scores were not specified. Our experiments
represent the first demonstration that pharmacological inhibitors of calcium-dependent
protein activities reverse the behavioral and biochemical maladaptive changes induced

by L-DOPA.

It is well-recognized that brain dopamine depletion results in the enhanced
responsiveness of striatal neurons after intermittent L-DOPA administration. In fact,
animal models have demonstrated that LID is paralleled by increased signal transduction
and significant changes in protein expression (Aubert et al., 2005; Cenci, 2002; Doucet
et al., 1996; Gerfen et al., 2002; Lebel et al., 2010). Our study determined that L-DOPA
enhances striatal levels of dynamin phosphorylated at serine 774, an effect that is
prevented by calpains or cdk5 inhibition. Serine 774 is a dynamin phosphorylation site
known to be intimately regulated by the calpains/cdk5 pathway (Graham et al., 2007).

For that reason, we believe these experiments confirm the ability of our MDL28170 or
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roscovitine injections to inhibit the activity of this pathway in 6-OHDA rats treated with
L-DOPA. It is noteworthy, however, that calpains are widely expressed in the central
nervous system and are essential for many physiological neuronal functions other than
abnormally-enhanced cdkS5 activity (Kusakawa et al., 2000; Lee et al., 2000b; Liu et al.,
2008). Not surprisingly, calpains inhibition had a greater impact than cdk$ inhibition in
our experiments. For instance, animals receiving the calpains inhibitor presented a larger
reduction in the amplitude and severity of AIMs induced by L-DOPA as well as much
larger increases in striatal TH levels compared to those given the cdkS inhibitor.
Although the exact relationship betwegn the calpains/cdkS pathway and LID requires
further experimentation, our data are highly relevant as they concur with post-mortem
studies demonstrating elevated calpains and cdkS activities in the human PD brain
(Alvira et al., 2008; Crocker et al., 2003; Mouatt-Prigent et al., 1996; Nakamura et al.,
1997).

Calpains activity influences the TH levels of dopamine neurons

6-OHDA injection in the MFB of rats is associated with a robust decline in the
number of dopamine neurons (Lebel et al., 2010; Winkler et al., 2002), confirmed in the
present investigation. At the striatum level, we showed that calpains inhibition and, to a
much lower extent cdk5 inhibition, induced an increase of TH levels in lesioned rats
treated with L-DOPA. Further immunofluorescence studies, with another variety of TH
antibodies, confirmed TH elevation in the striatum after calpains inhibition and
documented that the number of dopamine neurons at the SNc was not significantly
affected. Interestingly, in rodent models of PD, it has been determined that inhibition of
calpains and cdk5 activities prevents the degeneration of dopamine neurons in MPTP
mice and 6-OHDA rats (Crocker et al., 2003; Grant et al., 2009; Smith et al., 2003,
Smith et al., 2006). These observations raise the possibility that dopamine neurons of the
SNc could have been protected by MDL28170 or roscovitine during the 21 days of
L-DOPA therapy. However, we believe that this possibility is unlikely since we noted a
robust decrease of about 95% in TH-positive cell number in every 6-OHDA-lesioned rat

at the end of treatment (49 days). In addition, one of our experiments showed that
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25 days after 6-OHDA injection, the numbers of TH-positive cells in the SNc¢ was
already decreased by 95%. On the other hand, interestingly, these experiments also
confirm that L-DOPA is not toxic to mesencephalic dopaminergic neurons. It has been
demonstrated that chronic administration of L-DOPA does not cause overt
neurodegenerative changes in 6-OHDA-lesioned rats (Camp et al., 2000; Lindgren et al.,
2007; Murer et al., 1998). Clinical trials in PD patients also provide no convincing proof
of direct neurotoxic effects of levodopa on the progression of neurodegeneration (Fahn,
2006). In conclusion, we believe that the effects of calpains inhibition on TH are at the
level of dopaminergic terminals in the striatum structure, in the area surrounding the

injection site.

Our data suggest that striatal TH levels are a critical determinant of LID induction
and maintenance. In fact, we observed that an increase of ~30% in striatal TH levels,
induced by combined MDL28170 and L-DOPA treatment, was sufficient to virtually
circumvent AIMs emergence in totality. It has been demonstrated that L-DOPA therapy
fails to elicit AIMs in the 6-OHDA rat model in which TH and dopamine extracellular
levels are reduced by ~60% and ~70%, respectively (Ulusoy et al., 2010). Winkler et al.
(Winkler et al., 2002) documented the relationship between the extent of dopamine
denervation and LID severity in 6-OHDA-lesioned rats. Their study shows that axial,
limb and orolingual AIMs are not observed in animals with a number of TH-positive
cells or dopamine fibers above 20%. In addition to that study, striatal TH expression,
increased by gene therapy in 6-OHDA rats, resolves behavioral impairment (Castaneda
et al.,, 2005; Fan et al., 1998; Segovia et al.,, 1998; Shen et al., 2000; Zhang et al.,
2004b). These tindings underscore the role of presynaptic TH activity in the induction of
AlIMs after intermittent L-DOPA administration.

Concluding remarks

Our results reveal that dopamine depletion and chronic L-DOPA administration
have profound regulatory influences on a specific calcium-dependent regulating

pathway, namely, calpains/cdk5. They suggest, in addition, that inhibition of striatal
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calpains activity prevents LID emergence by acting on TH levels at pre-synaptic
terminals as well as on ERK and dynamin protein activity in post-synaptic striatal
neurons. Attenuation of the calpains/cdkS signaling pathway may have interesting
clinical implications for LID treatments in PD patients as they exhibit a strong capacity

to reduce AIMs, without affecting the antiparkinsonian efficacy of L-DOPA.
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Figure 1 Experimental design and verification of dopaminergic denervation

induced by 6-OHDA.

(A) Experimental design. (B) Numbers of contralateral rotations after
apomorphine treatment in sham (saline-injected rats, n=8) and 6-OHDA-
injected rats not included (<5 turns/min, »=20) or included (>5 turns/min,
n=38) in the study. The data represent the mean of turns/min + SEM.
(C) Degree of contralateral sensorimotor neglect in sham and 6-OHDA-
lesioned rats not included or included and assessed by the cylinder,
stepping and vibrissae-elicited reaching tests. The data represent the mean
of asymmetry percentage between the ipsilateral and contralateral sides of
the lesion + SEM. (D) TH levels evaluated by Western blotting of
proteins extracted from the striatum of the rat brain. The data, expressed
relative to GAPDH levels, represent the mean of relative optical density
(expressed as a percentage of the striatum-intact side) + SEM; values are
from terlicate exgeriments/animal. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001 vs.
sham; * p<0.01, o p<0.001 vs. 6-OHDA-lesioned rats not included.
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Figure 2 The antiparkinsonian effects of L-DOPA were not altered by striatal

inhibition of calpains or c¢dkS.

Shown are the numbers of adjusting steps that the animal needed to take
during the stepping test and the numbers of table contacts with the
ipsilateral forelimb in the vibrissae-elicited reaching test. (A, B) The
percentages of asymmetry were assessed in sham rats (n=8) as well as in
6-OHDA -lesioned rats treated with saline (n=6) or L-DOPA (»=8) during
the (A) stepping and (B) vibrissae-elicited reaching tests at 1, 11 and
20 days of treatment. (C, D) The effects of concomitant treatment with
L-DOPA and MDL28170 (»n=8) or roscovitine (n=4) were compared to
6-OHDA-lesioned rats administered L-DOPA alone (»=8) in both tests.
(E, F) Furthermore, the effects of MDL28170 (n=4) and roscovitine (n=4)
treatments alone were compared to 6-OHDA-lesioned rats treated with
saline (n=6). The data represent the mean of asymmetry percentage
between the ipsilateral and contralateral sides of the lesion per testing day
+ SEM in each test. *p<0.05, #p<0.01, **p<0.001 vs. sham; **p<0.01,
**%5<0.001 vs. 6-OHDA-lesioned rats treated with saline; “~ p<0.001 vs.
respective day 11; $p<0.05, §§p<0.01, §§§p<0.001 vs. respective day 1.
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Figure 3

TH levels were increased in the striatum of lesioned rats treated with
L-DOPA and MDL28170 combination.

(A) Representative examples of striatal TH levels assessed by Western
blotting. GAPDH was the loading control. (B) Densitometric analysis
revealed striatal TH levels of 6-OHDA-lesioned rats treated with saline,
L-DOPA or concomitantly with L-DOPA and MDL28170 or roscovitine.
The data, expressed relative to GAPDH levels, represent the mean of
relative optical density (expressed as a percentage of the striatum-intact
side) + SEM; wn=4 rats/group, values are from triplicate
experiments/animal. **p<0.01 vs. every other group.
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Figure 4

TH immunoreactivity was increased in the striatum of lesioned rats
treated with L-DOPA and MDL28170 combination.

(A) Semiquantitative optical densitometry measurements of TH-positive
fibers in the striatum of 6-OHDA-lesioned rats. The data, expressed as a
percentage of the intact side, represent the mean of relative density
measurements of striatal TH-positive fibers £+ SEM; n=4 rats/group;
a total of 7 coronal sections were considered: +1.08, +0.84, +0.60, +0.36,
+0.12, -0.12 and -0.36 mm from the bregma (Paxinos and Watson, 2007).
**p<0.01 vs. every other group. (B) Examples of immunofluorescence
images showing TH-positive fibers in the striatum-injected side of sham
rats, 6-OHDA-lesioned rats sacrificed 25 days after lesioning and
6-OHDA-lesioned rats treated with L-DOPA alone or combined with
MDL28170 (sacrificed 49 days after lesioning). (C) The non-specific
staining was determined by using IgG’s at the same concentration as
TH antibody. Images are from brain coronal sections at +0.36 mm from
the bregma (Paxinos and Watson, 2007).



Figure 5

A

a

TH-positive cell number
(% of intact side)

@

155

B BER __.---. |Lesioned
Lesioned
EA 6-OHDA + L-DOPA + Vehicle et
I 6-OHDA + L-DOPA + MDL VTA- SN <
- z S N r
6 -
1 mm
——___ ]

H
1

N
1

L-DOPA + Vehicle |L-DOPA + MDL

L-DOPA + Vehicle L-DOPA + MDL

o

H
>
10 um ’
(e

Combination of L-DOPA and MDL28170 treatment did not alter the
number of TH-positive cells in the substantia nigra of lesioned rats.
(A) Numbers of TH-positive neurons in the SNc of 6-OHDA-lesioned
rats sacrificed 25 days after lesioning and 6-OHDA-lesioned rats treated
with L-DOPA alone or combined with MDIL28170 (sacrificed 49 days
after lesioning). The data, expressed as a percentage of the intact side,
represent the number of TH-positive neurons = SEM; n=4 rats/group;
3 coronal brain sections were considered per animal: -4.80, -5.04 and
-5.28 mm from the bregma (Paxinos and Watson, 2007). (B) Examples of
immunofluorescence images showing TH-positive neurons in the SNc¢ of
sham rats, lesioned rats and 6-OHDA-lesioned rats treated with L-DOPA
alone or combined with MDL28170. (C) Representative examples of
TH-positive cells (green) and Hoechst 33342-positive nuclei (blue) in the
SNc of 6-OHDA-lesioned rats treated with L-DOPA alone or combined
with MDL28170. Larger arrowheads show the nuclei of TH-positive
cells, and smaller arrowheads illustrate varicosities. H: Hoescht 33342;
SNc: Substantia Nigra pars compacta;, SNr: Substantia Nigra pars
reticulata;, VTA: Ventral Tegmental Area;, and TH: Tyrosine
Hydroxylase.



Figure 6

156

A kDa
p-dynamin |,_- — — _|—110
dynamin | e — ——— —"|'11°

150 4
<
E =~
g S 100
5§
a ©
“_U—
o ©
T)O\o 50
o
o
ol
B kDa
44
p-ERK1/2|._=- pos

e -
o o
o o

M

level of p-ERK1
(% of control)
o
o

‘In

[ sham [ 6-OHDA+Saline  HE 6-OHDA + L-DOPA
Il 6-OHDA+L-DOPA+MDL [ 6-OHDA + L-DOPA + Rosco

o

- -
[=] o
o o

1

level of p-ERK2
(% of control)
b

o]

Intrastriatal inhibition of calpains and cdkS altered phosphorylation
of dynamin and ERK1/2.

Protein levels were evaluated by Western blotting of extracts from the
strtatum of sham rats or 6-OHDA-lesioned rats treated with saline,
L-DOPA or concomitantly with L-DOPA and MDL28170 or roscovitine.
(A) Phosphorylated (p) dynamin levels at serine 774 were expressed
relative to total dynamin. (B) ERK2 levels at threonine 185/tyrosine 187
and ERKI levels at threonine 202/tyrosine 204 were expressed,
respectively, to total ERK2 or ERKI levels. The data, expressed as
a percentage of control values, represent the mean of relative optical
density * SEM; n=4 rats/group; values are from triplicate
experiments/animal. *p<0.05, **p<0.01 vs. 6-OHDA-lesioned rats treated
with L-DOPA alone; "p<0.05 vs. sham; “p<0.05 vs. all other groups.
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Effect of intrastriatal calpains or cdkS inhibition on L-DOPA
induced abnormal inveluntary movements (AIMs).

AlIMs scores were assessed at days 1, 7, 14 and 21 in 6-OHDA-lesioned
rats receiving saline, L-DOPA alone or in combination with intrastriatal
MDL28170 or roscovitine infusion. (A) Time course of total locomotive
AlIMs scores. The data represent the mean of total locomotive ratings per
testing day £ SEM. (B) Time course of total axial, orolingual and limb
(A.O.L.) AIMs scores. The data are presented as the mean of the sum of
axial, limb, and orolingual ratings per testing day £ SEM. (C) Time
course of total amplitude scores of axial and limb AIMs. The data
represent the mean of the sum of axial and forelimb amplitude scores per
testing day. n=4-8 rats/group. "p<0.05, *p<0.01, " p<0.001 vs. 6-OHDA-
lesioned rats receiving saline; *p<0.05, vs. 6-OHDA-lesioned rats
receiving L-DOPA alone.



CHAPITRE VI

DISCUSSION GENERALE

Certains mécanismes moléculaires permettant la réalisation d’activités motrices
ont été étudiés dans cette thése. Plus particuliérement, les travaux de recherche présentés
dans cet ouvrage se sont intéressés a I’implication de PKA et de I’afférence
dopaminergique dans I’apprentissage et la mémorisation d’une tiche motrice ainsi
qu’aux rdles des calpaines et de cdk5 dans le contrdle du mouvement. Ces travaux ont

été présentés sous forme de trois articles aux chapitres III, IV et V.

6.1 Est-ce que PKA par son action sur STEP¢; est impliquée dans ’apprentissage
moteur?

Dans la premiere étude présentée au chapitre III, I’implication de PKA et son
interaction avec STEPg, dans I’apprentissage et la mémorisation d’une tdche motrice
complexe ont ¢été étudiées. Dans cette étude, PKA a été inhibée de manicre
pharmacologique dans le striatum dorsal de souris par I’utilisation du Rp-cAMPS, et les

capacités d’apprentissage et d’exécution des souris ont été examinées.

6.1.1 PKA est impliquée dans ’apprentissage moteur

Les résultats de cette étude démontrent que PKA, au niveau du striatum, participe
a l’apprentissage et a la mémorisation d’une tdche motrice complexe. En effet,
’apprentissage moteur, évalué par le test rotarod, est affecté par I’inhibition
pharmacologique de PKA dans le striatum, et ce, de maniére dose-dépendante. Plus
particuliérement, I’inhibition de PKA, par I’injection du Rp-cAMPS, provoque un retard
d’apprentissage chez les souris. Bien que le role de PKA dans I’apprentissage moteur

n’ait pas été défini, il a ét¢ montré, au niveau moléculaire, que PKA participe a
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’induction de la plasticité cortico-striatale, mais aussi a la dépotentialisation, un
processus permettant d’augmenter |’efficacité du stockage d’informations en renversant
le renforcement synaptique (Calabresi et coll., 2000; Centonze et coll., 2003; Picconi et
coll,, 2003). Au niveau comportemental, en accord avec nos résultats, une étude a
montré que la délétion génétique de ’adenylate cyclase 5 (ACS5), connue pour diminuer
indirectement 1’activité de PKA, induit un retard d’apprentissage, chez des souris, lors
de la réalisation d’un test de comportement associé au striatum, le « water cross maze »
(Kheirbek et coll., 2009). Cette étude montre aussi que les souris ACS « knock-out »
sont incapables d’apprendre une tiche motrice complexe. En effet, les performances des
souris ACS5 « knock-out » sur le rotarod restent significativement diminuées a chaque
séance d’entrainement et elles ne s’améliorent pas avec les séances d’entrainement
(Kheirbek et coll., 2009). Le fait qu’un retard d’apprentissage moteur lors du test rotarod
n’ait pu étre observé dans I’étude de Kheirbek et coll. pourrait s’expliquer, entre autres,
par le degré de réduction de I’activité de PKA causé par la délétion génétique de I’ACS.
En effet, nos résultats montrent que les souris traitées avec une dose modérée de
Rp-cAMPS sont capables d’atteindre des performances maximales a la derniére journée
d’entrainement alors que les performances des souris traitées avec une forte dose de
Rp-cAMPS restent significativement diminuées. Dans ce contexte, les résultats de
Kheirbek et coll. s’apparentent a nos résultats obtenus chez les souris traitées avec la
plus forte dose de Rp-cAMPS. Ce profil de performances a aussi été retrouvé dans
d’autres études utilisant des souris AC5 « knock-out » (Iwamoto et coll., 2003), des
souris ou la sous-unit¢ régulatrice RIIB de PKA a été supprimée génétiquement
(RIIB-PKA « knock out ») (Brandon et coll., 1998) et des souris exprimant la forme
dominante négative de la sous-unité¢ Rlaf de PKA (RIap-PKA DN) (Yang et coll,
2014). Il est aussi a mentionner, en accord avec Iwamoto ef coll. et Yang et coll., que les
faibles performances sur le rotarod peuvent étre associées a ’apparition de troubles
moteurs. En effet, contrairement aux souris traitées avec une dose modérée de
Rp-cAMPS, les souris traitées avec la plus forte dose de Rp-cAMPS sont atteintes de
bradykinésie et d’akinésie. Ainsi, en regard de ’ensemble des résultats, 1’inhibition de

PKA induit un retard d’apprentissage moteur. Lors de I’apprentissage d’une tache
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motrice complexe, des troubles moteurs induits par une forte inhibition de PKA peuvent

interférer avec la capacité d’apprentissage.

Le Rp-cAMPS est un analogue de I’AMPc qui agit comme un inhibiteur
compétitif de PKA (Rothermel et Parker Botelho, 1988; Dostmann, 1995). Le
Rp-cAMPS se fixe aux sous-unités régulatrices de PKA, ce qui empéche la libération
des sous-unités catalytiques et par conséquent 1’activation de PKA (Rothermel et Parker
Botelhd, 1988; Dostmann, 1995). Comparativement au H89, un autre inhibiteur de PKA
couramment aussi utilisé, le Rp-cAMPS apparait pour étre un meilleur inhibiteur de
PKA (Lochner et Moolman, 2006). Bien que le Rp-cAMPS est largement utilisé pour
inhiber de maniere specifique PKA, il a été mis en évidence qu’il represente un faible
inhibiteur de la protéine «exchange protein directly activated by cAMP » (Epac)
(Christensen et coll., 2003; Brown et coll, 2014). La protéine Epac est facteur
d’échange du nucléotide guanine qui est activée par I’AMPc et qui active, entre autres,
les protéines Rap et Ras (Schmidt et coll., 2013). Elle est fortement exprimée au niveau
du striatum (Kawasaki et coll., 1998). Dans ce contexte, il se pourrait que la forte dose
de Rp-cAMPS utilisée dans notre étude module aussi la signalisation d’Epac, ce qui
pourrait contribuer aux effets comportementaux observés chez les souris. Toutefois, le
role d’Epac au niveau du striatum est peu connu. Il a été mis en évidence que
’activation d’Epac au niveau du noyau accumbens interfére avec un apprentissage
associé au systeme de la récompense (Park et coll., 2014). Dans ce contexte, de plus
amples expériences seraient nécessaires afin de déterminer ’implication d’Epac dans la
fonction motrice associée au striatum dorsal et si 1’effet dose-dépendante observé dans
notre étude pourrait aussi étre associ¢ a une modulation de ’activité d’Epac. De plus,
I'utilisation du Rp-cAMPS dans notre étude ne permet pas de discriminer I’implication
des différentes isoformes de PKA dans I’apprentissage moteur et ’exécution du
mouvement. L’affinit¢ du RP-cAMPS pour PKA de type I et PKA de type Il
n’étant pas significativement différente (Rothermel et Parker Botelho, 1988), I’effet
dose-dépendante ne semble donc pas étre associé a un effet sur les différents types de
PKA. Toutefois, il a été montré que les performances sur le rotarod sont diminuées chez

les souris RIIB-PKA «knock out» et les souris RIa-PKA DN, alors que I’activité
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locomotrice est affectée seulement chez les souris Rlaf-PKA DN (Brandon et coll.,
1998; Yang et coll., 2014). Dans ce contexte, il se pourrait que PKA de type I et de type
Il soient respectivement impliquées dans le contréle du mouvement et I’apprentissage
moteur. Cependant, dans ces deux derniéres études, le peu d’essais sur le rotarod ainsi
que I’absence de plusieurs tests spécifiques au contréle moteur ne permettent pas de
discriminer de maniére optimale I’implication de PKA de type I ou de type II dans
’apprentissage moteur et ’exécution du mouvement (Brandon et coll., 1998; Yang et
coll., 2014). De plus, chez les souris RIIB-PKA « knock out », les performances ne sont
pas améliorées lorsque le rotarod est plus facile a exécuter, laissant peut-étre entrevoir
des problémes moteurs chez ces souris (Brandon et coll, 1998). Dans ce contexte,
d’autres études seraient nécessaires pour déterminer le réle des différentes isoformes de

PKA dans la fonction motrice.

Plus particulierement, les résultats de cette étude mettent en évidence que PKA
participe aux processus moléculaires du striatum impliqués dans I’apprentissage moteur
en diminuant I’activation de la protéine STEPs;. En effet, lors de I’apprentissage, la
phosphorylation de STEP¢ sur la sérine 221 est augmentée dans le striatum et
’inhibition de PKA dans cette structure diminue cette phosphorylation. Ce résultat est
en accord avec le role actuel de STEP proposé par la littérature montrant que STEP
agirait comme un frein au processus de mémorisation en s’opposant au renforcement
synaptique par son action sur ERK1/2 et les récepteurs NMDA et AMPA (Pelkey et
coll., 2002; Braithwaite et coll., 2006a; Paul et coll., 2007; Zhang et coll., 2008b;
Venkitaramani et coll., 2011; Olausson et coll., 2012). Plus particulierement, les
résultats mettent en évidence que I’activation de la voie PKA/STEP¢;, au niveau du
striatum, est un processus engagé dans la phase lente d’apprentissage. En effet,
I’inhibition de PKA affecte la phase lente d’apprentissage et la phosphorylation de
STEPs; est augmentée dans cette phase. Dans ce contexte, la voie PKA/STEP¢; au
niveau striatum participerait au processus permettant le maintien a long terme et
’automatisation des séquences motrices. Il est a mentionner que contrairement a nos
résultats, les performances sur le rotarod sont affectées dés les premiers essais chez les

souris AC5 « knock-out » et les souris RIIB-PKA « knock-out » (Brandon et coll., 1998;
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Kheirbek et coll., 2009). Toutefois, contrairement & une inhibition pharmacologique
ciblée, la délétion génétique peut induire des changements physiologiques lors du
développement qui peuvent interférer avec le phénotype observé. De plus, la délétion
geénétique n’étant pas tissus spécifique, il se peut que la perte de I’ACS et de PKA dans
d’autres structures importantes pour 1’apprentissage moteur influence les résultats. Nos
résultats concordent cependant avec les évidences indirectes montrant que 1’afférence
dopaminergique ainsi que les substrats de STEPg, tels que les récepteurs NMDA et
ERK1/2, au niveau du striatum, sont impliqués dans la phase lente d’apprentissage
(article chapitre IV) (Bureau et coll., 2010; Lemay-Clermont et coll., 2011). Dans ce
contexte, il se pourrait que I’activation de la voie PKA/STEP¢, au niveau du striatum
permette de stabiliser a long terme les séquences motrices en facilitant le renforcement
synaptique par I’activation d’ERK1/2 et la modulation des récepteurs NMDA. Toutefois,

de plus amples expériences sont nécessaires pour €tablir ce point.

Il est bien établi que la formation de la mémoire a long terme nécessite I’activation
de genes afin d’induire la synthése de nouvelles protéines permettant la modulation des
connexions neuronales (Kandel, 2012). Les travaux d’Eric Kandel et ses collaborateurs,
sur I’aplysie, établirent que PKA participe a ce processus en activant 1’expression de
geénes par I’induction du facteur de transcription CREB (Kandel, 2012). En accord avec
ce principe, la mémorisation d’une tdche motrice complexe induit ’activation d’un
patron de génes (D'Amours et coll., 2011). Nos résultats suggérent que PKA pourrait
participer a I’activation de ce patron de genes. En effet, ’inhibition de PKA dans le
striatum diminue la phosphorylation et par conséquent ’activation de CREB lors de

’apprentissage et la mémorisation d’une tiche motrice complexe chez la souris.

6.1.2 L’activité de STEPg, est modulée durant ’apprentissage moteur

Bien que de plus amples expériences soient nécessaires pour démontrer
I’implication de STEPs; dans I’apprentissage moteur, les résultats de cette étude
montrent que durant I’apprentissage moteur, ’activit¢ de STEPg, varie en fonction des

phases d’apprentissage et des structures cérébrales. En effet, durant ’apprentissage
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moteur, la phosphorylation de STEP¢, est dimim.lée dans ’hippocampe lors de la phase
d’apprentissage rapide (jour 1) alors qu’elle est augmentée lors de la phase
d’apprentissage lente (jour 2 et plus) dans le cortex et le striatum. Bien que les protéines
soient exprimées a travers plusieurs régions cérébrales, il devient apparent qu’il existe
des différences dans les niveaux d’expression et les interactions protéiniques entre les

structures (Baucum et coll., 2013).

Chez I’humain, ’hippocampe est activé pendant la phase de consolidation, ayant
lieu aprés une premiére séance d’entrainement, plus particulierement lors du sommeil.
Toutefois, 1l apparait que ’hippocampe est aussi activé rapidement lors de la séance
d’apprentissage initiale (Albouy et coll., 2013). Le recrutement rapide de 1’hippocampe
servirait probablement a la création d’un patron de représentation spatiale de la séquence
de mouvement (Albouy et coll.,, 2013). De plus, il a été mis en évidence que le
recrutement précoce de 1’hippocampe prédit le gain de performance observé aprés une
nuit de sommeil et semblerait donc influencer la consolidation nocturme des mémoires
motrices (Albouy et coll.,, 2008). Les auteurs de cette €tude ont proposé que le
recrutement de ’hippocampe lors de la séance initiale d’entrainement permette de
baliser les populations de neurones qui seraient a nouveau activées lors des processus de
consolidation. Cette proposition est supportée par le fait qu’au niveau de I’hippocampe,
il y a une réactivation d’un patron d’activité neuronale lors de la consolidation nocturne
d’expériences dépendantes de 1’hippocampe (Albouy ef coll., 2013). En accord avec le
recrutement précoce de I’hippocampe chez I’humain, nos résultats ainsi que les travaux
de recherche de notre laboratoire mettent en évidence 1’activation de STEPg,, ERK1/2
(Bureau et coll., 2010) et mTor (Bergeron et coll., 2014) au niveau de I’hippocampe a la
fin de la premiére journée d’entrainement, et leur activation retourne a un niveau basal
les jours suivants. Ces résultats suggerent qu’il y aurait au niveau de I’hippocampe la
formation d’un processus moléculaire spécifique a la premiére séance d’entrainement.
L’activation de STEPg; a la fin de la premiére journée d’entrainement pourrait permettre
I’extinction de ce processus en inactivant des protéines impliquées dans la réorganisation

synaptique. En effet, il a été montré que STEP agit comme rétrocontréle négatif afin de
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limiter la durée d’activation d’ERK 1/2 (Paul ef coll., 2003; Venkitaramani et coll., 2009;
Paul et Connor, 2010).

Contrairement a I’hippocampe, les résultats montrent une augmentation de la
phosphorylation de STEPg et donc une inactivation lors de la phase lente
d’apprentissage, au niveau du cortex et du striatum. Ceci est en accord avec le fait que le
striatum et le cortex sont plus activés lorsque les performances atteignent une asymptote
(Kleim et coll., 2004, Doyon et coll., 2009; Bureau et coll., 2010). L’implication du
réseau cortico-striatal dans la phase lente joue un réle dans le maintien a long terme et
’automatisation de la tdche motrice. Dans ce contexte, I’inactivation de STEPg; pourrait
faciliter la plasticité synaptique nécessaire au stockage de 1’information. Les résultats
montrent que la phosphorylation de STEPg, retourne a un niveau basal lors du 4° jour
d’entrainement. Au 4° jour, les performances sur le rotarod sont maximales et la tdche
est effectuée de maniére automatique. Une explication possible est que lorsque la tache
devient automatique et spontanée, PKA ne serait plus activée. En effet, nos résultats
montrent que lorsque la tiche motrice est complétement apprise, I’inhibition de PKA
dans le striatum n’affecte pas les performances sur le rotarod. De plus, il a ét¢ montré
chez les animaux qu’une fois la tiche motrice apprise, I’injection de 6-OHDA au niveau
du cortex ou I’inhibition systémique des récepteurs D n’affectent pas I’exécution de la
tiche (Molina-Luna et coll., 2009; Yin et coll., 2009). Le fait que I’exécution devient
indépendante des récepteurs D a la suite d’une pratique répétée a aussi été démontré
dans un autre type de tdche associée a une réponse conditionnée par la nourriture,
le « head-entry reponse to a cue signaling food delivery » (Choi et coll., 2005). Par
conséquent, la déphosphorylation de STEPg, au 4° jour pourrait s’expliquer par la perte
d’activation de la voie D|/PKA lorsque la tiche motrice est effectuée de maniere
automatique. De plus amples expériences seraient nécessaires afin de définir
’implication de STEP¢; au niveau des différentes structures cérébrales lors de
I’apprentissage moteur. Toutefois, les résultats montrent que durant I’apprentissage
moteur, ’activité de STEPg, est neuroanatomiquement définie et dépend des phases

d’apprentissage.
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6.1.3 PKA est impliquée dans I’exécution du mouvement

Enfin, les résultats de cette étude démontrent qu’une forte inhibition de PKA dans
le striatum affecte ’exécution du mouvement. En effet, les souris traitées avec la plus
forte dose d’inhibiteur ont des troubles de coordination et sont atteintes
d’akinésie/bradykinésie. Au niveau moléculaire, PKA facilite I’excitation des neurones
épineux du striatum en modulant, entre autres, les courants NMDA, GABA4 et calciques
(Colwell et Levine, 1995; Surmeier et coll., 1995; Blank et coll., 1997; Gao et coll.,
1997; Hernandez-Lopez et coll., 1997; Flores-Hernandez et coll., 2000; Surmeier et
coll., 2011a). Au niveau comportemental, nous avions déja mis en €vidence qu’un
déreglement de I’activité de PKA est associé a une perte de contréle de mouvement
(Lebel et coll., 2010). Plus particulierement, cette derniere étude montre que la
suractivation de PKA est associée a 1’apparition de mouvements hyperkinétiques (Lebel
et coll., 2010). En regard de ces évidences, il était donc attendu que I’inhibition de PKA
induise des troubles moteurs de type hypokinétique. Ce résultat est en accord avec le fait
que bloquer la signalisation propre aux récepteurs D, ou supprimer génétiquement I’AC
induit des troubles hypokinétiques (Meyer et coll., 1993; Jackson et Westlind-
Danielsson, 1994; Iwamoto et coll., 2003). Une forte inhibition de I’activité de PKA au
niveau du striatum est donc a méme d’induire des troubles de [’exécution du
mouvement. Par contre, nos résultats mettent en évidence qu’une inhibition modérée de
’activité de PKA au niveau du striatum affecte uniquement 1’apprentissage moteur. En
effet, nos résultats démontrent que I’inhibition de PKA avec une dose moyenne de
Rp-cAMPS affecte I’apprentissage sans affecter 1’exécution motrice. Ainsi, ces résultats
suggerent qu’au niveau du striatum, PKA aurait un seuil d’activité optimal et que les
processus moléculaires engagés dans I’apprentissage moteur sont plus sensibles a une
modulation de son activité que ceux engagés lors de I’exécution motrice (Figure 6.1,

p. 166).
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Figure 6.1  La modulation de IP’activité de PKA dans le striatum induit des
troubles dans la réalisation d’activités motrices.
Au niveau du striatum, PKA aurait un seuil d’activité optimal (en gris),
ou une faible modulation de son activité n’interfere pas avec la réalisation
d’activité motrice. L’augmentation ou la diminution de son activité
altererait 1’apprentissage moteur sans induire de sévéres troubles moteurs.
La suractivation ou la surinhibition de PKA induirait des troubles du
mouvement, respectivement, hyperkinétiques ou hypokinétiques.

Ainsi, cette étude met en €vidence que PKA participe au processus d’apprentissage
moteur et que I’un des mécanismes engage par PKA est I’inactivation de STEPg;. PKA
régule aussi I’apprentissage moteur en agissant sur le facteur de transcription CREB. De
plus, cette étude démontre que PKA joue aussi un rdle dans I’exécution du mouvement.
Dans ce contexte, les résultats montrent que les processus d’apprentissage sont plus

sensibles 4 une perte d’activit¢é de PKA que ceux engagés dans I’exécution du

mouvement.

6.2 Est-ce qu.e Pinnervation dopaminergique est nécessaire lors de
I’apprentissage moteur?

Dans la deuxiéme étude présentée au chapitre IV, I’implication de I’innervation
dopaminergique dans 1’apprentissage moteur a ¢té étudiée. Afin de réaliser cette étude,
différents niveaux de déplétion en dopamine ont €té induits chez des souris, par
I’utilisation de la neurotoxine MPTP, et I’intégrité des processus de mémorisation ainsi

que la capacité d’exécution des souris ont été examinées.
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Les résultats de cette étude démontrent que la perte d’innervation dopaminergique
au niveau du striatum affecte les processus d’apprentissage et la mémorisation d’une
tache motrice. Ceci concorde avec le fait qu’au niveau moléculaire, la dégénérescence
des neurones dopaminergiques bloque I’induction de plasticité synaptique cortico-
striatale (Calabresi et coll., 2000). Ce résultat est aussi en accord avec les études
réalisées chez I’humain et le rongeur montrant que la perte de dopamine affecte
’apprentissage des habiletés motrices (Harrington et coll., 1990; Doyon et coll., 1997,
Doyon et coll., 1998; Krebs ef coll., 2001; Carbon et Eidelberg, 2006; Siegert et coll.,
2006; Muslimovic et coll., 2007). Plus particuliérement, nos résultats mettent en
évidence que seulement une faible afférence dopaminergique est suffisante pour
permettre 1’apprentissage des habiletés motrices. En effet, I’apprentissage moteur est
affecté lorsque les niveaux de la TH, un marqueur des neurones dopaminergiques, sont
diminués de plus de 80 % dans le striatum. Le fait que les troubles d’apprentissage
apparaissent seulement en présence d’une forte déplétion dopaminergique pourrait
s’expliquer par la mise en place de mécanismes de compensation. En effet, il a été
montré que la perte des neurones dopaminergiques est associée a la mise en place de
mécanismes adaptatifs afin de pallier au manque de dopamine (Zigmond et coll., 1990;
Zigmond, 1997; Bezard et Gross, 1998; Pifl et Hormykiewicz, 2006). L’augmentation de
la reldche de dopamine reflétée par I’augmentation de son « turn over » (Bernheimer ef
coll., 1973; Hefti et coll., 1980; Zigmond et coll., 1984; Altar et coll., 1987; Sossi et
coll., 2004), la diminution de I’expression et de I’affinité du transport a la dopamine
(DAT) permettant d’augmenter la disponibilité extracellulaire en dopamine (Lee et coll.,
2000a; Sossi et coll., 2007; Sossi et coll., 2009; Afonso-Oramas et coll., 2010) ainsi que
’augmentation de ’expression des récepteurs D, favorisant la transmission signalétique
(Creese et Snyder, 1979; Chritin ef coll., 1992; Radja et coll.,, 1993), sont autant de
mécanismes adapatifs retrouvés chez les patients parkinsoniens et les rongeurs modéles
de la maladie de Parkinson. De plus, les résultats de cette étude montrent que les
troubles d’apprentissage moteur s’accentuent avec la perte d’afférence dopaminergique.
En effet, le trouble d’apprentissage est plus sévere lorsque la perte en TH atteint plus de
90 % au niveau du striatum. Ce résultat concorde avec les observations faites chez les

patients parkinsoniens montrant que la sévérité de la maladie influence 1’apprentissage
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de séquences répétées (Harrington et coll., 1990; Doyon et coll, 1997; Smith et
McDowall, 2006; Muslimovic et coll., 2007). Ainsi, les résultats de cette étude mettent
en évidence que la sévérité de la perte d’afférence dopaminergique influence les

processus moléculaires de mémorisation.

Il est a mentionner que la diminution de I’expression de la TH et du DAT a la suite
de I’injection de MPTP a tendance a étre réversible chez les souris (Ho et Blum, 1998;
Mitsumoto et coll., 1998; Bezard et coll., 2000; Jakowec et coll., 2004). En effet, chez
les souris C57bl/6j, I’analyse du marquage de la TH en fonction du temps a la suite de
’injection de MPTP montre qu’au niveau de la substance noire pars compacta, la perte
des neurones immunoréactifs pour la TH est équivalente a la perte neuronale sept jours
aprés l’injection de MPTP. Cette équivalence reste stable jusqu'a 30 jours aprés
’injection de MPTP (Jackson-Lewis et coll., 1995; Jakowec et coll., 2004). Au niveau
du striatum, ’expression de la TH et du DAT mesurée par western blot augmente
30 jours apres I’injection de MPTP (Jakowec et coll., 2004). Bien que la TH et le DAT
soient des marqueurs des neurones dopaminergiques, ces résultats mettent en €vidence
que le marquage de la TH et du DAT n’est pas nécessairement équivalent a la perte des
neurones dopaminergiques (Jackson-Lewis et coll., 1995; Jakowec et coll., 2004).
L’augmentation de I’expression de la TH peut provenir de la capacité des neurones
restants a augmenter la synthése de la TH ou & régénérer spontanément des axones
(Jakowec et coll., 2004). En accord avec Jakowec et coll., il a été observé de maniére
qualitative une augmentation de la densité de fibres TH-positives dans le striatum des
souris C57bl/6j a partir du 14° jour aprés I’injection de MPTP (Ho et Blum, 1998).
L’analyse quantitative réalisée par d’autres études montre une augmentation
significative de la densité de fibres TH-positives 24 jours aprés I’injection de MPTP
chez les souris C57bl/6j (Mitsumoto et coll., 1998) et cinq mois aprés 1’injection de
MPTP chez les souris OF1 (Bezard et coll., 2000). Ce phénoméne a aussi été
observé chez les singes un mois aprés 1’injection de MPTP (Song et Haber, 2000) ainsi
que chez les rats quatre a sept mois aprés I’injection de 6-OHDA lors d’une
dégénérescence partielle des neurones dopaminergiques (< 70 % de perte des neurones

dopaminergiques) (Blanchard et coll., 1995; Blanchard et coll., 1996; Finkelstein et
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coll., 2000; Stanic et coll., 2003). Toutefois, afin que nos résultats ne soient pas biaisés
par I’augmentation de I’expression de la TH observée suite a I’injection de MPTP, les
tests comportementaux ont été réalisé€s sept jours apres 1’injection de MPTP, c'est-a-dire
lorsque la perte des neurones dopaminergiques est établie, et les souris ont été sacrifiées
de suite aprés I’entrainement sur le rotarod, soit dix jours apres 1’injection de MPTP.
De plus, du fait que chez le rongeur le DAT peut étre régulé a la baisse afin de servir de
mécanisme de compensation a la suite de la perte des neurones dopaminergiques
(Stachowiak et coll., 1987; Snyder et coll., 1990; Sossi et coll., 2009; Afonso-Oramas et
coll., 2010) et que la TH est I’enzyme limitante dans la synthése de dopamine (Levitt et
coll., 1965), les souris ont été regroupées en fonction de I’expression de la TH afin

d’évaluer I’implication de I’afférence dopaminergique dans 1’apprentissage moteur.

De plus, les résultats de cette étude mettent en évidence que la phase lente
d’apprentissage, incluant la consolidation, est particulierement affectée par la perte
d’afférence dopaminergique. En effet, a la suite de la déplétion dopaminergique,
I’apprentissage moteur est d’abord affecté¢ dans la phase lente d’apprentissage et les
effets sur cette phase s’accentuent avec la progression de la perte en TH. La phase lente
et la consolidation permettent de stabiliser et maintenir durablement les séquences
motrices afin de permettre 1’automatisation du mouvement (Doyon et coll., 2009).
Chez les patients parkinsoniens, la phase lente d’apprentissage, la consolidation et
’automatisation sont aussi affectées (Harrington ef coll., 1990; Doyon et coll., 1997;
Doyon et coll., 1998; Wu et Lynch, 2006; Marinelli et coll., 2009; Gamble et coll.,
2014). De plus, des études ont mis en évidence que les récepteurs D; et D, sont
impliqués dans la consolidation et la phase lente d’apprentissage (Levesque et coll.,
2007; Willuhn et Steiner, 2008; Tremblay et coll., 2009; Yin et coll., 2009; Beeler et
coll., 2010). Du fait que les récepteurs D; ont moins d’affinité pour la dopamine
(Richfield et coll., 1989) et que I’inhibition de PKA affecte aussi la phase lente
d’apprentissage (article chapitre II1), il est possible qu’a la suite de la perte d’innervation
dopaminergique, la phase lente d’apprentissage soit affectée en premier par une perte
d’activation des récepteurs D,. Cette suggestion est appuyée par le fait qu’une perte de

TH d’environ 75 % dans le striatum empéche I’induction de la LTP, un processus
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associé aux récepteurs D1, alors que la perte de TH de plus de 90 % empéche I’induction
des deux formes de plasticité : la LTP et LTD (Paille et coll., 2010). Toutefois, de plus
amples expériences seraient nécessaires afin de déterminer I’implication des récepteurs
dopaminergiques et I’influence qu’exerce la perte d’innervation dopaminergique sur ces

récepteurs lors des différentes phases d’apprentissage.

Il est aussi 2 mentionner que d’autres facteurs peuvent participer aux troubles
d’apprentissage. D’une part, il est connu que la perte des neurones dopaminergiques
induit des modifications moléculaires associées aux systémes de neurotransmission non
dopaminergique tels que le systéme glutamatergique (Ouattara et coll., 2009; Morin et
D1 Paolo, 2014). Or, ce systeme participe a I’induction de la plasticité synaptique
cortico-striatale (Calabresi et coll., 2007; Kreitzer et Malenka, 2008; Surmeier et coll.,
2011a) et il a été montré que I’inhibition pharmacologique des récepteurs NMDA ou de
la protéine de signalisation glutamatergique MEK1/2 affecte |’apprentissage moteur,
plus particulierement dans la phase lente et la consolidation (Bureau et coll., 2010;
Lemay-Clermont ef coll., 2011). D’autre part, I’activité corticale est affectée chez
les patients parkinsoniens (Carbon et Eidelberg, 2006; Dagher et Nagano-Saito, 2007;
Carbon et coll., 2010) et la perte en dopamine au niveau du cortex affecte
’apprentissage moteur chez le rongeur (Molina-Luna et coll., 2009; Hosp et coll., 2011).
De plus, la perte des neurones dopaminergiques est 4 méme d’influencer la plasticité
synaptique au niveau de I’hippocampe (Zhu et coll., 2011). Dans ce contexte, il se
pourrait que les modifications des systémes non dopaminergiques ainsi que la perte en
dopamine extrastriatale participent aux effets observés et de plus amples expériences

seraient nécessaires pour vérifier leur contribution.

Enfin, les résultats de cette étude montrent que la perte d’afférence
dopaminergique est & méme d’affecter I’apprentissage et la mémorisation d’une tiche
motrice sans toutefois induire de séveres pertes motrices. En effet, les souris MPTP
ayant une perte de 80 % et plus en TH ont des difficultés d’apprentissage et de
mémorisation, mais pas de probleémes de capacité motrice. A ce niveau de déplétion

dopaminergique, nous nous attendions toutefois a observer des troubles d’exécution.
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Dans ce contexte, il se pourrait que les souris MPTP soient atteintes de troubles moteurs
qui ne sont pas mis en évidence par les tests d’exécution utilisés. En effet, chez les
patients parkinsoniens, la perte en dopamine est bien connue pour induire des troubles
de motricité fine et de la difficulté a initier volontairement le mouvement. Toutefois, nos
résultats concordent avec d’autres études chez le rongeur, montrant que la perte de
dopamine affecte |’apprentissage moteur sans induire des troubles de la motricité
générale (Ogura et coll., 2005; Kheirbek et coll., 2009; Eckart ef coll., 2010). De plus,
des études chez les patients parkinsoniens ont mis en €vidence que ’apprentissage peut
étre affecté des le stade précoce de la maladie (Stefanova et coll., 2000; Mentis et coll.,
2003; Carbon et Eidelberg, 2006; Marinelli et coll., 2009; Carbon et coll., 2010). Les
résultats suggerent donc que les troubles de mémorisation précedent les séveres pertes

motrices induites par la perte en dopamine.

Ainsi, les résultats de cette étude mettent en évidence que [’innervation
dopaminergique participe au processus permettant I’apprentissage et la mémorisation de
nouvelles habiletés motrices. Plus particuliérement, cette étude démontre qu’une faible
afférence dopaminergique au niveau striatum, correspondante a des niveaux
d’expression de la TH d’environ 20 %, est suffisante pour permetire 1’apprentissage
moteur et que cette afférence participe au processus permettant la stabilisation a long
terme des séquences motrices. Enfin, cette ¢étude suggere que les processus
d’apprentissage des habiletés motrices sont plus sensibles a une perte de dopamine que

les processus régissant I’exécution du mouvement.

6.3 Est-ce que les calpaines et cdk5S sont impliquées dans le contréle du
mouvement?

Dans la troisieme étude présentée au chapitre V, I’implication des calpaines et de
cdk5 dans le contrdle du mouvement a été étudice. Rappelons que les calpaines sont des
protéines calcium-dépendantes qui sont autant activées par la dopamine que le glutamate
(Goll et coll., 2003; Wu et Lynch, 2006; Cowan et coll., 2008; Del Rio ef coll., 2008;
Meyer et coll., 2008; Lebel et coll., 2009; Lebel et Cyr, 2011; Baudry et coll., 2013) et
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dont I’activation provoque le clivage du cofacteur de cdk5, p35 en p25, induisant
I’augmentation de ’activité de cdk5 (Patrick et coll., 1999; Kusakawa et coll., 2000; Lee
et coll., 2000b). Cette étude a été réalisée dans un contexte pathologique associé a une
perte du contréle du mouvement : les dyskinésies induites par la L-DOPA (LID). Pour
réaliser cette étude, les calpaines et cdk5 ont été inhibées de maniére pharmacologique
par ’infusion en continu de leurs inhibiteurs respectifs, le MDL28170 et la roscovitine,
au niveau du striatum dorsal de rats 6-OHDA traités avec la L-DOPA. Les résultats
démontrent que les calpaines et cdk5 participent au contréle du mouvement. En effet,
I'inhibition des calpaines et dans une moindre mesure, I’inhibition de cdk5, diminuent
les mouvements anormaux involontaires induits par la L-DOPA chez le rat 6-OHDA,
modele de la maladie de Parkinson. Ce résultat est en accord avec une étude mettant en
évidence que les souris surexprimant le cofacteur de cdk5, p25, démontrent des troubles

de coordination (Meyer et coll., 2008).

Le rdle des calpaines et de cdk5 dans la fonction motrice n’étant pas connu, leur
implication dans un contexte parkinsonien, c’est-a-dire associé uniquement a la
dégénérescence des neurones dopaminergiques, a aussi été étudiée dans cette étude.
Les résultats démontrent que I’inhibition des calpaines et de cdk5 n’a pas d’effets
antiparkinsoniens sur l’akinésie/bradykinésie chez les animaux traités a la 6-OHDA,
modeéles de la maladie de Parkinson. En accord avec la littérature, 1’administration de
la L-DOPA améliore les symptomes parkinsoniens chez les rats 6-OHDA.
L’administration de I’inhibiteur des calpaines, le MDL28170, ou de I’inhibiteur de cdk$,
la roscovitine, n’influence pas les effets bénéfiques ‘de la L-DOPA, que ce soit
positivement ou négativement. Toutefois, il a été montré que lorsque des souris saines
sont traitées de maniére chronique avec la cocaine, I’administration de la roscovitine
augmente les effets locomoteurs induits par la cocaine chez les souris (Bibb et coll.,
2001). Dans notre étude, le modele animal a été choisi pour observer les dyskinésies
induites par la L-dopa. Les animaux présentent une forte dégénérescence des neurones
dopaminergiques (> 95 %) et ils sont traités avec une forte dose de L-DOPA afin
d’induire rapidement d’importantes dyskinésies. Dans ce contexte, il est possible que la

forte dégénérescence et la haute dose de L-DOPA empéchent d’observer les effets
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bénéfiques que pourrait avoir la roscovitine sur les symptoémes parkinsoniens et/ou
induisent des modifications dans la fonction de cdkS. Dans ce contexte, de plus amples
¢tudes utilisant un modele animal avec une faible dégénérescence (stade précoce de la
maladie de Parkinson) et traité¢ avec de faibles doses de L-DOPA seraient nécessaires.
Toutefois, nos résultats démontrent que dans un stade avancé de la maladie de
Parkinson, D’inhibition des calpaines et de cdkS n’améliore pas les symptomes
parkinsoniens. L’administration de la L-DOPA améliore les symptémes moteurs de la
maladie de Parkinson et ces effets bénéfiques ne sont pas bloqués par I’inhibition des

calpaines et de cdkS.

6.3.1 Les calpaines et cdkS dans les dyskinésies induites par la L-DOPA

Les dyskinésies induites par la L-DOPA sont causées, entre autres, par des
modifications moléculaires durables au niveau du striatum, a la suite de la
dégénérescence massive des neurones dopaminergiques et I’administration répétée de la
L-DOPA. 1l est bien établi que les dyskinésies sont associ€es a I’activation des
récepteurs dopaminergiques D, et glutamatergiques tels que NMDA et mGluRs
(Cenci et Lundblad, 2006; Calabresi et coll., 2007; Cenci, 2007; Cenci et Konradi, 2010;
Morin et Di Paolo, 2014). Au niveau de la signalisation, il est établi que la
voie dopaminergique D; PKA/DARPP32Thr34/ERK/AFosB ainsi que la voie
glutamatergique Ras/MEK/ERK/AFosB participent a 1’émergence des dyskinésies
(Cenci et Lundblad, 2006; Calabresi et coll., 2007; Cenci, 2007; Cenci et Konradi,
2010). Dans ce contexte, notre étude ajoute I’implication de deux nouvelles protéines
dans les dyskinésies : les calpaines et cdk5. En effet, les résultats démontrent que
I’inhibition des calpaines et I’inhibition de cdkS, chez les rats 6-OHDA traités avec la
L-DOPA, diminue la sévérité des dyskinésies, respectivement, de 23 % et 70 %. Dans la
littérature, des évidences indirectes montrent I’implication de cdk5 et des protéines
calcium-dépendantes dans les LID. Il a été démontré que les LID sont associ€es a une
augmentation de I’expression de cdkS (Aubert et coll., 2005) et de son facteur de
transcription FosB (Andersson er coll., 1999; Cenci, 2002; Pavon et coll., 2006;

Lindgren et coll,, 2011). L’inactivation génétique de FosB diminue les dyskinésies
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(Andersson et coll.,, 1999; Cenci, 2002). Une forte altération dans I’expression des
protéines calcium-dépendantes a été retrouvée chez les rats dyskinétiques (Konradi e
coll., 2004). Chez les rats et les singes dyskinétiques, I’inhibition des récepteurs AMPA
perméables au calcium diminue de 75 % les dyskinésies (Kobylecki et coll., 2010).
Ainsi, en accord avec ces évidences indirectes, nos résultats démontrent que cdk5, et
plus particuliérement les protéines calcium-dépendantes calpaines, jouent un réle dans

les LID.

Les études précédentes ont mis en évidence que I’inhibition des protéines de la
voie de signalisation des récepteurs D, du striatum telles que PKA et DARPP32 diminue
les dyskinésies sans toutefois les abolir (~50 %) (Santini et coll., 2007; Lebel et coll.,
2010). De plus, il a été montré que les dyskinésies sont associées a une augmentation de
’expression de la protéine Gaer (Alcacer et coll,, 2012). Toutefois, bien qu’une
réduction partielle de la protéine Gaor normalise les niveaux de DARPP32 phosphorylé
sur la thréonine 34, elle n’est pas a méme de réduire la sévérité des dyskinésies (Alcacer
et coll.,, 2012). D’autre part, I’inactivation génétique de ras-GRF1, I’activateur de ras
dans la voie de signalisation Ras/ERK, diminue aussi les dyskinésies sans les abolir
(~50 %) (Fasano et coll., 2010). Ces études suggerent que bien que ’activation de la
voie D, et des MAPK soient permissives aux dyskinésies, les dyskinésies sont le résultat
d’une mauvaise intégration de différents signaux. En accord avec cette suggestion, nos
résultats démontrent que 1’inhibition des calpaines, qui sont autant activées par les
récepteurs D; que glutamatergiques, diminue significativement la sévérité des
dyskinésies (70 %). Chez les animaux traités avec la L-DOPA en combinaison avec
’inhibiteur des calpaines, la fréquence et ’amplitude des mouvements anormaux
involontaires sont si fortement diminuées qu’il n’existe plus de différence significative
avec les animaux ne développant pas de dyskinésies. Ce résultat met en €vidence que
’inhibition des protéines, qui sont autant activées par la dopamine que par le glutamate,

est a méme d’avoir un impact sur la sévérité des dyskinésies.
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6.3.2 Mécanismes moléculaires du striatum par lesquels les calpaines et cdkS
jouent un réle dans les dyskinésies induites par la L-DOPA

Ces résultats mettent en évidence que les calpaines et cdk5 participent a
’émergence des dyskinésies en régulant au moins deux mécanismes : la phosphorylation

de dynamine et celle de ERK1/2. De plus, les calpaines influencent I’expression de TH.

6.3.2.1 La phosphorylation de dynamine

La dynamine est une protéine impliquée dans la formation des vésicules
d’endocytose a clathrine, une voie d’internalisation des récepteurs couplés aux
protéines G (Claing et coll., 2002). Elle est nommée déphosphine avec d’autres
protéines, car son statut de phosphorylation régule les cycles d’endocytose (Samuels et
Tsai, 2003). Brievement, au repos, la dynamine est dans un état phosphorylé. Lors de
’endocytose, la dynamine est déphosphorylée, permettant sa formation en anneaux au
cou de la vésicule et I’induction de la fission. Puis, la dynamine est a nouveau
phosphorylée par cdk5 pour permettre d’autres cycles d’endocytose (Samuels et Tsai,
2003). Cdk5 phosphoryle la dynamine sur la sérine 774 (Tan et coll., 2003; Graham et
coll., 2007). La phosphorylation de dynamine par cdk5 empéche la dynamine de se lier
aux phospholipides et/ou a d’autres déphosphines (Slepnev et coll., 1998; Tan et coll.,
2003). Une phosphorylation adéquate de dynamine est donc essentielle au bon
fonctionnement de I’endocytose (Tan et coll., 2003). Nos résultats montrent une
augmentation anormale de la phosphorylation de dynamine chez les rats dyskinétiques.
Ceci suggere que les dyskinésies sont associées a un déreglement de ’endocytose et par
conséquent a des problémes d’internalisation des récepteurs couplés aux protéines G.
En accord avec cette suggestion, d’autres études ont souligné que les dyskinésies sont
associées a des problemes d’internalisation des récepteurs D, (Guigoni et coll., 2007;
Berthet et coll., 2009; Ahmed et coll., 2010). En effet, chez les animaux dyskinétiques,
il a ét¢ montré, par microscopie éléctronique, une augmentation de la présence des
récepteurs D au niveau de la membrane plasmique, ce qui est associée a un déreglement
de leur trafic intraneuronal (Guigoni et coll., 2007; Berthet et coll., 2009). Faciliter

I’internalisation des récepteurs D; par la surexpression de GRK6 diminue les dyskinésies
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alors qu’a ’inverse, diminuer 1’expression de GRK6 exacerbe les dyskinésies (Ahmed et
coll., 2010). De plus, nos résultats montrent que chez les animaux traités avec la
L-DOPA, [linhibition des calpaines ou de cdk5 normalise les niveaux de
phosphorylation de dynamine et diminue les dyskinésies. 1l a déja été démontré que les
calpaines augmentent 1’activité de cdk5 (Patrick et coll., 1999; Kusakawa et coll., 2000;
Lee et coll., 2000b) et que la phosphorylation de dynamine est diminuée lorsque
Iactivité de cdk5 est réduite (Tan ef coll., 2003). En accord avec ces observations, nos
résultats montrent que de diminuer I’activité de cdk5, soit directement par I’infusion de
roscovitine, soit indirectement par I’inhibition des calpaines, diminue la phosphorylation
de dynamine. Ces résultats confirment d’un point de vue biochimique I’inhibition des
calpaines et cdk5. De plus, ils démontrent que chez les animaux dyskinétiques,
I’augmentation de la phosphorylation de dynamine est causée par I’activation de la voie
calpaines/cdk5. De plus amples expériences seraient nécessaires pour comprendre
’implication de la dynamine dans les dyskinésies. Toutefois, ces résultats mettent en

¢vidence un nouveau mécanisme moléculaire associé a I’apparition des dyskinésies.

6.3.2.2 La phosphorylation d’ERK1/2

Il est bien connu que la phosphorylation d’ERK1/2 représente un marqueur
biochimique des LID (Pavon et coll., 2006; Santini et coll., 2007; Westin et coll., 2007;
Cenci et Konradi, 2010; Lebel ef coll., 2010; Santini et coll., 2012). En accord avec la
littérature, les résultats de cette étude démontrent que la phosphorylation d’ERK1/2 est
augmentée chez les animaux dyskinétiques et que I’inhibition des calpaines et de cdk5
diminue la phosphorylation d’ERK1/2, ce qui est associ¢ a une diminution des

dyskinésies chez les animaux.

Dans un autre modele hyperdopaminergique associé a I’administration chronique
de cocaine, il a été montré que 1’activation de cdk5/p35 augmente la phosphorylation de
DARPP32 sur la thréonine 75 (Thr75), transformant DARPP32 en un inhibiteur de PKA
(Bibb et coll., 2001). Dans ce contexte, cdk5/p35 joue un role de rétrocontrole négatif

sur I’augmentation de I’activité dopaminergique a la suite de I’administration de cocaine
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(Bibb et coll., 2001). Toutefois, dans les dyskinésies induites par la L-DOPA, il a été
montré que la phosphorylation de DARPP32 sur la Thr75 n’est pas modulée (Santini et
coll., 2012). Dans le contexte des LID, cdk5 n’agirait donc plus sur la phosphorylation
de DARPP32 sur la Thr75. Cette observétion est en accord avec la théorie des LID,
montrant que les dyskinésies sont associées a une augmentation de I’activation de la voie
dopaminergique D; et de la phosphorylation de DARPP32 sur la Thr34 menant a
’augmentation d’ERK1/2. Les études portant sur cdk5 mettent en évidence que la
fonction de cdkS peut varier en fonction de la structure ainsi que du type, de la quantité
et du temps d’expression des cofacteurs de cdk5 (Cyr et coll., 2003; Fischer et coll.,
2005; Hawasli et Bibb, 2007; Meyer et coll., 2008). Dans ce contexte, les complexes
cdk5/p35 et cdk5/p25 ne partageraient pas totalement les mémes substrats. En effet, il a
été montré que lorsque cdkS est lie a p25, cdkS n’augmente pas la phosphorylation de
DARPP32 sur la Thr75. Au contraire, la phosphorylation est diminuée (Meyer et coll.,
2008). L’ensemble de ces recherches suggere donc que dans le contexte des LID, la
perte de la phosphorylation de DARPP32 sur la Thr75 pourrait étre causée par la
formation du complexe cdk5/p25 & la suite de I’activation des calpaines, contribuant

ainsi a I’augmentation de I’activation de la voie D; et la phosphorylation d’ERK /2.

La phosphorylation d’ERK1/2 est aussi induite par la stimulation des récepteurs
glutamatergiques (Sgambato et coll., 1998; Schwarzschild et coll., 1999; Vanhoutte et
coll., 1999; Choe et Wang, 2001; Perkinton et coll., 2002; Mao et coll., 2004). La liaison
de p25 a cdk5 augmente la phosphorylation de la sous-unit¢é GluR1 des récepteurs
AMPA sur la sérine 845 ainsi que la phosphorylation de la sous-unité NR2A sur la
sérine 1232 (Fischer et coll., 2005; Meyer et coll., 2008). La phosphorylation & ces sites
augmente la conductance des récepteurs AMPA et NMDA (Roche ef coll., 1996; Banke
et coll., 2000; Wang et coll., 2003). Chez les animaux dyskinétiques, il a ét¢ montré une
augmentation de la phosphorylation des récepteurs AMPA sur la sérine 845 (Santini et
coll., 2007; Santini et coll., 2012). L’utilisation d’antagonistes des récepteurs AMPA
diminue les dyskinésies chez les rats 6-OHDA et les singes MPTP traités avec la
L-DOPA (Konitsiotis et coll., 2000; Kobylecki et coll., 2010). Chez les rats 6-OHDA, le

traitement a la L-DOPA augmente la phosphorylation des sérines de la sous-unité NR2A
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(Oh ef coll., 1999). Diminuer I’expression de NR2A réduit les dyskinésies chez les rats
6-OHDA traités avec la L-DOPA (Gardoni et coll., 2012). En regard de ces évidences, il
est possible que chez les animaux dyskinétiques, I’activation des calpaines et de cdk5
contribue a la phosphorylation d’ERK1/2 en augmentant la conductance des récepteurs

AMPA et NMDA par la phosphorylation de leur sous-unité GluR 1 et NR2A.

Comme il a été décrit dans I’introduction, plusieurs études ont mis en évidence
’implication de la sous-unité NR2B des récepteurs NMDA dans les LID (Blanchet et
coll.,, 1999; Hadj Tahar et coll., 2004; Morissette et coll., 2006; Nutt et coll., 2008;
Ouattara et coll., 2009). Les calpaines et cdkS peuvent aussi moduler I’expression de la
sous-unité NR2B. En effet, il a ét¢é montré au niveau de I’hippocampe que cdk5
phosphoryle la sous-unit¢ NR2B sur la sérine 1116, ce qui empéche son expression
(Plattner ef coll., 2014). De plus, il a été¢ mis en évidence in vitro que cdk5S empéche la
phosphorylation de la sous-unit¢ NR2B sur la tyrosine 1472, ce qui facilite son
internalisation (Zhang et coll., 2008a). Toutefois, dans les LID, la phosphorylation de la
sous-unité¢ NR2B sur les sérines ou sur la tyrosine 1472 est inchangée au niveau du
striatum (Oh ef coll., 1999; Gardoni et coll., 2006). Chez des souris cdkS « knock-out »,
la délétion de cdk5 augmente I’expression synaptique de NR2B au niveau de
’hippocampe (Hawasli ef coll., 2007). Bien que cette étude soit en accord avec les
précédentes études montrant que cdkS5 atténue I’expression de NR2B, il semblerait que
ce role soit neuroanatomiquement défini. En effet, suite a la délétion génétique de cdk$,
aucune augmentation d’expression de la sous-unité NR2B n’est observée au niveau des
synaptosomes provenant d’un mélange de cortex et de striatum (Hawasli et coll., 2007,
informations supplémentaires). Les calpaines sont capables de cliver les récepteurs
glutamatergiques, cependant les conséquences de ce clivage sont encore peu connues
(Baudry et coll., 2013). Par exemple, au niveau de I’hippocampe, cdkS atténue
’expression synaptique de NR2B en favorisant sa dégradation par les calpaines
(Hawasli et coll., 2007). D’un autre cdté, au niveau du striatum, [’activation
pathologique des calpaines induit le clivage NR2B, ce qui augmente son expression
extrasynaptique (Gladding ef coll., 2012). Dans les LID il a ét¢ mis en évidence que les

dyskinésies ne seraient pas associées a une altération des niveaux d’expression de la
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sous-unité NR2B, mais plut6t a une délocalisation de NR2B de la membrane synaptique
vers la membrane extrasynaptique (Fiorentini et coll., 2006; Gardoni et coll., 2006).
Dans ce contexte, de plus amples études seraient nécessaires afin de définir si dans les
LID les calpaines et cdk5 pourraient moduler I’expression ou la localisation de la

sous-unité NR2B afin d’augmenter la phosphorylation d’ERK1/2.

Bien que de plus amples études soient nécessaires pour établir les mécanismes par
lesquels la voie calpaines/cdkS influence la phosphorylation d’ERK1/2, nos résultats
démontrent, en accord avec la littérature, que de diminuer des marqueurs des dyskinésies

tels qu’ERK1/2 diminue la sévérité des mouvements involontaires.

6.3.2.3 L’augmentation de I’expression de la tyrosine hydroxylase

Comparativement a I’inhibition de cdk5 qui diminue faiblement la sévérité des
dyskinésies, - I’inhibition des calpaines diminue drastiquement la sévérité des
mouvements anormaux involontaires. Un des mécanismes mis en évidence dans notre
étude est que I’inhibition des calpaines augmente 1’expression de la TH au niveau du

striatum chez les rats 1ésés traités a la L-DOPA.

A la suite de I’injection de la neurotoxine 6-OHDA, les tests comportementaux
montrent que les animaux présentent des symptomes moteurs parkinsoniens et indiquent
qu’ils ont une perte en dopamine supérieure a 90 %. En accord avec les résultats
comportementaux, 25 jours apres I’injection de 6-OHDA, les animaux présentent une
diminution du nombre de neurones et des terminaisons dopaminergiques de plus de
90 %. Ces résultats confirment qu’avant le début des traitements pharmacologiques,
les animaux ont bien une perte massive des neurones dopaminergiques et de leurs
terminaisons nerveuses. A la suite des traitements pharmacologiques, le nombre de
neurones dopaminergiques dans la SNc reste inchangé (<5 %). Toutefois, les résultats
démontrent que le traitement a la L-DOPA combinée au MDL28170 augmente
signiﬁcatiVement ’expression de la TH au niveau du striatum chez les rats 6-OHDA.

Le niveau d’expression de la TH dans le striatum des rats 6-ODHA trait€s avec la
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L-DOPA en combinaison avec le MDL28170 atteint environ 25 % alors qu’il est
inférieur a 10 % chez les autres groupes d’animaux lésés. Dans ce contexte, les résultats
indiquent que I’augmentation de I’expression de la TH dans le striatum n’est pas due a
’effet neuroprotecteur qu’exerce [’inhibition des calpaines sur les neurones

dopaminergiques (Crocker ef coll., 2003).

Les mécanismes par lesquels les calpaines sont capables d’augmenter I’expression
de la TH au niveau du striatum ne sont pas connus. Deux mécanismes peuvent toutefois
étre envisagés. D’une part, il est possible que I’inhibition des calpaines augmente la
formation des terminaisons axonales. En effet, il a ét¢ démontré in vitro et in vivo que
I'inhibition des calpaines induit la formation de neurites dans |’hippocampe
(Mingorance-Le Meur et O'Connor, 2009). De plus, une étude réalisée sur des cellules
ayant un phénotype neuronal dopaminergique a montré que les calpaines sont localisées
au niveau des varicosités (Mingorance-Le Meur ef coll., 2009). En lien avec ces études,
nous avons observé, chez les rats 6-OHDA traités en combinaison avec la L-DOPA et
’inhibiteur des calpaines, un plus grand nombre de varicosités au niveau des neurones
dopaminergiques restants. Il est donc possible que 1’augmentation de TH au niveau du
striatum soit le reflet d’une augmentation des terminaisons axonales ou des varicosités
provenant des neurones dopaminergiques restants. D’autre part, les études chez I’humain
(Cossette et coll., 2004; Cossette et coll., 2005a; Cossette et coll., 2005b) ainsi que chez
le singe et le rongeur (Dubach et coll., 1987; Tashiro et coll., 1989; Betarbet et coll.,
1997, Palfi et coll., 2002; Tande et coll., 2006) ont mis en évidence la présence de
cellules exprimant la TH au niveau du striatum. Ces cellules sont aussi retrouvées chez
les patients parkinsoniens et les animaux modéles de la maladie de Parkinson traités ou
non a la L-DOPA (Mura et coll., 1995; Betarbet ef coll., 1997; Meredith et coll., 1999;
Porritt et coll., 2000; Palfi et coll., 2002; Lopez-Real et coll., 2003; Jollivet et coll.,
2004; Tande et coll., 2006; Darmopil et coll., 2008). Il est donc possible que
’augmentation de TH soit due a une augmentation du nombre de cellules exprimant la
TH au niveau du striatum. Nous avons donc décidé de vérifier la possibilité de ce
deuxieme mécanisme apres la publication de ’article. L’observation qualitative a plus

fort grossissement des tranches de striatum a mis en évidence la présence en grand
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nombre de cellules TH-positives chez les rats traités en combinaison avec la L-DOPA et
le MDL28170 (Figure 6.2, p. 181). Cette observation montre que I’inhibition des
calpaines par le MDL 28170 pourrait augmenter le nombre de neurones exprimant la
TH, au niveau du striatum, chez les rats modéles de la maladie de Parkinson traités avec
la L-DOPA. Cette observation, bien que non exhaustive, offre une prémisse a la

réalisation d’une étude intéressante.

L-DOPA+MDL

Figure 6.2  Exemple représentatif de cellules TH-positives retrouvées dans le
striatum de rats 6-OHDA traités a la L-DOPA en combinaison avec
P’inhibiteur des calpaines.
Les cellules ont un cytoplasme immunoréactif pour la tyrosine
hydroxylase (TH, en vert) ainsi qu’un noyau immunoréactif pour le
Hoechst 33342 (H, en bleu). Elles sont observées majoritairement
alentour du site d’injection de I’inhibiteur.

Bien que les mécanismes par lesquels les calpaines influencent I’expression de la
TH ne soient pas clairement établis, nos résultats démontrent que de restaurer
’expression de la TH, au niveau du striatum de plus de 20 %, est suffisant pour
diminuer drastiquement la fréquence et I’amplitude des dyskinésies. Ce résultat est en
accord avec la littérature. En effet, 1l a été montré une association entre les niveaux de
dégénérescence dopaminergique et la sévérité des dyskinésies. Les mouvements
anormaux involontaires ne sont pas induits lorsque le nombre de cellules TH-positives
dans la SNC ou la quantité de fibres dopaminergiques sont supérieurs a 20 % (Winkler
et coll., 2002). De plus, la L-DOPA n’induit pas de dyskinésies chez des rats injectés

avec un petit ARN en épingle a cheveux induisant une réduction de I’expression de la
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TH d’environ 60 % au niveau du striatum (Ulusoy ef coll., 2010). Chez des patients
atteints d’un désordre autosomique récessif induisant une déficience en TH, le traitement
a la L-DOPA induit des dyskinésies (Pons et coll., 2013). Chez les rats et les singes
modeles de la maladie de Parkinson, la thérapie génique permettant d’augmenter
expression de la TH au niveau du striatum prévient les dyskinésies et diminue
drastiquement celles déja induites (Fan er coll., 1998; Shen et coll., 2000; Azzouz et
coll., 2002; Kirik et coll., 2002; Carlsson et coll., 2005; Jarraya et coll., 2009; Bjorklund
et coll., 2010).

Ainsi, les résultats de cette étude, présentée au chapitre V, démontrent que cdkS5 et
les calpaines présentes au niveau du striatum dorsal participent aux processus
moléculaires régissant le contréle du mouvement. Cette étude a été réalisée dans un
contexte pathologique associé¢ a 1’apparition de mouvements involontaires induit par la
L-DOPA. Dans ce contexte, les résultats démontrent que cdk5 et les calpaines
participent au contrdle moteur en agissant sur la phosphorylation de dynamine et
d’ERK /2. De plus, les calpaines interagissent avec I’expression de la TH. Du fait que
cette étude mette en évidence I’implication de cdkS5 et des calpaines dans le contréle du
mouvement, il serait intéressant d’examiner leur implication dans d’autres contextes

pathologiques associés a un déreglement moteur tels que les dyskinésies tardives.

6.4 Conclusion générale

Les travaux présentés dans cette thése ont pu mettre en évidence certains
mécanismes moléculaires impliqués dans la réalisation d’activités motrices, plus

particuliérement dans 1’exécution et I’apprentissage moteur.

Tout d’abord, ces travaux de recherche démontrent que la protéine PKA au niveau
du striatum est une enzyme clé dans la réalisation d’activités motrices. D’une part, elle
participe aux processus moléculaires permettant 1’exécution du mouvement. En effet,
dans un contexte sain, une forte inhibition de PKA entraine une perte d’exécution

motrice (article chapitre III). Dans un contexte pathologique associé a I’apparition de
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mouvements anormaux involontaires, I’inhibition de PKA améliore le contrdle du
mouvement (Lebel et coll,, 2010). D’autre part, PKA participe aux processus
moléculaires d’apprentissage et de mémorisation d’une tdche motrice complexe. En
effet, I’inhibition de PKA induit un retard d’apprentissage moteur (article chapitre III).
Dans ce contexte, les travaux montrent que les processus d’apprentissage et de
mémorisation d’une tdche motrice sont plus sensibles aux variations de I’activité de

PKA que ceux engagés dans ’exécution motrice.

De plus, ces travaux de recherche démontrent qu’une faible innervation
dopaminergique au niveau du striatum est suffisante pour permettre 1’apprentissage
moteur. Plus particulierement, les travaux révelent qu’au niveau du striatum, une faible
quantité de tyrosine hydroxylase (TH), I’enzyme limitante de la synthése de dopamine,
est suffisante pour maintenir un apprentissage et un contréle moteur satisfaisant. En
effet, ’expression de la TH supérieure a 20 % est nécessaire pour permettre
I’apprentissage moteur (article chapitre TV). Restaurer les niveaux d’expression de la TH
de plus de 20 9% diminue drastiquement I’apparition de mouvements anormaux
involontaires (article chapitre V). La maladie de Parkinson induit la mort des neurones
dopaminergiques exprimant la TH et par conséquent la perte de [’afférence
dopaminergique dans le striatum. Chez les patients parkinsoniens, I’apprentissage et
I’exécution motrice sont affectés. Dans ce contexte, les travaux de recherche présentés
dans cette thése suggerent que d’augmenter |’expression de la TH au niveau du striatum
aurait des effets bénéfiques chez les patients parkinsoniens. En accord avec cette
suggestion, une des thérapies géniques actuellement en phase clinique démontre que
d’augmenter 1’expression et I’activité de la TH améliore les symptdmes parkinsoniens

(Palfi et coll., 2014).

Enfin, ces résultats mettent en évidence de nouveaux mécanismes moléculaires
ayant lieu au niveau du striatum et qui sont importants pour la réalisation d’activités
motrices. D’une part, ils démontrent que PKA est a méme de phosphoryler STEPg; et
CREB et que ce mécanisme participe a [’apprentissage moteur (article du chapitre III).

D’autre part, ils démontrent I’implication de deux nouvelles molécules dans le contrdle
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du mouvement : les calpaines et cdk$ (article chapitre V). Dans ce contexte, les résultats
montrent que D’activation de la voie calpaines/cdk5 augmente la phosphorylation de
dynamine et d’ERK1/2. De plus, ils montrent que les calpaines influencent I’expression

de la tyrosine hydroxylase.

Ainsi, I’ensemble des résultats contribue aux connaissances des mécanismes
moléculaires du striatum qui sont impliqués dans la réalisation d’activités motrices, plus
particulierement dans I’exécution et I’apprentissage moteur (Figure 6.3, p. 185). lls
mettent aussi en évidence que I’inhibition des calpaines pourrait avoir des implications
cliniques intéressantes chez les patients parkinsoniens. En effet, I’inhibition des
calpaines diminue drastiquement les mouvements anormaux involontaires induits par la
L-DOPA sans affecter I’effet antiparkinsonien de la L-DOPA. De plus, un traitement a
la L-DOPA combiné a I’inhibiteur des calpaines est & méme d’augmenter ’expression
de la tyrosine hydroxylase, I’enzyme limitante de la synthese dans la dopamine.
L’inhibition des calpaines serait d’autant plus bénéfique pour la maladie de Parkinson
qu’il a été montré que Dl’activation des calpaines est augmentée dans le cerveau
post-mortem des patients parkinsoniens (Mouatt-Prigent et coll., 1996; Crocker et coll.,
2003; Alvira et coll., 2008) et que leur inhibition a un effet neuroprotecteur sur la mort
des neurones dopaminergiques, chez les animaux modeles de la maladie de Parkinson

(Crocker et coll., 2003).
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Figure 6.3

Schéma récapitulatif des résultats des travaux de recherche.

Les travaux démontrent qu’au niveau du striatum dorsal, PKA joue un
réle dans les processus moléculaires permettant I’apprentissage moteur.
L’un des mécanismes engagé par PKA durant I’apprentissage moteur est
I’inhibition de STEP¢; par sa phosphorylation sur la sérine 211. En plus
d’agir sur STEPs;, PKA phosphoryle CREB. PKA participe aussi aux
processus moléculaires permettant |’exécution du mouvement. Les
mécanismes impliqués lors de ’apprentissage moteur sont plus sensibles
aux variations de l’activité de PKA que ceux engagés dans I’exécution
motrice. De plus, les résultats montrent que seulement une faible
innervation dopaminergique est suffisante pour réaliser un apprentissage
moteur. Une expression de tyrosine hydroxylase (TH) supérieure a 20 %
est nécessaire pour permettre cet apprentissage. Enfin, les résultats
mettent en évidence que les calpaines et cdk5 jouent un réle dans le
contréle du mouvement. La voie calpaines/cdkS augmente la
phosphorylation de dynamine et d’ERK1/2. Les mécanismes par lesquels
la voie calpaines/cdk5 participe a la phosphorylation d’ERK1/2 ne sont
pas connus, mais I’activation de cette voie pourrait favoriser la voie de
signalisation dopaminergique D, ou moduler la signalisation
glutamatergique (pointillé gris). Enfin, les travaux démontrent que dans le
contexte pathologique des dyskinésies induites par la L-DOPA,
I’inhibition des calpaines augmente 1’expression de la TH au niveau du
striatum dorsal ce qui diminue significativement les dyskinésies. Dans ce
contexte, I’inhibition des calpaines pourrait augmenter 1’expression de la
TH dans les neurones dopaminergiques ou favoriser la présence de
cellules TH-postives (pointillé noir). DA, dopamine
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