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Résumé 

Les  stratégies  thérapeutiques  mises  en  place  dans  la  maladie  de  Parkinson sont 

symptomatiques  et  ne  permettent  pas  de  ralentir  la  progression  de  la  maladie,  nécessitant  le 

développement de nouvelles approches neuroprotectrices. La neuroinflammation joue un rôle 

majeur dans le processus neurodégénératif où elle se manifeste précocement par l’activation 

de  cellules  gliales  (microglie  et  astrocytes).  En  s’appuyant  sur  l’utilisation  de  modèles 

animaux  mimant  les  stades  précoces  de  la  maladie,  l’élaboration  de  stratégies  à  visée  anti-

inflammatoire constitue donc une approche thérapeutique prometteuse. Ce travail de thèse a 

consisté  à  mettre  au  point  et  à  caractériser  un  modèle  de  lésion  partielle  à  la  6-

hydroxydopamine chez le rat afin d’évaluer les effets d’une stratégie thérapeutique originale 

basée  sur  l’utilisation  en  combinaison  d’un  agoniste  des  récepteurs  nicotiniques α7 et  d’un 

agoniste des récepteurs σ1. En utilisant différentes approches expérimentales, nous avons tout 

d’abord  évalué  le  processus  neurodégénératif  et  la  neuroinflammation  dans  le  modèle  que 

nous  avons  mis  en  place.  Nos  résultats  ont  montré  une  dégénérescence  partielle  et 

reproductible  des  neurones  dopaminergiques  nigro-striataux  associée  à  une  importante 

neuroinflammation. Nos analyses métabolomiques ont également révélé plusieurs altérations 

spécifiques, apportant ainsi de nouvelles informations sur les mécanismes intervenant dans le 

processus neurodégénératif. En s’appuyant sur l’utilisation de la tomographie par émission de 

positrons, nous avons ensuite évalué longitudinalement le profil d’expression des récepteurs 

nicotiniques α7 dans les structures clés de la voie nigro-striée. Nos résultats ont montré des 

modifications  transitoires  de  la  densité  de  ces  récepteurs  pouvant  être  liées  à  des  réponses 

microgliales  biphasiques  en  association  avec  la  cinétique  de  la  dégénérescence  neuronale. 

Ainsi,  ces  résultats  renforcent  l’idée  de  cibler  spécifiquement  les récepteurs  nicotiniques α7 

dans l’atténuation des processus neuroinflammatoires. Nous avons enfin évalué les effets de 

notre stratégie thérapeutique dans le modèle et nos résultats ont permis de montrer que ce type 

de  combinaison  préserve  partiellement  l’intégrité  des  neurones  dopaminergiques  nigro-

striataux  et  réduit  les  réactions  gliales  chez  les  animaux  lésés.  Bien  qu’il  soit nécessaire  de 

confirmer  et  de  compléter  ces  résultats avec  d’autres  analyses,  ce  type  de  combinaison 

pourrait constituer une nouvelle approche pharmacologique prometteuse dans le traitement de 

la maladie de Parkinson.  

Mots  clés  : Maladie de  Parkinson,  6-hydroxydopamine,  neuroinflammation,  récepteurs 

nicotiniques α7, récepteurs σ1. 
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Résumé en anglais 

Currently, therapeutic strategies in Parkinson’s disease are symptomatic and the progression 

of the disease is uncontrolled, requiring the development of new neuroprotective approaches. 

Neuroinflammation plays a major role in the neurodegenerative process where it occurs early 

through the  activation  of  glial  cells  (microglia  and  astrocytes). Based  on  the  use  of  animal 

models mimicking  the  early  stages  of  the  disease,  the  development  of  anti-inflammatory 

strategies is  therefore  a  promising  therapeutic  approach. This  thesis  work  consisted  in the 

development and the characterisation of a partial 6-hydroxydopamine lesion model in rats in 

order to evaluate the effects of an original therapeutic strategy based on the combined use of a 

α7 nicotinic receptors agonist and a σ1  receptors agonist. Using  different  experimental 

approaches, we first evaluated the neurodegenerative and neuroinflammation processes in the 

model  that  we  developed.  Our  results  showed  a  partial  and  reproducible  degeneration  of 

nigro-striatal  dopaminergic neurons  associated  with a  marked neuroinflammation.  Our 

metabolic analyses have also revealed several specific alterations, providing new informations 

on  the  mechanisms  involved  in  the  neurodegenerative process. Using positron  emission 

tomography imaging, we then evaluated longitudinally the expression profile of α7 nicotinic 

receptors in the key  structures  of  the nigro-striatal  pathway.  Our  results  showed  transient 

changes in the density of these receptors that may be linked to biphasic microglial responses 

in  association  with  the  kinetics of  neuronal  degeneration.  Thus, these  results  reinforce  the 

hypothesis of  specifically  targeting α7 nicotinic receptors in order  to reduce  the 

neuroinflammatory processes. Finally, we evaluated the effects of our therapeutic strategy in 

the  model  and  our  results  showed  that  this type  of  combination  partially  preserves  the 

integrity  of  nigro-striatal  dopaminergic neurons  and  reduces  glial  reactions  in  lesioned 

animals. Although it is necessary to confirm and extend these results, this type of combination 

could  represent  a  promising new  pharmacological approach  in the  treatment  of  Parkinson’s 

disease.  

Key  words : Parkinson’s  disease,  6-hydroxydopamine,  neuroinflammation, α7 nicotinic 

receptors, σ1 receptors. 
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La maladie de Parkinson (MP) est une pathologie neurodégénérative affectant des millions de 

personnes à travers le monde, constituant ainsi un problème majeur de santé de publique. Elle 

est  majoritairement  caractérisée  par  la  perte  progressive  des  neurones  dopaminergiques 

constituant  la  voie  nigro-striée  à  l’origine  du  contrôle  de  la  motricité,  aboutissant  ainsi  à  la 

manifestation d’une pléiade de symptômes moteurs et non-moteurs. Bien qu’elle ne soit pas 

complètement  connue,  l’étiologie  de  la  maladie  fait  intervenir  plusieurs  facteurs  incluant 

l’âge,  l’exposition  à  des  substances  toxiques  exogènes  et  la  présence  de  facteurs  génétiques 

prédisposants.  

Les  stratégies  thérapeutiques  actuellement  mises  en  place  sont  symptomatiques  et  ne 

permettent  pas  de  ralentir  la  progression  de  la  maladie.  Il  y  a  donc  un  besoin  urgent  de 

développer  de  nouvelles  approches  neuroprotectrices  visant  à  ralentir  voire  stopper  la  perte 

neuronale  caractéristique  de  la  maladie.  Dans  ce  contexte,  le  développement  et  la 

caractérisation  des  modèles  animaux  représentent  des  outils  fondamentaux  pour 

l’amélioration  de  la  compréhension  des  mécanismes  intervenant  dans  le  processus 

neurodégénératif et pour l’évaluation des stratégies thérapeutiques. 

La  perte  progressive  des  neurones  dopaminergiques  nigro-striataux  est  multifactorielle, 

faisant intervenir plusieurs types de mécanismes. Parmi eux, la neuroinflammation y joue un 

rôle majeur car elle se manifeste par l’activation de cellules gliales (microglie et astrocytes), 

aboutissant  à  la  production  d’une  multitude  de  facteurs  inflammatoires  et  cytotoxiques, 

aggravant  ainsi  la  perte  neuronale.  En  s’appuyant  sur  l’utilisation  de  modèles  animaux 

mimant  les  stades  précoces  de  la  maladie,  l’élaboration  de  stratégies  à  visée  anti-

inflammatoire constitue donc une alternative thérapeutique de choix dans le traitement de la 

MP. 

 

Ce  manuscrit  de  thèse  est  organisé en plusieurs  parties.  La  première  est  consacrée  à  des 

rappels bibliographiques sur la MP où plusieurs thèmes y sont abordés (physiopathologie, 

stratégies  thérapeutiques,  modèles  animaux,  neuroinflammation).  Cette  première  partie  se 

termine  par  les  objectifs  de  la  thèse.  La  deuxième  partie  du  manuscrit  est  consacrée  aux 

matériels et méthodes utilisés au cours de la thèse où toutes les procédures expérimentales 

(animaux,  analyses in  vivo,  analyses  sur coupes, traitement  statistique des  données)  y  sont 

détaillées.  La  troisième  partie  du  manuscrit  porte  sur  les résultats obtenus  au  cours  de  la 

thèse. La quatrième partie est consacrée à une discussion critique sur les différents résultats. 

Elle est suivie par une conclusion et par des perspectives. 
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Première partie 

Rappels bibliographiques 
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I- La maladie de Parkinson : généralités 

1- Historique 

 

La MP est  une  pathologie  neurodégénérative  chronique  à  évolution  lente  majoritairement 

caractérisée par la perte des neurones dopaminergiques de la voie nigro-striée à l’origine du 

contrôle  de  la  motricité.  Elle  a  été  pour  la  première  fois  décrite  en  1817  par  le  médecin 

britannique  Sir  James  Parkinson  (1755-1824)  dans  son  ouvrage  intitulé  « Essay  on  the 

shaking palsy » (Parkinson, 2002). Il qualifia alors la maladie de « paralysie agitante » dans 

laquelle  il  décrivit  deux  symptômes  majeurs  à  savoir  le  tremblement  au  repos  de  certaines 

parties  du  corps  et  l’akinésie  (lenteur  dans  l’initiation  des  mouvements).  En  1872,  le 

neurologue  français  Jean-Martin  Charcot  (1825-1873)  décrivit  un  autre  symptôme  clé  de  la 

maladie, le phénomène de rigidité, et attribua le nom de MP. Quelques années plus tard, en 

1912,  le  médecin  allemand  Friedrich  Lewy  (1885-1950)  décrivit  des  inclusions intra-

cytoplasmiques appelées corps de Lewy au sein de la substance noire (SN) de patients atteints 

de  la  maladie.  En  1919,  le  neuropathologiste  russe  Konstantin  Tretiakoff  (1892-1958) 

confirma que l’origine du processus lésionnel expliquant la MP est localisée dans la SN. Au 

cours des années 1950, les travaux d’Arvid Carlsson (1923-) ont conduit à l’observation que 

la MP résulte d’un déficit en dopamine et que l’utilisation de la L-dihydrophénylalanine (L-

DOPA),  précurseur  de  la  dopamine,  représente  un  traitement  efficace  contre  cette  maladie. 

L’ensemble  de  ces  découvertes  a permis  la  mise  en  place  de  plusieurs  types  de  stratégies 

thérapeutiques à la fois médicamenteuses (dopathérapie) et non médicamenteuses (stimulation 

cérébrale profonde, chirurgie lésionnelle). Actuellement, les recherches sont majoritairement 

focalisées sur des stratégies de neuroprotection visant à ralentir le processus neurodégénératif 

et  d’autres  types  de  stratégies  thérapeutiques  sont  encore  au  stade expérimental  (thérapie 

génique). 

2- Données épidémiologiques 
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La  MP  est  la  deuxième  pathologie  neurodégénérative  la  plus  fréquente  après  la  maladie 

d’Alzheimer  (MA).  Elle  touche  plus  de  6  millions  de  personnes  à  travers  le  monde, 

constituant donc un réel problème majeur de santé publique. Bien que la MP affecte toutes les 

populations  ethniques,  il  existe  des  différences  en  termes de  prévalence  et  d’incidence.  En 

Europe, la prévalence et l’incidence de la maladie sont respectivement estimées entre 100 et 

200 et entre 10 et 20 pour 100 000 habitants (Alves et al., 2008). Dans la très grande majorité 

des  cas,  la  maladie  est  diagnostiquée  chez  des  sujets  âgés,  affectant  environ  1%  de  la 

population  des  plus  de  60  ans  et  près  de  4%  de  la  population  des  plus  85  ans (de  Lau  et 

Breteler, 2006). De manière exceptionnelle, la maladie peut survenir précocement avant l’âge 

de  40  ans,  on  parle  alors  de  « MP  juvénile ».  Le  risque  de  survenue  de  la  maladie  après  la 

naissance diffère selon le sexe. En effet, il est estimé à 2% pour les hommes et à 1,3% pour 

les  femmes (Elbaz  et  al.,  2002).  Plusieurs  hypothèses  ont  été  avancées  pour  expliquer  cette 

différence  comme  un  possible  effet  neuroprotecteur  des  oestrogènes  mais  leur  rôle  reste 

encore controversé. 

 

3- Etiologie 

 

Bien que plusieurs facteurs de risque aient été identifiés à ce jour, les causes exactes de la MP 

ne sont pas encore totalement connues. L’âge représente le facteur de risque le plus important. 

En effet, les neurones dopaminergiques sont de plus en plus prédisposés à la dégénérescence 

car  les  processus  physiologiques  et  biochimiques  comme  le  métabolisme  de  la  dopamine 

déclinent  avec  l’âge (Schapira  et  Jenner,  2011  ;  Reeve  et  al.,  2014).  De  plus,  les  neurones 

dopaminergiques sont de plus en plus exposés aux substances toxiques environnementales car 

la  perméabilité  de  la  barrière  hémato-encéphalique  (BHE)  augmente  avec  l’âge (Popescu  et 

al.,  2009).  Classiquement,  il  existe  deux  grands  types  de  facteurs  de  risque  :  les  facteurs 

environnementaux et les facteurs génétiques.     

A. Facteurs environnementaux 

 

Les facteurs  environnementaux  sont  représentés  par  des  substances  toxiques  exogènes. 

L’implication  de  facteurs  environnementaux  dans  la  survenue  de  la  MP  a  été  mise  en 
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évidence avec la description de cas de syndrome parkinsonien chez des toxicomanes suite à 

une  injection  intraveineuse  accidentelle  d’un  dérivé  de  l’héroïne,  le  1-méthyl-4-phényl-

1,2,4,6-tétrahydropyridine (MPTP) (Kasten et al., 2007). Par ailleurs, il est reconnu que la vie 

en milieu rural, la consommation d’eau de puits et l’agriculture représentent d’autres facteurs 

de risque (Goldman, 2014), mettant en avant un rôle des pesticides (insecticides, fongicides, 

herbicides).  En  effet,  plusieurs  études  épidémiologiques  rapportent  un  lien  entre  une 

exposition  aux  pesticides  et  une  augmentation  du  risque  de  développer  la  MP (Nandipati  et 

Litvan, 2016). En France, la maladie est notamment déclarée comme maladie professionnelle 

pour  les  personnes  travaillant  dans  le  monde  agricole.  Il  est  également  reconnu  que  des 

expositions  à  des  métaux  lourds  (mercure,  manganèse)  et  à  des  solvants  organiques 

(trichloroéthylène,  méthanol)  sont  associées  à  une  augmentation  du  risque  de  développer  la 

maladie (Caudle  et  al.,  2013).  Certaines  de  ces  substances  toxiques  comme  le  MPTP,  la 

roténone  et  le  paraquat  sont  utilisées  chez  l’animal  (souris,  rat, primate  non-humain)  pour 

modéliser la MP. De plus, il existe une relation inverse entre la consommation de tabac, de 

café  et  de  thé  et  le  risque  de  survenue  de  la  maladie (Delamarre  et  Meissner,  2017).  Les 

causes  de  ces  relations  inverses  ne  sont  pas  totalement  comprises  mais  seraient  expliquées 

notamment par des effets potentiellement neuroprotecteurs de la nicotine et de la caféine. 

B. Facteurs génétiques 

 

Dans la très grande majorité des cas, le diagnostic de la MP est établi sans liens génétiques 

apparents,  on  parle  alors  de  maladie  idiopathique  ou  sporadique.  Cependant,  dans  environ 

10% des cas, il existe un lien entre facteurs génétiques et MP (Klein et Westenberger, 2012). 

L’implication de facteurs génétiques est évoquée depuis de nombreuses années avec l’étude 

de cas familiaux et de jumeaux atteints de la maladie (Nussbaum et Polymeropoulos, 1997 ; 

Tanner et al., 1999). A ce jour, plusieurs types de mutations associées à des formes familiales 

ou héréditaires de la MP ont été identifiés (Tableau I). 
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Tableau I. Liste des gènes impliqués dans la MP (adapté de Deng et al., 2018). Abréviation : MP (maladie de 

Parkinson). 

 

Bien que l’étiologie de la MP reste encore mal connue, il existe des interactions importantes 

entre les facteurs environnementaux et les facteurs génétiques. A titre d’exemple, les facteurs 

environnementaux sont capables d’interférer avec les mécanismes épigénétiques (méthylation 

de l’acide désoxyribonucléique (ADN), modification post-traductionnelle des histones, acides 

ribonucléiques (ARN) non-codants intervenant dans la régulation de l’expression protéique), 

perturbant ainsi fortement l’expression génique (pour revue : Feng et al., 2015). 

4- Symptômes, diagnostic et évolution 

A. Symptômes 

 

La MP est majoritairement caractérisée par la perte des neurones dopaminergiques de la voie 
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nigro-striée  à  l’origine  du  contrôle  de  la  motricité.  Les  symptômes  moteurs  apparaissent 

quand approximativement 50 à 60% des neurones dopaminergiques de la voie ont dégénéré 

(Schapira  et  al.,  2017).  Parmi  l’ensemble  des  symptômes  moteurs,  les  principaux  sont 

regroupés sous l’acronyme anglais TRAP : Tremor at rest (tremblements au repos), Rigidity 

(rigidité  musculaire), Akinesia (Akinésie)  et Postural  instability (troubles  de  la  posture) 

(Jankovic, 2008) : 

• Les  tremblements  au  repos  sont  présents  dans  60  à  70%  des  cas.  Ils  sont  généralement 

unilatéraux, débutent classiquement au niveau de l’extrémité distale du membre supérieur 

et  suivent  des  oscillations  rythmiques,  régulières  et  de  faible  amplitude (Moreau  et 

Defebvre,  2015).  Les  tremblements  disparaissent  temporairement  lors  de  l’exécution  du 

mouvement  volontaire.  Ils  concernent  également  d’autres  régions  du  corps  comme  les 

lèvres, la mâchoire ou encore la langue. 

• La  rigidité  musculaire  se  caractérise  par  une  hypertonie,  c’est-à-dire  une  augmentation 

anormale du tonus musculaire. Elle provoque d’importantes raideurs musculaires affectant 

de nombreuses zones articulaires comme le cou, les épaules, les hanches, les poignets et les 

chevilles (Jankovic,  2008).  Cette  rigidité  entraine  des  difficultés  dans  l’exécution  des 

mouvements et elle est responsable de la posture fléchie et courbée des patients atteints de 

la maladie. 

• L’akinésie  se  caractérise  par  une  lenteur  lors  de  l’initiation  ou  de  l’exécution  du 

mouvement.  Elle  concerne  principalement  les  mouvements  semi-automatiques  et  les 

mouvements fins demandant de la dextérité comme l’écriture (micrographie). L’akinésie se 

manifeste également lors de la marche où elle provoque une lenteur, un raccourcissement et 

une  asymétrie  du  pas  ainsi  qu’une  diminution  du  balancement  des  bras  accompagnant  la 

marche (Bonnet et Hergueta, 2016). 

• Il est reconnu que les troubles de la posture font partie des symptômes moteurs principaux 

de la maladie en plus de la triade de symptômes classiques regroupant les tremblements, la 

rigidité et l’akinésie. Ils se manifestent tardivement au cours de la maladie, après plusieurs 

années  d’évolution  et  se  caractérisent  par  une  inclinaison  du  tronc  vers  l’avant  ou  sur  le 

côté gênant considérablement la marche (Ziégler, 2006). 

 

La  MP  est  également  caractérisée  par  la  présence  de  symptômes  non-moteurs.  Ils  peuvent 

s’installer  à  tous  les  stades  de  la  maladie  et  traduisent  des  atteintes de  zones cérébrales  qui 

n’ont pas de lien directe avec le contrôle de la motricité comme le locus cœruleus, les noyaux 
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du raphé et le tubercule olfactif (Poewe et al., 2008). Parmi les principaux symptômes non-

moteurs, on retrouve des altérations sensorielles (olfaction, vision), des troubles de l’humeur 

(dépression,  anxiété,  apathie),  des  troubles  du  sommeil,  des  altérations  des  fonctions 

végétatives  (hypotension,  dysphagie)  et  de  la  fatigue (Pfeiffer,  2016).  Les  symptômes  non-

moteurs peuvent se manifester très précocement au cours de la maladie. En effet, il est établi 

que  la  maladie  peut  avoir  une  phase  dite  « pré-motrice »  ou  prodomale  avant  que  les 

symptômes moteurs se manifestent. Elle peut durer plusieurs années et se caractérise par une 

perte d’odorat, des troubles du comportement en sommeil paradoxal, de l’anxiété ou encore 

des troubles de l’humeur (Azulay et al., 2017).   

B. Diagnostic 

 

Le diagnostic de la maladie repose essentiellement sur l’observation clinique du patient, à la 

recherche  des  principaux  signes  cliniques  comme  les  tremblements  au  repos,  la  rigidité 

musculaire et l’akinésie. Cependant, le diagnostic est souvent difficile à établir car les signes 

cliniques  ne  s’expriment  pas  avec  la  même  intensité  et  ne  sont  pas  forcément  présents  au 

même moment. Les examens paracliniques comme le recours à l’imagerie cérébrale (scanner 

ou imagerie par résonance magnétique) ne sont pas suffisamment discriminants. Cependant, 

afin d’éviter des erreurs de diagnostic ou de confirmer le diagnostic, il est maintenant possible 

d’avoir  recours  à  l’imagerie  médicale  scintigraphique  en  utilisant  le DAT-scan® par 

Tomographie  par  Emission  Monophotonique  ou  TEMP.  Le  DAT-scan® ([123I]-Ioflupane) 

permet de cibler spécifiquement le transporteur de la dopamine (DAT) pré-synaptique dont la 

densité diminue de manière asymétrique principalement au niveau du putamen au cours des 

stades  précoces de  la  maladie.  Par  conséquent,  cet  examen  permet  de  confirmer  la 

dégénérescence des neurones dopaminergiques et de différencier le tremblement essentiel du 

tremblement  lié  aux  syndromes  parkinsoniens  dégénératifs  incluant  la  MP  (Chen  et  al., 

2017b). 

C. Evolution 

 

La MP est une maladie chronique à évolution lente mais dont l’évolution dépend du patient. 

Généralement, on décrit trois grandes phases évolutives (Nieoullon, 2017) : 
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• La  première  phase  : le  diagnostic  est  établi  suite  à  l’entretien  avec  le  neurologue  et  un 

traitement est mis en place (le plus souvent un traitement à la L-DOPA, voir chapitre III). 

Cette première phase est généralement bien acceptée par le patient, à la fois rassuré par la 

prise en charge et l’efficacité du traitement. Cette phase est souvent qualifiée de « lune de 

miel » et peut durer jusqu’à une dizaine d’année. 

• La  deuxième  phase  :  elle  débute  avec  l’apparition  de  complications,  le  plus  souvent 

motrices,  liées  au  traitement  comme  des  dyskinésies  conduisant  à  des  dystonies  (voir 

chapitre III). 

• La troisième phase : elle correspond à l’apparition de symptômes non liés au traitement, et 

elle est qualifiée de phase « avancée ». Durant cette phase, les symptômes deviennent très 

invalidants, constituant un handicap majeur dans la vie quotidienne et sociale du patient. La 

parole elle-même devient rare, les troubles de déglutition s’accentuent, les troubles digestifs 

sont très présents, la baisse de la pression artérielle et les troubles cognitifs s’accentuent. 

De manière plus précise, la progression de la MP au cours du temps peut être évaluée grâce à 

l’échelle de Hoehn et Yahr (Hoehn et Yahr, 1967). C’est une échelle peu sensible mais fiable 

et  rapide  d’utilisation.  Elle  a  été  modifiée  depuis  sa  création  et  comprend  actuellement  huit 

stades évolutifs allant du stade 0 au stade 5 (Tableau II). 

            

Tableau II. Echelle de Hoehn et Yahr (modifiée de l'originale). 
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II- Physiopathologie de la maladie de Parkinson 

1- Considérations biologiques et anatomiques 

A. Métabolisme de la dopamine 

 

La  dopamine  appartient  à  la  famille  des  catécholamines.  Elle  a  été  pour  la  première  fois 

synthétisée par Barger et Ewens en 1910. La dopamine a été initialement décrite comme un 

produit de dégradation de la tyrosine et comme le précurseur de synthèse de l’adrénaline et de 

la  noradrénaline.  Dans  les  années  1950,  les  travaux  d’Arvid  Carlsson  (Prix  Nobel  de 

physiologie  ou  médecine  en  2000)  ont  permis  de  mettre  en  évidence  la  fonction  de 

neurotransmetteur  de  la  dopamine.  La  synthèse  des  catécholamines  et  donc  de  la  dopamine 

s’effectue à partir de la L-tyrosine. La L-tyrosine peut être directement apportée par le biais 

de l’alimentation mais elle peut également être produite à partir de l’hydroxylation de la L-

phénylalanine par la phénylalanine hydroxylase dans les cellules hépatiques. La L-tyrosine est 

capturée  au  niveau  des  terminaisons  pré-synaptiques  par  un  transport  actif  où  va  débuter  la 

synthèse  de  la  dopamine.  La  synthèse  de  la  dopamine  s’effectue  classiquement  en  deux 

grandes étapes :  

• L’hydroxylation de la L-tyrosine en L-DOPA sous l’action de la tyrosine hydroxylase (TH) 

(étape limitante de la synthèse de la dopamine) 

• La décarboxylation de la L-DOPA en dopamine sous l’action de la DOPA décarboxylase 

(AADC pour aromatic amino acid decarboxylase) 

En plus de la voie de synthèse classique, la dopamine peut également être produite à partir de 

la  tyramine.  En  effet,  la  tyramine  est  produite  à  partir  de  la  L-tyrosine  par  la  DOPA 

décarboxylase  et  convertie  en  dopamine  par  les  enzymes  Cyp2D.  Cette  voie  alternative  de 

synthèse  de  la  dopamine  a  été  décrite  chez  le  rat in  vivo (Meiser  et  al.,  2013).  Une  fois 

synthétisée,  la  dopamine  est  stockée  activement  dans  les  vésicules  synaptiques via un 

transporteur  vésiculaire  des  monoamines,  le  VMAT2  (vesicular  monoamine  transporter  2). 

La  dopamine  peut  également  servir  de  précurseur  de  synthèse  pour  la  noradrénaline  et 

l’adrénaline  :  elle  est  hydroxylée  par  la  dopamine β-hydroxylase  pour  donner  de  la 

noradrénaline,  elle-même  convertie  en  adrénaline via la  phénylétanolamine  N-
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méthyltransférase.  La  dopamine  est  libérée  des  vésicules  de  stockage  par  un  mécanisme 

voltage-dépendant : l’arrivée d’un potentiel d’action induit l’ouverture des canaux calciques 

voltage-dépendants  localisés  au  niveau  de  la  membrane  pré-synaptique,  entrainant  son 

exocytose dans la fente synaptique. Une fois libérée, la dopamine peut soit être recapturée par 

les  terminaisons  pré-synaptiques,  soit  être  dégradée  ou  soit  venir  se  fixer  sur ses  récepteurs 

spécifiques au niveau pré- ou post-synaptique.  

La  majeure  partie  de  la  dopamine  exocytée  dans  la  fente  synaptique  (80%)  est  recapturée 

activement par le DAT. Il s’agit d’une protéine à 12 domaines transmembranaires localisée au 

niveau  de  la  membrane  pré-synaptique  des  neurones  dopaminergiques  et  permettant  la 

recapture  d’une  molécule  de  dopamine via un  transport  actif  Na+/Cl- dépendant (German  et 

al.,  2015).  Outre  sa  fonction  de  recapture,  le  DAT  permet  également  la  libération  de  la 

dopamine  dans  la  fente  synaptique  selon  un  mécanisme  plus  lent  Na+-dépendant  appelé  le 

« reverse  transport » (Leviel,  2001).  De  part  ces  deux  rôles  opposés,  le  DAT  est  donc  un 

acteur clé dans le maintien de l’homéostasie de la dopamine et le contrôle de la transmission 

dopaminergique.  Contrairement  à  la  TH  qui  est  exprimée  par  toutes  les  cellules  dites 

catécholaminergiques, le DAT est uniquement exprimé par les neurones dopaminergiques et 

constitue un très bon index d’intégrité de ces neurones.  

Les deux principales enzymes participant à la dégradation de la dopamine sont la monoamine 

oxydase  (MAO)  et  la  catéchol  O-méthyltransférase  (COMT) (Meiser  et  al.,  2013).  Il  existe 

deux  isoformes  de  MAO  :  la  MAO-A  et  la  MAO-B,  toutes  deux  localisées  au  niveau  de  la 

membrane externe mitochondriale. Les MAO sont exprimées par les neurones mais également 

par des cellules gliales comme les cellules microgliales et les astrocytes. Les MAO catalysent 

l’oxydation  de  la  dopamine  recapturée  par  le  DAT  en  3,4-dihydroxyphénylacétaldéhyde  ou 

DOPAL, lui-même réduit en 3,4-dihydroxyphényléthanol ou DOPET ou oxydé en acide 3,4-

dihydroxyphénylacétique  (DOPAC).  Le  DOPAC  est  ensuite  libéré  dans  la  fente  synaptique 

pour  y  être  dégradé.  La  COMT  est  une  enzyme  localisée  au  niveau  de  la  membrane  du 

neurone  post-synaptique.  Elle  convertit  la  dopamine  en  3-méthoxytyramine,  elle-même 

transformée  en  3-méthoxy-4-hydroxyacétaldéhyde  puis  en  acide  homovanillique  (HVA).  La 

COMT catalyse également la conversion du DOPAC issu de l’action des MAO en HVA. En 

plus  d’être  dégradée,  la  dopamine  peut  subir  des  réactions  de  conjugaison via la 

phénolsulfotransférase ou PST et l’uridine diphosphoglucuronosyltransférase ou UGT.  
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L’ensemble du métabolisme de la dopamine est représenté dans la Figure 1 ci-dessous. 

           

Figure 1.  Représentation  schématique des  voies  de  synthèse  de  la  dopamine  (d'après  Meiser  et  al.,  2013). 

Abréviations  : AADC  (aromatic  amino  acid  decarboxylase),  TH  (tyrosine  hydroxylase),  COMT  (catechol  O-

methytransferase),  MAO  (monoamine  oxydase),  ALDH  (aldehyde  dehydrogenase),  ADH  (alcohol 

dehydrogenase), AR (aldehyde reductase), PST (phenolsulfotransferase), UGT (uridine glucuronosyltransferase). 
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Les  récepteurs  dopaminergiques  appartiennent  à  la  famille  des  récepteurs  à sept  domaines 

transmembranaires couplés à une protéine G. Il existe 5 récepteurs dopaminergiques : D1, D2, 

D3,  D4  et  D5.  Ils  sont  classés  en  2  sous-familles  selon  leur  propriétés  biochimiques  et 

pharmacologiques : les récepteurs dits « D1-like » regroupent les récepteurs D1 et D5 et les 

récepteurs dits « D2-like » regroupent les récepteurs D2, D3 et D4 (Landry et Gies, 2014). Au 

niveau  de  la  synapse,  les  récepteurs  « D1-like »  sont  exclusivement  post-synaptiques alors 

que  les  récepteurs  « D2-like »  sont  localisés  à  la  fois  en  pré- et  post-synaptique.  Plusieurs 

voies de transduction sont associées aux récepteurs dopaminergiques mais la plus décrite est 

celle de l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) (Bordet, 2004) : 

• Les  récepteurs  « D1-like »  sont  couplés à  une  protéine  Gs  et  régulent  à  la  hausse  le  taux 

d’AMPc par activation d’une adénylate cyclase, aboutissant à une dépolarisation et donc à 

une augmentation de la fréquence d’émission des potentiels d’action (effet excitateur). 

• Les  récepteurs  « D2-like » sont  couplés  à  une  protéine  Gi  et  régulent  à  la  baisse  le  taux 

d’AMPc  par  inhibition  de  l’adénylate  cyclase,  aboutissant  à  une  hyperpolarisation  au 

niveau  post-synaptique  et  à  une  diminution  de  la  libération  du  neurotransmetteur  en  pré-

synaptique (effet inhibiteur).  

Les  récepteurs  dopaminergiques  sont  localisés  à  la  fois  au  niveau  central  et  au  niveau 

périphérique. Dans le cerveau (Beaulieu et Gainetdinov, 2011) :  

• Les récepteurs D1 sont fortement exprimés au niveau du striatum, du noyau accumbens, de 

la SN, du tubercule olfactif, de l’amygdale et du cortex frontal. Ils sont également exprimés 

plus faiblement dans l’hippocampe et le cervelet. 

• Les récepteurs D2 sont fortement exprimés au niveau du striatum, du noyau accumbens et 

du tubercule olfactif. Ils sont également retrouvés au niveau de la SN, de l’aire tegmentaire 

ventrale (ATV), de l’hypothalamus, de l’amygdale et de l’hippocampe. 

• Les  récepteurs  D3  ont  un  pattern  d’expression  très  limité.  Ils  sont  localisés  au  niveau  du 

noyau accumbens et du tubercule olfactif. 

• Les  récepteurs  D4  sont  les  récepteurs  dopaminergiques  les  moins  exprimés.  Ils  sont 

retrouvés notamment au niveau du cortex frontal, de l’amygdale et de l’hippocampe. 

• Les  récepteurs  D5  sont  faiblement  exprimés  dans  plusieurs  régions  cérébrales  comme  la 

SN, l’hypothalamus et l’hippocampe. 
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B. Les voies dopaminergiques dans le système nerveux central 

 

Bien qu’ils jouent un rôle dans plusieurs fonctions essentielles, les neurones dopaminergiques 

représentent  moins  de  1%  des  cellules  du  cerveau.  Chez  les  mammifères,  les  cellules 

dopaminergiques sont classiquement divisées en 10 groupes distincts de A8 à A17 (Figure 2), 

les  groupes  A1  à  A7  correspondent  aux  neurones  noradrénergiques.  Les  groupes  A8,  A9  et 

A10  constituent  les  voies  dopaminergiques  majeures  du  système  nerveux  central  (SNC)  et 

sont les plus décrits : 

• Le groupe A9 est situé au niveau de la substance noire pars compacta (SNpc) et projette 

vers le striatum. Il s’agit de la voie nigro-striée jouant un rôle essentiel dans le contrôle de 

la motricité. Cette voie constitue notamment près de 80% du système dopaminergique du 

cerveau  (Jučaite,  2002).  La  dégénérescence  spécifique  de  cette  voie  est  à  l’origine  des 

symptômes moteurs de la MP.  

• Le groupe A10 est situé au niveau de l’ATV et projette majoritairement vers des structures 

du  système  limbique  dont  le  noyau  accumbens,  l’amygdale  et  le  tubercule  olfactif.  Ces 

différentes  projections  forment  la  voie  mésolimbique  participant  aux  circuits  de  la 

récompense et de la motivation. 

• Le groupe A8 est situé dans l’ATV et dans le champ rétrorubral et projette majoritairement 

vers plusieurs régions du cortex dont le cortex cingulaire, enthorinal et préfrontal. Il s’agit 

de  la  voie  mésocorticale  impliquée  dans  les  fonctions  exécutives  comme  la  mémoire  de 

travail. 

Le nombre de neurones constituant les groupes A8, A9 et A10 diffère suivant les espèces : il 

est  estimé  à  45  000  pour  le  rat,  à  165  000  pour  le  macaque  et  à  590  000  pour  l’Homme 

(Chinta et Andersen, 2005 ; Prakash et Wurst, 2006). Les groupes A11 à A17 interviennent 

dans diverses fonctions : 

• Le groupe A11 est localisé au niveau du diencéphale et projette vers la moelle épinière, ces 

neurones jouent un rôle dans les processus sensori-moteurs.  

• Les  groupes  A12  et  A14  sont  situés  au  niveau  des  noyaux  arqué  et  périventriculaire  de 

l’hypothalamus  et  projettent  vers  l’éminence  médiane  hypothalamique.  Ils  constituent  la 

voie tubéro-infundibulaire impliquée dans le contrôle de la libération d’hormones au niveau 

hypophysaire comme la prolactine. 

• Le  groupe  A13  est  localisé  au  niveau  de  la  zona  inserta  et  projette  vers  l’amygdale  et 

l’hypothalamus,  il  s’agit  de  la  voie  incerto-hypothalamique  impliquée  dans  les 
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comportements sexuels. 

• Les groupes A16 et A17 sont retrouvés respectivement au niveau du bulbe olfactif et de la 

rétine. 

• Le groupe A15, quant à lui, est retrouvé chez certaines espèces comme le mouton au niveau 

du noyau supra-optique de l’hypothalamus. 

 

Figure 2.  Représentation schématique  des  voies  dopaminergiques  dans  le SNC chez  l’Homme  (A)  et  chez  le 

rongeur (B) (d’après Björklund et Dunnett, 2007). Pour les voies dopaminergiques chez l’Homme, la voie nigro-

striée est représentée par les flèches rouges, la voie méso-limbique par les flèches bleues, la voie méso-corticale 

par  la  flèche  verte  et  la  voie tubéro-infundibulaire  par  la  flèche  mauve. Abréviation :  SNC  (système nerveux 

central). 

 

2- Les ganglions de la base 

A. Organisation des circuits des ganglions de la base 

 

Les ganglions de la base sont constitués par un ensemble de structures sous-corticales jouant 

un  rôle  dans  diverses  fonctions  incluant  le  contrôle  moteur,  les  fonctions  exécutives  et  les 

émotions. Les ganglions de la base comprennent le striatum, les globus pallidum interne (GPi) 

et externe (GPe), le noyau sous-thalamique (NST) et la SN, elle-même subdivisée en SNpc en 

position  dorsale  et  en  substance  noire pars reticulata (SNpr)  en  position  ventrale.  A  ces 

structures  viennent  s’ajouter  le  noyau  accumbens,  l’ATV,  le  noyau  pédonculopontin  et  le 

complexe central du thalamus. Toutes ces structures sont interconnectées et sont catégorisées 
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(Lanciego et al., 2012) :  

• Les  noyaux  d’entrée  (input  nuclei)  :  ce  sont  des  structures  recevant  des  informations 

provenant de différentes sources, le plus souvent d’origine corticale, thalamique et nigrale. 

Ils sont représentés par le striatum et le noyau accumbens. 

• Les  noyaux  de  sortie  (output  nuclei)  :  ce  sont  des  structures  chargées  d’envoyer  des 

informations vers le thalamus. Ils sont représentés par le GPi et la SNpr.  

• Les  noyaux  intrinsèques  (intrinsic  nuclei)  :  ce  sont  des  structures  permettant  le  relais  de 

l’information entre les noyaux d’entrée et de sortie. Ils comprennent le GPe, le NST et la 

SNpc.  

Le  bon  fonctionnement  de  ces  circuits  assure  le  contrôle  de  la  motricité  alors  qu’un 

dysfonctionnement est à l’origine des problèmes moteurs rencontrés au cours de la MP. 

B. Circuits des ganglions de la base en condition physiologique 

 

Classiquement,  la  connectivité  des  ganglions  de  la  base  en  condition  physiologique  est 

largement décrite par le modèle établi par Alexander et Crutcher (1990). Le striatum constitue 

la porte d’entrée du système. Il s’agit d’une structure volumineuse composée à plus de 90% 

par  des  neurones  épineux  de  taille  moyenne  (NEM  ou MSN pour Medium  Spiny  Neurons). 

Les  NEM  sont  des  interneurones  GABAergiques  contenant  également  des  neuropeptides 

colocalisés participant à leur différenciation en deux sous-populations (GABA + substance P 

et  GABA  +  enképhaline).  Les  interneurones  GABAergiques  striataux  reçoivent  deux  types 

d’afférences  excitatrices  :  des  afférences  dopaminergiques  de  la  SNpc  et  des  afférences 

glutamatergiques  du  cortex  cérébral.  Au  niveau  striatal,  deux  types  de  voies  efférentes 

existent : la voie directe et la voie indirecte.  

La  voie  directe  met  en jeu  les  NEM  striataux  (GABA  +  substance  P)  projetant  vers  le 

complexe GPi/SNpr. Les neurones glutamatergiques provenant du cortex cérébral entrainent 

l’activation des NEM, induisant une inhibition des neurones GABAergiques de la SNpr. Cette 

inhibition  provoque  une  levée  d’inhibition  des  neurones  glutamatergiques  du  thalamus 

projetant  en  direction  du  cortex  cérébral,  aboutissant in  fine à  l’activation  du  mouvement 

(Calabresi et al., 2014). 

La voie indirecte, quant à elle, met en jeu les NEM striataux (GABA + enképhaline) projetant 

directement  dans  le  NST  et  indirectement  dans  la  SNpr  par  l’intermédiaire  du  GPe. 

L’activation  de  ces  NEM  entraine  une  inhibition  des  neurones  GABAergiques  du  GPe 
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conduisant  à  la  levée  d’inhibition  des  neurones  glutamatergiques  du  NST.  Par  conséquent, 

l’activation  de  ces  neurones  induit  une  activation  des  neurones  GABAergiques  de  la  SNpr 

projetant dans le thalamus, aboutissant in fine à l’inhibition du mouvement (Calabresi et al., 

2014). 

Au sein de ce système, les neurones dopaminergiques provenant de la SNpc agissent comme 

des projections modulatrices. En effet, il est montré que les NEM striataux projetant vers le 

complexe  GPi/SNpr  expriment  le  récepteur  D1  (activation  de  l’adénylate  cyclase  avec  effet 

excitateur)  alors  que  les  NEM  projetant  en  direction  du  GPe  expriment  le  récepteur  D2 

(inhibition de l’adénylate cyclase avec effet inhibiteur) (Lanciego et al., 2012). Les neurones 

dopaminergiques  régulent  donc  le  contrôle  du  mouvement,  soit  en  facilitant  la  voie  directe, 

soit en inhibant la voie indirecte.  

Les  circuits  des  ganglions  de  la  base  en  condition  physiologique  sont  représentés  dans  la 

Figure 3 ci-dessous. 

                 

Figure 3. Représentation schématique des circuits des ganglions de la base en condition physiologique (adapté de 

Lanciego  et  al.,  2012).  Abréviations :  GPe  (globus  pallidum  externe),  GPi  (globus  pallidum  interne),  NST 

(noyau sous-thalamique), SNpc (substance noire pars compacta), SNpr (substance noire pars reticulata). 
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C. Circuits des ganglions de la base dans la maladie de Parkinson 

 

La  MP  est  majoritairement  caractérisée  par  la  dégénérescence  progressive  des  neurones 

dopaminergiques de la SNpc, amenant à d’importantes modifications des circuits neuronaux à 

l’origine  du  contrôle  du  mouvement.  En  effet,  la  déplétion  en  dopamine  au  niveau  striatal 

entraine  une  hypoactivation  de  la  voie  directe  et  une  hyperactivation  de  la  voie  indirecte, 

induisant  ainsi  une  hyperactivité  des  neurones  GABAergiques  du  complexe  GPi/SNpr.  En 

effet,  l’hyperactivation  de  la  voie  indirecte  entraine  une  hyperactivité  des  neurones 

glutamatergiques du NST. L’hyperactivité des neurones GABAergiques du GPi et de la SNpr 

entraine  l’inhibition  des  projections  glutamatergiques  thalamiques,  provoquant  ainsi  une 

inhibition du mouvement. L’activité anormale de certaines de ces structures comme le NST, 

le  complexe  GPi/SNpr  ou  encore  le  thalamus  font  l’objet  de  stratégies  thérapeutiques 

(stimulation cérébrale profonde, chirurgie lésionnelle) afin de réduire les symptômes moteurs 

de la maladie. 

Les circuits des ganglions de la base dans la MP sont représentés dans la Figure 4 ci-dessous. 

                    

Figure 4. Représentation schématique des circuits des ganglions de la base dans la MP (adapté de Lanciego et al., 

2012). Abréviations : MP (maladie de Parkinson), GPe (globus pallidum externe), GPi (globus pallidum interne), 

NST (noyau sous-thalamique), SNpc (substance noire pars compacta), SNpr (substance noire pars reticulata). 
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3- Caractéristiques de la dégénérescence dopaminergique 

A. Données macroscopiques et microscopiques 

 

Comme dit précédemment, la MP est majoritairement caractérisée par la perte des neurones 

dopaminergiques de la SNpc. D’un point de vue macroscopique, la perte de ces neurones se 

manifeste  par  une  dépigmentation  de  la  SN (Figure  5).  En  effet,  les  neurones 

dopaminergiques de la SNpc avec les neurones noradrénergiques du locus cœruleus sont les 

cellules  les  plus  pigmentées  du  cerveau.  Ils  contiennent  un  pigment,  la  neuromélanine,  qui 

exerce un rôle neuroprotecteur en chélatant des composés toxiques comme des métaux lourds 

ou des produits toxiques issus de la synthèse de la dopamine (Zecca et al., 2003). D’un point 

de  vue  microscopique,  les  neurones  dopaminergiques  de  la  SNpc  contiennent  de  petites 

inclusions  cytoplasmiques  sphériques  de  nature  éosinophile  appelés  les  corps  de  Lewy 

(Figure 5). Ils sont caractérisés par la présence de protéines anormalement repliées et jouent 

un rôle important dans le processus neurodégénératif. 

 

                                       

Figure 5.  Neuropathologie  de  la  MP. (A)  Représentation  schématique  de  la  voie  nigro-striée  en  condition 

physiologique.  (B)  Représentation  schématique  de  la  voie  nigro-striée  dans  la  MP.  (C)  Marquage 

immunohistochimiques des corps de Lewy au sein des neurones dopaminergiques de la SNpc (d’après Dauer et 

Przedborski, 2003). Abréviations : MP (maladie de parkinson), SNpc (substance noire pars compacta). 
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B. Processus intervenant dans la dégénérescence des neurones dopaminergiques 

 

La  mort  des  neurones  dopaminergiques  de  la  SNpc  est  multifactorielle  :  elle  met  en jeu 

plusieurs  types  de  processus  dont  les  principaux  sont  résumés  dans  la Figure  6.  La 

neuroinflammation  qui  joue  également  un  rôle  important  dans  la  neurodégénérescence  fait 

l’objet d’une partie indépendante du manuscrit.   

 

Figure 6.  Représentation  schématique des  principaux  mécanismes  impliqués  dans  la  dégénérescence  des 

neurones dopaminergiques dans la MP (adapté de Maiti et al., 2017). Abréviation : MP (maladie de Parkinson). 

 

• Accumulation et agrégation de protéines mal repliées (cas de l’α-synucléine) 

 

La  présence  des  corps  de  Lewy  au  sein  des  neurones  dopaminergiques  de  la  SNpc  est  une 

caractéristique  majeure  de  la  MP.  Ces  corps  sont  majoritairement  composés  d’une  protéine 

anormalement  repliée,  l’α-synucléine,  laquelle  est morphologiquement  proche à  d’autres 

types  de  protéines  dont  la  protéine  Tau  phosphorylée  et  la  protéine β-amyloïde.  L’α-

synucléine  est  une  petite  protéine  de  140  acides  aminés  assurant  diverses  fonctions 

physiologiques  comme  la  compartimentalisation,  le  stockage  et  le  recyclage  de 

neurotransmetteurs comme la dopamine (Xu et Pu, 2016). La mise en évidence de mutations 

ponctuelles de l’α-synucléine associées à de rares formes héréditaires dominantes de la MP a 

permis  d’évoquer  un  rôle  de  cette  protéine  dans  le  processus  neurodégénératif.  Plusieurs 

mutations  ont  été  découvertes  à  ce  jour  incluant    l’A30P,  l’A53T,  l’A18T,  l’A29S,  l’E46K, 
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l’H50Q  et  la  G51D (Maiti  et  al.,  2017). La  mutation  A53T  est  notamment  utilisée  comme 

modèle  d’étude  transgénique.  L’α-synucléine,  sous  sa  forme  native  mutée  ou  non,  peut 

adopter  diverses  conformations  toxiques  sous  l’influence  de  facteurs  environnementaux 

comme  le  stress  :  il  s’agit  d’oligomères  ou  de  fibrilles  pouvant  s’agréger  entre  elles  pour 

former les corps de Lewy (Tan et al., 2009 ; Breydo et al., 2012). Trois mécanismes ont été 

proposés pour expliquer la neurotoxicité de l’α-synucléine (Beyer et al., 2009) :  

• L’α-synucléine est capable d’interagir directement avec l’ADN où elle inhibe l’acétylation 

des histones (neurotoxicité nucléaire). 

• L’α-synucléine  peut  également  interagir  avec  les  lipides  membranaires  où  elle  créer  des 

pores perturbant fortement l’homéostasie ionique (neurotoxicité membranaire). 

• L’α-synucléine  peut  inhiber  le  facteur  de  survie  neuronal  MEF2D  entrainant  une 

diminution de la viabilité des neurones. 

 

• Altération de la protéolyse cellulaire 

 

Les  deux  principaux  systèmes  intervenant  dans  la  protéolyse  cellulaire  sont  le  système 

ubiquitine-protéasome  et  l’autophagie.  Le  système  ubiquitine-protéasome  permet  la 

dégradation  des  protéines  conjuguées  à  des  chaines  d’ubiquitine  par  un  complexe 

protéolytique, le protéasome. L’implication de ce système dans la physiopathologie de la MP 

a été mise en évidence suite à la découverte de la mutation de gènes retrouvés dans certaines 

formes de la maladie comme le gène Parkin et le gène UCHL1 codant respectivement pour la 

parkine et la protéine UCH-L1 (Rubinsztein, 2006 ; Lim et Tan, 2007). Ces protéines jouent 

un rôle important au sein du système : la parkine est une ubiquitine ligase E3 intervenant dans 

le  processus  d’ubiquitination  alors  que  la  protéine  UCH-L1  permet  de  restaurer  des 

monomères  d’ubiquitine.  Des  données  expérimentales  permettent  également  de  mettre  en 

évidence des altérations du protéasome dans la MP. En effet, des études post-mortem dans la 

SN de patients parkinsoniens ont révélé des défauts d’expression des sous unités α constituant 

le protéasome 20S (McNaught et al., 2002 ; Bukhatwa et al., 2010). D’autre part, l’inhibition 

du  protéasome  chez  l’animal  conduit  à  la  dégénérescence  des  neurones  dopaminergiques 

(Fornai et al., 2003 ; McNaught et al., 2004) et est également utilisée comme modèle d’étude 

pour la MP (Bentea et al., 2017). 

L’autophagie  inclut  la  macroautophagie,  la  microautophagie  et  l’autophagie  médiée  par  les 

protéines chaperones dont les protéines HSC70 (heat shock cognate protein 70) et permet la 
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dégradation des protéines via le lysosome (Lynch-Day et al., 2012). La macroautophagie est 

le mécanisme le plus décrit et englobe la mitophagie, processus permettant la dégradation des 

mitochondries endommagées. Le dysfonctionnement de la mitophagie est notamment présent 

dans les maladies neurodégénératives incluant la MP (Wang et al., 2016). Les altérations des 

processus  d’autophagie  ont  été  décrites post-mortem dans  la  SN  de  patients  parkinsoniens 

(Anglade et al., 1997 ; Alvarez-Erviti et al., 2010) et l’amélioration de ces processus engendre 

des  effets  neuroprotecteurs  chez  l’animal (Decressac  et  al.,  2013  ;  Xilouri  et  al.,  2013).  Par 

conséquent,  les  altérations  de  la  protéolyse  cellulaire  entrainent  l’accumulation  de  protéines 

endommagées et/ou anormalement repliées favorisant la mort cellulaire. 

• Atteintes mitochondriales et stress oxydatif 

 

Il  est  très  largement  reconnu  que  les  mitochondries  jouent  un  rôle  central  dans  la 

physiopathologie de la MP. Les altérations mitochondriales sont majoritairement représentées 

par  la  production  d’espèce  réactives  de  l’oxygène  (ERO)  et  par une  déplétion  en  adénosine 

triphosphate (ATP) (Luo et al., 2015). Plusieurs facteurs sont en cause dans ces altérations à 

commencer par l’âge. En effet, les fonctions mitochondriales (production d’ATP et activité de 

la chaine respiratoire) décroissent avec l’âge. De plus, l’ADN mitochondrial dans le tissu en 

vieillissement  présente  de  nombreuses  mutations  et  de  larges  déplétions  à  l’origine  de 

plusieurs  dysfonctionnements (Theurey  et  Pizzo,  2018).  L’exposition  à  des  facteurs 

environnementaux comme les pesticides intervient également dans la survenue des altérations 

mitochondriales : le MPTP, la roténone ou encore le paraquat sont capables d’interférer avec 

la  chaîne  de  transport  des  électrons  à  l’origine  de  la  production  d’ATP  en  bloquant  le 

complexe I (Maiti et al., 2017). 

La production d’ERO est très présente dans la MP : une augmentation de 8-hydroxyguanine 

(issu de l’oxydation de l’ADN) et une augmentation de la quantité de protéines oxydées ont 

été rapportées dans la SN de patients parkinsoniens (Alam et al., 1997 ; Floor et al., 1998). La 

chaine de transport des électrons est la principale source d’ERO au niveau cellulaire. En effet, 

les complexes I, II et III sont capables de générer de l’anion superoxyde O2
.- (Turrens, 2003). 

Le métabolisme de la dopamine lui-même génère également des ERO. En condition normale, 

la  dégradation  de  la  dopamine  est  assurée  par  la  MAO-A.  Cependant,  avec  l’âge  et  dans  la 

MP,  la  dégradation  est  préférentiellement  assurée  par  la  MAO-B  générant  ainsi  de  l’eau 

oxygénée H2O2 (Dias et al., 2013). Les ERO sont très toxiques et favorisent la mort cellulaire 
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en  s’attaquant  aux  composants  cellulaires  tels  que  l’ADN,  les  protéines  ou  encore  les 

phospholipides membranaires.   
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III- Stratégies thérapeutiques pour la maladie de Parkinson 

Il  existe  de  nombreuses  approches  thérapeutiques  pour  la  MP.  Classiquement,  elles  peuvent 

être divisées en trois grands types : les thérapies médicales regroupant la dopathérapie et des 

approches  non  pharmacologiques  alternatives  comme  la  rééducation  physique,  les  thérapies 

chirurgicales  (stimulation  cérébrale  profonde,  chirurgie  lésionnelle)  et  les  thérapies 

expérimentales  (thérapie  cellulaire,  thérapie  génique,  nouvelles  stratégies  thérapeutiques). 

L’ensemble de ces approches est représenté dans la Figure 7 ci-dessous. 

        

Figure 7. Représentation schématique de la diversité des approches thérapeutiques dans le traitement de la MP. 

Abréviation : MP (maladie de Parkinson). 

 

1- Les thérapies médicales 

A. La dopathérapie 

 

La  dopathérapie représente  un  ensemble  de  stratégies  médicamenteuses  visant  à  pallier  le 

manque  de  dopamine  soit  en  stimulant  sa  synthèse,  soit  en  mimant  son  action,  soit  en 

bloquant sa dégradation (Figure 8). 
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Figure 8. Représentation schématique de la pharmacothérapie dans la MP avec l’utilisation de la L-DOPA, des 

agonistes  dopaminergiques  et  des  inhibiteurs  du  catabolisme  de  la  dopamine  (d’après  Poewe  et  al.,  2017). 

Abréviations  :  MP  (maladie  de  Parkinson),  L-DOPA  (3,4-dihydroxyphénylalanine),  AADC  (aromatic  amino 

acid decarboxylase), COMT (catechol-O-methyltransferase), MAOB (monoamine oxidase B), BBB (blood-brain 

barrier), DAT (dopamine transporter), 3-O-M-DOPA (3-O-methyl-DOPA), D1R (dopamine D1 receptor), D2R 

(dopamine D2 receptor), DOPAC (3,4-dioxy-phenylacetic acid), TH (tyrosine hydroxylase). 

 

La  stimulation  de  la  synthèse  de  la  dopamine  est  médiée  par  l’administration  orale  de  L-

DOPA encore appelée lévodopa. Il s’agit du médicament le plus puissant dans l’amélioration 

des fonctions motrices et le mieux toléré par les patients (Poewe et al., 2010), considéré alors 

comme le « gold standard » dans le traitement de la MP. Après ingestion orale, la lévodopa 

est  activement  absorbée  au  niveau  de  l’intestin  grêle  pour  rejoindre  le  cerveau via la 

circulation  sanguine.  Afin  d’éviter  sa  dégradation  périphérique  et  donc  d’améliorer  sa 

biodisponibilité cérébrale, la lévodopa est classiquement co-administrée avec des inhibiteurs 

de l’AADC (carbidopa, bensérazide) ou de la COMT (entacapone, tolcapone) (Lewitt, 2008). 

Bien  qu’elle  permette  l’amélioration  des  symptômes  moteurs  de  la  MP,  l’administration  de 

lévodopa induit des effets indésirables à la fois au niveau périphérique et central. En effet, la 

prise initiale de lévodopa peut provoquer des nausées, des vomissements, de l’hypotension et 

dans de rares cas des troubles du rythme cardiaque (Lewitt, 2008). D’autre part, un traitement 

à  long  terme  (environ  4  à  6  ans)  à  la  lévodopa  est  souvent  associé  à  l’apparition  de 

mouvements anormaux involontaires appelés dyskinésies. Elles concernent environ 40% des 

patients  médiqués  et  touchent  différentes  zones  du  corps  comme  le  cou,  la  mâchoire  et  les 

membres (Fernandez,  2012  ;  Pandey et  Srivanitchapoom,  2017).  Les  mécanismes  sous-
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tendant  le  développement  de  ces  dyskinésies  ne  sont  pas  complètement  connus.  Cependant, 

elles sont causées par une hyperactivation de la voie directe et une hypoactivation de la voie 

indirecte  au  sein  des  circuits  des  ganglions  de  la  base  conduisant  à  une  hyperactivité  de  la 

voie thalamo-corticale (Guridi et al., 2012). 

Les  agonistes  dopaminergiques  sont  des  analogues  structuraux  de  la  dopamine.  Ils  agissent 

sur tous les types de récepteurs dopaminergiques mais partagent une capacité plus particulière 

à stimuler les récepteurs D2 (Poewe et al., 2017). Les agonistes dopaminergiques sont classés 

en  deux  catégories  :  les  agonistes  ergotés,  dérivés  de  l’ergot  de  seigle  (exemple  de  la 

bromocriptine, agoniste D2) et les agonistes non-ergotés (exemple de l’apomorphine, agoniste 

D1  et  D2).  Du  fait  de  leur  structure  chimique,  les  agonistes  ergotés  présentent  un  risque  de 

développement  de  fibrose  (pulmonaire  ou  rétropéritonéale).  Comparés  à  un  traitement  à  la 

lévodopa, les effets des agonistes dopaminergiques dans l’amélioration des fonctions motrices 

sont  moins  importants.  De  plus,  ils  partagent  les  mêmes  effets  indésirables  que  la  lévodopa 

bien qu’ils présentent un risque moindre dans la survenue de dyskinésies à long terme.  

Les inhibiteurs du catabolisme de la dopamine agissent principalement sur deux enzymes : la 

MAO-B (exemple de la ségéline) et la COMT. Ils ont pour rôle d’empêcher la dégradation de 

la dopamine afin de potentialiser son effet au niveau des récepteurs dopaminergiques. 

 

B. Les approches non-pharmacologiques alternatives 

 

Elles  sont  principalement  représentées  par  différents  types  de  rééducations  fonctionnelles 

(physique,  orthophonique).  Bien  qu’elles  ne  permettent  pas  de  ralentir  la  progression  de  la 

maladie,  ces  rééducations  améliorent  certains  symptômes.  A  titre  d’exemple,  la  pratique 

régulière  d’un  exercise  physique  permet  d’améliorer  la  rigidité  musculaire  et  l’instabilité 

posturale. 

2- Les thérapies chirurgicales 
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Les  thérapies  chirurgicales  dans  le  traitement  de  la  MP  concernent  très  peu  de  patients, 

environ  10  à  15%,  principalement  ceux  dont  le  traitement  chronique  à  la  lévodopa  devient 

progressivement inefficace avec apparition de dyskinésies (Beitz, 2014). 

A. La stimulation cérébrale profonde 

 

La  stimulation  cérébrale  profonde  (SCP)  consiste  à  implanter  des  électrodes  de  stimulation 

reliées  à  un  dispositif  implanté  sous  la  peau  (principalement  au  niveau  sous-claviculaire) 

délivrant  des  impulsions  électriques  de  haute  fréquence  en  continu.  Ces  électrodes  sont 

préférentiellement implantées bilatéralement dans des zones cérébrales hyperactivées au cours 

de  la  MP  comme  le  GPi,  le  thalamus  et  le  NST.  La  stimulation  du  NST  est  une  cible 

privilégiée, elle permet l’amélioration des symptômes moteurs (akinésie, rigidité musculaire, 

dyskinésies)  mais  également  de  certains  symptômes  non-moteurs  comme  les  troubles  de 

l’humeur (Benabid,  2003).  La  SCP  n’induit  pas  de  lésion  tissulaire  et  elle  est  réversible. 

Certaines  complications  liées  à  la  procédure  chirurgicale  peuvent se  manifester  comme  la 

survenue d’un hématome cérébrale ou des infections. Cependant, elles ne concernent que très 

peu de patients, environ 2% des cas. 

B. La chirurgie lésionelle 

 

Contrairement  à  la  SCP,  la  chirurgie  lésionnelle  consiste  à  détruire  des  zones cérébrales 

hyperactivées  au  cours  de  la  maladie  par  émission  de  rayonnements  ionisants.  Il  existe 

plusieurs types de lésions suivant la structure ciblée : la pallidotomie (GPi), la thalamotomie 

(thalamus)  et  la  sous-thalamonie  (NST) (Walter  et  Vitek,  2004).  Du  fait  de  sa  nature 

destructrice et donc irréversible, la chirurgie lésionnelle n’est plus pratiquée en routine de nos 

jours. D’autre part, cette technique se pratique uniquement de manière unilatérale et s’avère 

donc moins efficace que la SCP. 

3- Les thérapies expérimentales 
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Dans  tous  les cas,  les  stratégies  thérapeutiques  sont  symptomatiques,  ne  permettant  pas  de 

ralentir  la  progression  de  la  maladie.  Dans  cette  optique,  il  est  urgent  de  développer  de 

nouvelles  approches  capables  de  ralentir  la  dégénérescence  des  neurones  dopaminergiques. 

Les  thérapies  expérimentales  regroupent  plusieurs  types  de  stratégies  incluant  la  thérapie 

cellulaire, la thérapie génique et de nouvelles stratégies thérapeutiques. 

A. La thérapie cellulaire 

 

En  considérant  que  les  neurones  ont  une  capacité  très  limitée  de  renouvellement,  la 

transplantation  de  cellules  capables  de  remplacer  les  neurones  dopaminergiques  ayant 

dégénéré  au  cours  de  la  MP  représente  une  approche  thérapeutique  très  prometteuse. 

L’objectif  de  la  thérapie  cellulaire  est  donc  de  remplacer  la  neurotransmission 

dopaminergique  défaillante  par  la  greffe  de  cellules  capables  de  sécréter in  situ de  la 

dopamine. Plusieurs types de cellules peuvent être utilisés pour la transplantation.  

Les premières cellules ayant été utilisées sont des cellules provenant du mésencéphale foetal. 

Les  premiers  effets  bénéfiques  de  la  greffe  de  ce  type  de  cellules  ont  été  montrés  en  1979 

(Björklund  et  Steveni,  1979  ;  Perlow  et  al.,  1979).  Ces  deux  équipes  ont  rapporté  une 

amélioration des fonctions motrices suite à une greffe striatale dans le modèle de lésion à la 6-

hydroxydopamine (6-OHDA) chez le rongeur (voir chapitre IV). Ils ont également confirmé 

par analyses histologiques une survie du greffon, l’excroissance de fibres dopaminergiques et 

la  formation  de  synapses.  Le  succès  de  ces  greffes  a  donc  logiquement  amené  à  des  essais 

cliniques. A partir des années 1990, de nombreuses études ont rapporté des effets bénéfiques 

chez l’Homme notamment sur les symptômes moteurs de la maladie (Lindvall et al., 1990 ; 

Freed  et  al.,  1992  ;  Spencer  et  al.,  1992  ;  Lindvall  et  al.,  1994  ;  Peschanski  et  al.,  1994  ; 

Wenning et al., 1997 ; Hauser et al., 1999). Cependant, l’utilisation de cellules provenant du 

mésencéphale  foetal  soulève  des  questions  éthiques  (elles  sont  obtenues  après  interruption 

volontaire  de  grossesse)  et  induit  des  effets  indésirables.  En  effet,  il  a  été  montré  que  ces 

greffes  sont  capables  d’induire  l’apparition  de  dyskinésies  similaires  à  celles  induites  par  la 

lévodopa  chez  certains  patients (Hagell  et  al.,  2002).  D’autre  part,  certains  neurones 

dopaminergiques de la greffe présentent des corps de Lewy, suggérant qu’ils sont affectés par 

le processus pathologique de la MP (Korwoder et Brundin, 2009). Toutes ces considérations 

ont donc amené à utiliser d’autres types cellulaires. 
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Les  cellules  souches  embryonnaires  sont  des  cellules  dérivant  de  la  masse  interne  du 

blastocyste  au  cours  de  la  vie  intra-utérine.  Ce  sont  des  cellules  pluripotentes  :  elles  ont  la 

capacité de se multiplier et de se différencier en n’importe quel type cellulaire. Comme pour 

les  cellules  provenant  du  mésencéphale  foetal,  l’utilisation  de  ce  type  de  cellules  pose  des 

problèmes éthiques (même origine que les cellules provenant du mésencéphale fœtal) et elles 

sont  associées  à  la  formation  de  tumeurs.  En  effet,  il  a  été  montré  chez  le  rat  lésé  à  la  6-

OHDA  que  la  greffe  striatale  de  cellules  souches  embryonnaires  de  souris  permet  une 

amélioration  des  fonctions  motrices  mais  induit  également  l’apparition  de  tératomes 

(Björklund  et  al.,  2002).  Dans  ce  même  modèle,  la  greffe  striatale  de  neurones 

dopaminergiques  provenant  de  cellules  souches  embryonnaires  humaines  permet  également 

une amélioration des fonctions motrices mais l’analyse de la greffe indique une prolifération 

importante de cellules non-différenciées potentiellement pro-tumorales (Roy et al., 2006b). 

 

Les  cellules  souches  mésenchytameuses  sont  des  cellules  multipotentes  présentent  chez 

l’adulte  dans  la  moelle  osseuse.  Elles  sont  également  rencontrées  dans  certains  tissus  chez 

l’adulte et le nouveau-né dont les plus importants sont le tissu adipeux et le cordon ombilical. 

Comparés  aux  autres  types  de  cellules  souches,  les  cellules  souches  mésenchytameuses 

présentent  plusieurs  avantages  :  leur  utilisation  ne  présentent  pas  de  risque  de  formation  de 

tératomes, ne pose pas de problèmes éthiques, n’induise pas de réactions immunitaires de rejet 

et  ces  cellules  sont  relativement  faciles  d’accès (Gugliandolo  et  al.,  2017).  Plusieurs  études 

récentes  dans  différents  modèles  pré-cliniques  ont  rapporté  des  effets  neuroprotecteurs  ainsi 

qu’une  amélioration  des  fonctions  motrices  suite  à  la  greffe  de  cellules  mésenchytameuses 

dérivant de la moelle osseuse (Bouchez et al., 2008 ; Hayashi et al., 2013 ; Wang et al., 2013 ; 

Xiong et al., 2013 ; Chen et al., 2017a), du tissu adipeux (Zhou et al., 2013 ; Berg et al., 2015 

; Schwerk et al., 2015) et du cordon ombilical (Mathieu et al., 2012 ; Kang et al., 2013 ; Yan 

et al., 2013). Cependant, aucune donnée clinique ne montre des effets bénéfiques concluants 

suite à l’utilisation de cellules souches mésenchytameuses (Yasuhara et al., 2017). 

 

L’utilisation  des  cellules  souches  pluripotentes  induites  (CSPis  ou iPSCs pour induced 

pluripotent stem cells) est une alternative très prometteuse dans la thérapie cellulaire pour la 

MP. En 2006, Takahashi et Yamanaka (2006) ont montré qu’il est possible de reprogrammer 

in  vitro des  fibroblastes  de  souris  adultes  en  cellules  souches  pluripotentes  grâce  à 

l’introduction de facteurs de transcription spécifiques. Ce concept à par la suite été étendu aux 
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cellules somatiques humaines (Takahashi et al., 2007 ; Yu et al., 2007 ; Park et al., 2008). Des 

études  récentes  dans  des  modèles  pré-cliniques  utilisant  des  CSPis  ont  rapporté  des  effets 

bénéfiques notamment sur les fonctions motrices (Doi et al., 2014 ; Han et al., 2015 ; Samata 

et  al.,  2016  ;  Kikuchi  et  al.,  2017a  ;  Kikuchi  et  al.,  2017b  ;  Lehnen  et  al.,  2017).  Pour  le 

moment,  les  CSPis  n’ont  pas  été  étudiées  chez  l’Homme  dans  le  cadre  de  la  MP  mais  des 

essais  cliniques  sont  programmés  pour  les  prochaines  années (Barker  et  al.,  2017).  Bien 

qu’elles  présentent  les  mêmes  avantages  que  les  cellules  souches  mésenchytameuses,  les 

CSPis dérivées de patients parkinsoniens pourraient être utilisés pour modéliser la maladie in 

vitro, permettant ainsi la recherche et l’évaluation de nouveaux traitements pharmacologiques 

(Barrow, 2015). Le principe d’utilisation des CSPis chez l’Homme est résumé dans la Figure 

9 ci-dessous. 

               

Figure 9. Représentation schématique du principe d’utilisation des CSPis chez l’Homme dans le cadre de la MP 

(adapté de Sonntag et al., 2018). Abréviations : CSPis (cellules souches pluripotentes induites), MP (maladie de 

Parkinson). 

B. La thérapie génique 

 

La  thérapie  génique  consiste  à  introduire  du  matériel  génétique  afin  de  modifier  la  fonction 

biologique ou cellulaire d’un tissu cible à des fins thérapeutiques. L’introduction du matériel 
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génétique  nécessite  l’utilisation  d’un  vecteur.  Actuellement,  il  existe  deux  grands  types  de 

vecteurs : les vecteurs viraux (adénovirus, lentivirus, « adeno-associated-virus » ou AAV) et 

les vecteurs non-viraux regroupant un ensemble de techniques incluant l’électroporation (Lin 

et  al.,  2017).  Toutefois,  les  AAV  sont  les  vecteurs  les  plus  utilisés  car  ils  sont  capables 

d’infecter  une  grande  variété  de  types  cellulaires  incluant  les  neurones.  Ils  sont  modifiés  en 

laboratoire  afin  d’éviter  leurs  réplications  et  ainsi  limiter  le  risque  infectieux.  Il  existe 

actuellement deux grands types de thérapie génique dans le traitement de la MP : les thérapies 

basées  sur  l’administration  de  facteurs  neurotrophiques  et  les  thérapies  basées  sur  la 

régulation de la synthèse de neurotransmetteurs (Lin et al., 2017).  

Les  facteurs  neurotrophiques  sont  des  protéines  jouant  un  rôle  important  dans  le 

développement et le maintien des fonctions cérébrales, ils assurent en particulier le maintien 

des neurones chez l’adulte. Compte tenu de ces propriétés, l’administration intra-cérébrale de 

facteurs neurotrophiques  pourrait  donc  ralentir  voire  stopper  la  perte  des  neurones 

dopaminergiques  dans  la  MP (Hegarty  et  al.,  2014).  Deux  facteurs  neurotrophiques  ont 

particulièrement  été  étudiés  :  le  GDNF  (glial  cell-derived  neurotrophic  factor)  et  la 

neurturine.  

Les effets du GDNF ont été étudiés dans plusieurs modèles pré-cliniques : il a été montré que 

l’administration  de  ce  facteur  neurotrophique  en  utilisant  le  vecteur  AAV2  induit  des  effets 

neuroprotecteurs  ainsi  qu’une  amélioration  des  fonctions  motrices (Eslamboli  et  al.,  2003  ; 

Eslamboli et al., 2005 ; Eberling et al., 2009 ; Johnston et al., 2009 ; Kells et al., 2010). Un 

essai  clinique  utilisant  le  même  vecteur  viral  est  notamment  en  cours (Valdés  et  Schneider, 

2018). La neurturine, quant à elle, a fait l’objet de plusieurs essais cliniques mais les résultats 

obtenus n’ont pas été concluants (Marks et al., 2008 ; Marks et al., 2010 ; Bartus et al., 2013 ; 

Warren Olanow et al., 2015).  

Les  thérapies  basées  sur  la  régulation  de  la  synthèse  de  neurotransmetteurs  incluent  des 

thérapies ciblant le glutamate et la dopamine. Comme dit précédemment (voir chapitre II), la 

perte des neurones dopaminergiques nigro-striataux entraine des modifications importantes au 

sein des circuits des ganglions de la base dont une hypoactivation des voies GABAergiques 

du NST. De ce fait, plusieurs thérapies géniques ont été développées afin de rétablir le tonus 

GABAergique  au  sein  de  cette  structure  cérébrale.  Pour  cela,  elles  se  sont  appuyées  sur 

l’utilisation  et  l’injection  dans le  NST  de  vecteurs  AAV2  contenant  la  GAD  (glutamic  acid 

decarboxylase),  enzyme  limitante  de  la  synthèse  du  GABA.  Plusieurs  essais  cliniques  ont 

notamment rapporté une amélioration des symptômes moteurs (Kaplitt et al., 2007 ; LeWitt et 
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al., 2011 ; Niethammer et al., 2017).  

Les thérapies géniques ciblant la dopamine ont pour objectif de favoriser la production locale 

de  dopamine via l’introduction  d’un  ensemble  de  molécules  intervenant  dans  la  voie  de 

biosynthèse  comme  l’AADC.  Deux  essais  cliniques  utilisant  des  vecteurs  AAV2  contenant 

l’AADC  ont  notamment  montré  une  amélioration  des  symptômes  moteurs (Christine  et  al., 

2009  ;  Muramatsu  et  al.,  2010).  Plus  récemment,  une  tri-thérapie  génique  basée  sur 

l’administration d’un lentivirus contenant la TH, l’AADC et un co-facteur de la TH, le GTC 

(guanosine triphosphate cyclohydrolase) (ProSavin®) a été développée et a également montré 

une amélioration des symptômes moteurs (Palfi et al., 2014). 

C. Les nouvelles strategies thérapeutiques 

 

L’élaboration de nouvelles approches thérapeutiques dans le traitement de la MP s’appuie sur 

la  connaissance  des  mécanismes  pathologiques  intervenant  dans  la  mort  des  neurones 

dopaminergiques  de  la  SNpc.  Comme  cité précédemment,  la  perte  de  ces  neurones  est 

multifactorielle,  faisant intervenir  différents  mécanismes  comme  le  stress  oxydatif  et 

l’altération  de  la  protéolyse  cellulaire.  L’accumulation  de  données  expérimentales  chez 

l’Homme comme chez l’animal suggère que la neuroinflammation joue un rôle majeur dans le 

processus  neurodégénératif via différents  évènements  cellulaires et  moléculaires,  conduisant 

ainsi  à  l’élaboration  d’approches  neuroprotectrices  visant  à  réduire  ces  processus 

inflammatoires (voir chapitre V). 
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IV- Modèles animaux dans l’étude de la maladie de Parkinson 

Bien que les modèles animaux ne permettent pas de reproduire toutes les caractéristiques de la 

MP,  ils  représentent  des  outils  indispensables  dans  l’amélioration  de  la  compréhension  des 

mécanismes  physiopathologiques  de  la  maladie  humaine  et dans l’évaluation de  nouvelles 

stratégies  thérapeutiques.  Il  existe  deux  grands  types  de  modèles  animaux  de  la  MP  :  les 

modèles génétiques et les modèles toxiques. 

1- Modèles génétiques 

 

Les modèles génétiques sont basés sur l’expression d’un gène muté observé dans des formes 

familiales ou héréditaires de la MP. Ils permettent notamment d’améliorer la compréhension 

des  voies  de  signalisation  associées  à  ces  mutations  afin  d’élargir  le  spectre  des  approches 

thérapeutiques (Jagmag et al., 2015). La souris et le rat sont les deux espèces animales les plus 

utilisées pour les modèles génétiques. Certaines espèces d’invertébrés, comme la drosophile 

(D.  melanogaster),  le  poisson  zèbre  (D.  rerio) et  le  nématode  (C.  elegans)  sont  également 

utilisées. En effet, la plupart des gènes mis en causes dans la MP possèdent leurs homologues 

chez  ces  espèces  animales.  Les  modèles  génétiques  sont  basés  sur  le  transfert  d’un  gène 

d’intérêt dans des cellules cibles grâce à l’utilisation de vecteurs. Plusieurs types de vecteurs 

peuvent  être  utilisés  : des  vecteurs  viraux  comme  des  adénovirus  et  des  lentivirus  mais 

également des vecteurs non viraux comme les prions ou les plasmides (Dawson et al., 2010).  

Les modèles génétiques les plus répandus sont basés sur la sur-expression de l’α-synucléine, 

normale ou mutée (exemple de la mutation A53T). De nombreuses études ont rapporté que la 

sur-expression  d’α-synucléine  normale  ou  mutée  (A53T)  chez  la  souris  et  le  rat  induit  une 

perte neuronale au niveau de la SN et la formation d’agrégats toxiques cytoplasmiques (Kirik 

et al., 2002 ; Lo Bianco et al., 2002 ; Lauwers et al., 2003 ; Koprich et al., 2010 ; Engeln et 

al., 2013 ; Oliveras-Salva et al., 2013). 
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2- Les modèles toxiques 

 

Les  modèles  toxiques  sont  basés  sur  l’administration  locale  ou  systémique  de  neurotoxines 

capables d’induire une dégénérescence des neurones dopaminergiques de la voie nigro-striée. 

Les toxines majoritairement utilisées sont le MPTP, la 6-OHDA, la roténone, le paraquat et la 

méthamphétamine.  Le  modèle  d’intoxication  à  la  6-OHDA  fait  l’objet  d’une  partie 

indépendante car il s’agit du modèle utilisé au cours de cette thèse. 

A. Intoxication au MPTP 

 

La  mise  en  évidence  des  effets  neurotoxiques  du  MPTP  remonte  aux  années  1970  avec  la 

description  de  syndromes  parkinsoniens  chez  des  toxicomanes  suite  à  une  injection 

intraveineuse  accidentelle  de  ce  dérivé  de  l’héroïne.  Il  s’agit  d’une  molécule  hautement 

lipophilique pouvant facilement traverser la BHE. Le MPTP peut donc être injecté de manière 

systémique.  Une  fois  injecté,  le  MPTP  est  converti  dans  les  cellules  gliales  comme  les 

astrocytes  en  MPP+ (1-méthyl-4-phénylpyridinium)  par  la  MAO-B.  Il  s’agit  du  métabolite 

actif  et  très  toxique  du  MPTP (Jackson-Lewis  et  Przedborski,  2007).  Le  MPP+ est  ensuite 

libéré dans l’espace intercellulaire et pénètre dans les neurones dopaminergiques par le DAT. 

Une  fois  dans  les  neurones  dopaminergiques,  la  neurotoxicité  du MPP+ est  médiée  par  une 

production  importante  d’ERO  et  par  une  inhibition  du  complexe  I  de  la  chaine  respiratoire 

mitochondriale (Lambeng et al., 2002). Les espèces animales les plus utilisées dans ce modèle 

sont la souris et le primate non-humain. Le rat présente une résistance face à l’intoxication au 

MPTP (Riachi  et  al.,  1990).  Certaines  souches  de  souris  sont  également  résistantes  face  à 

l’intoxication  au  MPTP.  Les  raisons  de  ces  résistances  ne  sont  pas  bien  pas  connues  mais 

résulteraient d’une différence d’activité de la MAO-B entre les différentes espèces (Meredith 

et Rademacher, 2011). Dans le modèle d’intoxication au MPTP, les dommages neuronaux ne 

sont pas spécifiques de la voie nigro-striée. En effet, ce modèle présente également une perte 

des  neurones  GABAergiques  striataux  et  une  perte  des  neurones  de  l’ATV (Hernandez-

Baltazar  et  al.,  2017).  Bien  que  la  souris  et  le  primate  non-humain  intoxiqués  au  MPTP 

présentent une perte des neurones dopaminergiques de la voie nigro-striée caractéristique de 

la maladie humaine, ils ne présentent pas de formation de corps de Lewy. 
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B. Intoxication à la roténone 

 

La  roténone  est  une  toxine  naturellement  produite par  différentes  plantes  et  très  largement 

utilisée  comme  insecticide.  Comme  le  MPTP,  elle  est  hautement  lipophilique  et  peut  donc 

être administrée chez l’animal de manière systémique (intra-péritonéale, intraveineuse, sous-

cutanée). La roténone peut également être injectée directement de manière intra-cérébrale par 

stéréotaxie.  La  toxicité  de  la  roténone  envers  les  neurones  dopaminergiques  a  été  pour  la 

première  fois  montrée  chez  le  rat  par Heikkila  et  al.  (1985).  Le  mécanisme  d’action  de  la 

roténone  est  similaire  à  celui  du  MPTP  :  après  avoir  pénétré  dans  le  neurone  par  simple 

diffusion au travers de la membrane, la roténone inhibe le complexe I de la chaine respiratoire 

mitochondriale,  provoquant  une  déplétion  en  ATP  et  la  production  d’ERO (Johnson  et 

Bobrovskaya,  2015).  Le  modèle  d’intoxication  à  la  roténone  a  la  particularité  de  reproduire 

quasiment toutes les caractéristiques de la maladie humaine incluant la formation des corps de 

Lewy (Blesa et al., 2012). Cependant, ce modèle est caractérisé par une faible reproductibilité 

et par un taux de mortalité important chez le rat (Greenamyre et al., 2010). 

C. Intoxication au paraquat 

 

Le  paraquat  (N,N’-diméthyl-4-4-4’-bypiridinium)  est  un  herbicide  très  largement  utilisé  en 

agriculture à travers le monde. Il est capable de provoquer une dégénérescence des neurones 

dopaminergiques  de  la  SNpc  et  la  formation  de  corps  de  Lewy  chez  le  rat  et  la  souris 

(McCormack et al., 2002 ; Cicchetti et al., 2005). Contrairement au MPTP et à la roténone, le 

paraquat ne peut pas traverser la BHE, il emprunte le système de transport des acides aminés 

neutres pour pénétrer dans le cerveau (Shimizu et al., 2001). Bien qu’il partage une analogie 

de structure avec le métabolite MPP+ (il emprunte également le DAT pour pénétrer dans les 

neurones  dopaminergiques),  son  mécanisme  d’action  ne  passe  pas  par  une  inhibition  du 

complexe  I  de  la  chaine  respiratoire  mitochondriale.  En  effet,  la  toxicité  du  paraquat  est 

médiée  par  la  production  d’ERO via des  cycles  d’oxydo-réduction (Le  et  al.,  2014). 

Cependant,  l’utilisation  de  ce  modèle  montre  des  résultats  contradictoires  avec  une  grande 

variabilité  dans  la  perte  des  neurones  dopaminergiques  notamment  au  niveau  du  striatum 

(Miller, 2007), amenant certains auteurs à remettre en question la spécificité du paraquat. 
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D. Les modèles basés sur l’administration de dérivés de l’amphétamine 

 

Certaines  substances  dérivées  de  l’amphétamine  comme  la  méthamphétamine  sont  capables 

d’induire des effets toxiques envers les neurones dopaminergiques de la voie nigro-striée. En 

effet,  plusieurs  études  chez  différentes  espèces  animales  rapportent  une  toxicité 

dopaminergique  suite  à  une  administration  de  méthamphétamine (Howard  et  al.,  2011  ; 

Morrow et al., 2011 ; Ares-Santos et al., 2014). Au niveau des neurones dopaminergiques, la 

méthamphétamine  provoque  une  redistribution  de  la  dopamine  depuis  les  vésicules 

synaptiques  vers  le  cytosol  en  interagissant  avec  le  VMAT2  mais  également  avec  le  DAT 

(Jagmag et al., 2015). Cette redistribution va induire une augmentation de l’auto-oxydation et 

de  l’oxydation  enzymatique  de  la  dopamine,  générant  ainsi  un  stress  oxydatif  important 

(Thrash  et  al.,  2009).  Le  3,4-méthylènedioxy-N-méthylamphétamine  (MDMA),  un  autre 

dérivé  de  l’amphétamine,  est  également  capable  d’induire  une  perte  des  neurones 

dopaminergiques  de  la  voie  nigro-striée.  En  effet,  il  a  été  montré  chez  la  souris  que 

l’administration  répétée  de  MDMA  produit  une  dégénérescence  des  neurones 

dopaminergiques dans le striatum ainsi qu’une perte des cellules TH positives dans la SNpc 

(Granado et al., 2008a ; 2008b). Cependant, aucun modèle animal basé sur l’administration de 

ces substances n’a encore été développé à ce jour. 

L’administration de lipopolysaccharide bactérien (LPS) est également utilisée pour étudier la 

MP chez l’animal (voir chapitre V). 

 

Les différents modes d’action des neurotoxines utilisées pour modéliser la MP sont résumés 

dans la Figure 10. 
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Figure 10.  Représentation  schématique des  mécanismes  d’action  des  différentes  neurotoxines autres  que  la  6-

OHDA utilisées pour modéliser la MP chez l’animal (adapté de Zeng et al., 2018). Abréviations : 6-OHDA (6-

hydroxydopamine), MP  (maladie  de  Parkinson),  BHE  (barrière  hémato-encéphalique),  MAO-B  (monoamine 

oxydase B), DAT (transporteur de la  dopamine),  MPTP  (1-méthyl-4-phényl-1,2,4,6-tétrahydropyridine),  MPP+ 

(1-méthyl-4-phénylpyridinium).   

3- Modèle d’intoxication à la 6-OHDA 

A. Généralités 

 

La 6-OHDA est un analogue hydroxylé de la dopamine qui a été isolé pour la première fois en 

1959 par Senoh et Witkop. Les premiers effets biologiques ont été rapportés par Porter et al. 

(1963).  Ils  ont  montré  qu’une  injection  intra-péritonéale  de  6-OHDA  chez  la  souris  est 

capable  d’induire  une  déplétion  en  noradrénaline  au  niveau  des  terminaisons  nerveuses 

sympathiques  cardiaques.  Quelques  années  plus  tard, Ungerstedt  (1968) a  montré  que 

l’administration  intracérébrale  par  voie  stéréotaxique  de  6-OHDA  chez  le  rat  induit  une 

dégénérescence sélective des neurones dopaminergiques de la voie nigro-striée, générant ainsi 

le  premier  modèle  d’étude  pour  la  MP  encore  très  largement  utilisé  aujourd’hui.  Plusieurs 

espèces animales sont sensibles à la 6-OHDA incluant le rat, la souris, le chat, le chien et le 

primate  non-humain (Beal,  2001).  Cependant,  le  rat  reste  l’espèce  la  plus  utilisée  dans  ce 

modèle.  
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Le  rat  lésé  à  la  6-OHDA  présente  une  dégénérescence  sélective  des  neurones 

dopaminergiques de la voie nigro-striée et des altérations motrices typiques de la MP pouvant 

être  évaluées  par  différents  tests  comportementaux.  Il  peut  également  développer  des 

dyskinésies  en  réponse  à  un  traitement  à  la  L-DOPA  comme  dans  la  maladie  humaine.  En 

effet,  il  a  été  montré  que  des  administrations  répétées  de  L-DOPA  induisent  l’apparition  de 

dyskinésies chez les rats lésés à la 6-OHDA. Ces dyskinésies se manifestent au niveau de la 

patte  avant  controlatérale,  du  tronc  et  de  la  musculature  orofaciale (Tronci  et  Francardo, 

2018). Cependant, le rat lésé à la 6-OHDA ne développe pas de corps de Lewy comme pour le 

modèle d’intoxication au MPTP (Tieu, 2011). 

B. Effets neurotoxiques de la 6-OHDA 

 

La  6-OHDA  possède  une  analogie  de  structure  avec  les  catécholamines  endogènes  lui 

permettant de pénétrer sélectivement dans les neurones dopaminergiques et noradrénergiques 

en  empruntant  le  DAT  et  le  transporteur  de  la  noradrénaline  respectivement (Simola  et  al., 

2007).  Afin  de  cibler  spécifiquement  les  neurones  dopaminergiques,  la  6-OHDA  peut  être 

injectée  après  un  pré-traitement  avec  de  la  désipramine,  un  inhibiteur  de  la  recapture  de  la 

noradrénaline.  

Les  effets  neurotoxiques  de  la  6-OHDA  sont  médiés  par  l’induction  d’un  important  stress 

oxydatif et par une action directe sur les fonctions mitochondriales (Figure 11). En effet, la 6-

OHDA peut s’auto-oxyder au niveau extra- ou intra-cellulaire ou subir une oxydation par voie 

enzymatique  par  les  MAO,  générant  ainsi  des  ERO  (principalement  du  peroxyde 

d’hydrogène) (Blum  et  al.,  2001).  Une  fois  produites,  les  ERO  vont  s’attaquer  aux 

composants cellulaires tels que les phospholipides membranaires (peroxydation lipidique) et 

l’ADN. Au niveau de la mitochondrie, la 6-OHDA va inhiber le complexe I et le complexe IV 

de  la  chaîne  de  transport  des  électrons,  provoquer  un  découplage  de  la  phosphorylation 

oxydative et diminuer le potentiel membranaire mitochondrial (Zeng et al., 2018), entrainant 

une déplétion en ATP. Les différents effets neurotoxiques de la 6-OHDA vont conduire à la 

mort  des  neurones  dopaminergiques  par  apoptose.  Ces  effets  peuvent  être  prolongés  par 

l’injection  d’un  inhibiteur  de  MAO  (pargyline  par exemple)  pour  éviter  son  oxydation 

enzymatique. 
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Figure 11.  Représentation  schématique des effets neurotoxiques de la 6-OHDA (adapté de Blum et al., 2001). 

Abréviations  :  6-OHDA  (6-hydroxydopamine),  MAO  (monoamine  oxydase),  DAT  (transporteur  de  la 

dopamine), NAT (transporteur de la noradrénaline). 

C. Les différents modèles d’intoxication à la 6-OHDA 

 

La 6-OHDA est une molécule à caractère hydrophile et ne peut donc pas traverser la BHE. De 

ce fait, elle doit être directement injectée dans le cerveau par voie stéréotaxique. L’injection 

de la toxine s’effectue généralement de manière unilatérale. En effet, les injections bilatérales 

de 6-OHDA provoquent un fort taux de mortalité chez les animaux et induisent des aphagies 

(impossibilité  de  déglutir)  et  des  adipsies  (absence  anormale  de  la  sensation  de  soif), 

nécessitant  l’apport  de  nombreux  soins  intensifs (Blandini  et  al.,  2008).  De  plus,  l’injection 

unilatérale  de  6-OHDA  présente  deux  avantages  majeurs  :  1)  avoir  un  hémisphère  intact 

pouvant  être  comparé  à  l’hémisphère  lésé  et  2)  présenter  un  déficit  sensori-moteur  très 

largement  utilisé  dans  l’élaboration  de  tests  comportementaux  permettant  d’étudier  les 

conséquences fonctionnelles de la lésion et/ou d’une stratégie neuroprotectrice ou réparatrice. 

Bien qu’il existe plusieurs tests comportementaux associés à ce modèle, le test de rotation est 

le  plus  utilisé.  Il  permet  d’évaluer  le  comportement  rotatoire  des  animaux  lésés 

unilatéralement suite à l’administration de drogues psychostimulantes comme l’amphétamine 

ou  l’apomorphine.  Cependant,  le  sens  de  rotation  dépend  de  la  nature  de  la  drogue 

administrée. En effet, l’amphétamine induit des rotations du côté lésé (rotations ipsilatérales) 
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alors  que  l’apomorphine  provoque  des  rotations  du  côté  opposé  à  la  lésion  (rotations 

controlatérales).  L’amphétamine agit comme un stimulateur pré-synaptique, favorisant ainsi 

la  libération  de  dopamine  à  partir  des  terminaisons  striatales.  Ceci  génère  donc  un 

déséquilibre  en  dopamine  favorisant  le  système  nigro-strié  du  côté  non-lésé  à  l’origine  des 

rotations  ipsilatérales (Meredith  et  Kang,  2006).  A  l’inverse,  l’apomorphine  induit  une 

stimulation des récepteurs D2 post-synaptiques qui sont régulés à la hausse en compensation à 

la dénervation du striatum côté lésé, générant ainsi des rotations controlatérales (Carey, 1990).  

Le  test  de  rotation  en  réponse  aux  drogues  psychostimulantes  permet  d’apprécier 

indirectement  le  succès  de  la  lésion  dopaminergique  à  la  6-OHDA  :  un  rat  non  lésé  ne 

présente pas  de  comportement  rotatoire  suite  à  l’administration  d’amphétamine  ou 

d’apomorphine.  L’apparition  du  comportement  rotatoire  dépend  de  la  nature  de  la  drogue 

administrée  et  du  taux  de  perte  des  neurones  dopaminergiques  de  la  voie  nigro-striée.  En 

effet,  les rotations  controlatérales  en  réponse  à  l’apomorphine  apparaissent  pour  une  perte 

neuronale  égale  ou  supérieure  à  90%  alors  que  les  rotations  ipsilatérales  en  réponse  à 

l’amphétamine se manifestent pour une perte d’au moins 50% (Hefti et al., 1980 ; Hudson et 

al., 1993). Le test de rotation en réponse à l’administration d’amphétamine est donc très bien 

adapté pour des modèles de lésion partielle à la 6-OHDA.  

Classiquement, la 6-OHDA peut être injectée dans trois structures cibles : le faisceau médian 

du télencéphale (FMT), la SNpc et le striatum (Figure 12). La 6-OHDA peut également être 

injectée au niveau intraventriculaire mais ce modèle est très peu utilisé. 
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Figure 12.  Représentation  schématique des  différentes  localisations  d’injection  de  la  6-OHDA  chez  le  rat. 

Abréviation : 6-OHDA (6-hydroxydopamine). 

 

• Injection de la 6-OHDA dans le FMT 

L’injection unilatérale de la 6-OHDA dans le FMT est un modèle très largement utilisé. Ce 

type  d’injection  peut  provoquer  (selon  la  dose  utilisée  et  le  site  d’injection)  une  destruction 

totale  des  neurones  des  groupes  A9  et  A10  induisant  une  perte  totale  de  dopamine  dans  le 

striatum ipsilatéral (Perese et al., 1989), donc peu sélectif des neurones dopaminergiques de la 

voie nigro-striée. Ce type d’injection provoque également une hypersensibilité des récepteurs 

dopaminergiques post-synaptiques au niveau du striatum ipsilatéral après la perte d’au moins 

90% des neurones dopaminergiques dans la SNpc. Cependant, ce phénomène n’existe pas à 

plus  faible  intensité  de  lésion  car  il  est  compensé  par  une  augmentation  de  la  synthèse  de 

dopamine par les cellules résiduelles de la SNpc (Kowall et al., 2000) ou par augmentation de 

la quantité de dopamine endogène dans le striatum. Les animaux lésés unilatéralement à la 6-

OHDA dans le FMT présentent un comportement rotatoire suite à l’administration de drogues 

pyschostimulantes  comme  l’apomorphine.  Cependant,  l’apparition  de  ce  comportement 

dépend de l’intensité de la lésion. En effet, les animaux présentant une lésion quasi-totale des 

neurones  dopaminergiques  (99%)  vont  présenter  un  comportement  rotatoire  en  réponse  à 

l’administration d’apomorphine. A l’inverse, les animaux présentant une lésion partielle des 
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neurones dopaminergiques (75%) ne présenteront pas de rotations controlatérales en réponse à 

la drogue (Barnéoud et al., 1995). 

• Injection dans la SNpc 

Comparé au FMT, l’injection de la 6-OHDA dans la SNpc permet d’obtenir un modèle plus 

sélectif  et  plus  spécifique  de  destruction  des  neurones  dopaminergiques  de  la  voie  nigro-

striée.  Bien  que  l’intensité  de  la  lésion  dépend  de  la  dose  utilisée,  ce  type  d’injection  est 

généralement  caractérisé  par  la  perte  de  près  de  90%  des  neurones  dopaminergiques  de  la 

SNpc.  La  6-OHDA  peut  être  injectée dans  plusieurs  zones  de  la  SNpc.  Il  a  notamment  été 

montré  qu’une  injection  dans  la  zone  latérale  induit  une  perte  neuronale  plus  importante 

qu’une injection dans la zone médiane de la SNpc (Carman et al., 1991 ; Dentresangle et al., 

2001). Ce profil de lésion est notamment en accord avec la pathologie humaine où la perte des 

neurones dopaminergiques est préférentiellement localisée dans la zone latérale de la SNpc. 

 

En  conclusion,  les  modèles  basés  sur  l’injection  de  la  6-OHDA  dans  le  FMT  et  la  SNpc 

génèrent  une  dégénérescence  massive  (>  90%)  et  rapide  (2  à  3  jours)  des  neurones 

dopaminergiques (Blandini et Armentero, 2012 ; Gubellini et Kachidian, 2015). Ils permettent 

en autre d’étudier les stades tardifs de la MP (Glajch et al., 2012) et sont donc peu adaptés à 

l’évaluation  de  stratégies  thérapeutiques  nécessitant  une  administration  dans  les  stades 

précoces. 

• Injection dans le striatum 

L’injection  intrastriatale  de  6-OHDA  est  un  modèle  hautement  sélectif  et  spécifique  de 

destruction des neurones dopaminergiques de la voie nigro-striée décrit pour la première fois 

dans les 1990. Contrairement aux modèles d’injection dans le FMT et la SNpc, la lésion des 

neurones  dopaminergiques  est  dite  rétrograde  :  l’injection  de  la  6-OHDA  provoque  une 

dégénérescence  des  terminaisons  des  neurones  dopaminergiques  au  niveau du striatum 

amenant  à  une  perte  des  corps  cellulaires  de  ces  mêmes  neurones  dans  la  SNpc (Sauer  et 

Oertel,  1994  ;  Przedborski  et  al.,  1995).  Dans  ce  type  de  modèle,  la  perte  neuronale  est 

modérée  et  environ  50  à  70%  des  neurones  dopaminergiques  dégénèrent  de  manière 

progressive. En effet, l’injection de 6-OHDA dans le striatum provoque une dégénérescence 

des terminaisons des neurones dopaminergiques dans les premiers jours, suivie par une perte 

des corps cellulaires dans la SNpc atteignant un niveau stable à partir de deux semaines après 
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l’injection (Duty et Jenner, 2011).  

Bien  que  le  striatum  soit  une  structure  très  volumineuse  avec  plusieurs  territoires 

d’innervation, deux zones sont particulièrement ciblées pour injecter la 6-OHDA : la région 

ventro-latérale (équivalant au putamen chez l’Homme) et la région dorso-médiane (équivalant  

au noyau caudé chez l’Homme). Une injection de la 6-OHDA dans la région ventro-latérale a 

des effets sur la locomotion et sur le comportement rotatoire en réponse aux drogues psycho-

stimulantes  alors  que  l’injection  dans  la  région  dorso-médiane  induit  des  troubles  dans 

l’initiation du mouvement, dans l’orientation sensori-motrice et dans le comportement moteur 

fin (Hernandez-Baltazar et al., 2017). En considérant que la déplétion dopaminergique est très 

marquée dans le putamen chez l’Homme (Kish et al., 1988), l’injection de la 6-OHDA dans la 

région dorso-médiane se rapproche donc le plus de la pathologie humaine.  

En  considérant  que  la  lésion  des  neurones  dopaminergiques  est  partielle,  progressive  et 

qu’elle  permet  de  mimer  les  stades  précoces  de  la  MP (Kirik  et  al.,  1998  ;  Deumens  et  al., 

2002),  ce  modèle  est  très  bien  adapté  pour  l’évaluation  de  différentes  stratégies 

thérapeutiques. Cependant, plusieurs limitations ont été rapportées concernant l’utilisation de 

ce modèle (Penttinen et al., 2016) : 

• L’administration  de  fortes  doses  produit  des  lésions  quasi-totales  et  des  dommages 

neuronaux non-spécifiques. 

• La 6-OHDA peut diffuser dans le ventricule latéral ou remonter le long de l’aiguille lors de 

l’injection, produisant ainsi des lésions de faible intensité. 

• La  lésion  partielle  des  neurones  dopaminergiques  peut  être  spontanément  compensée  par 

plusieurs  mécanismes  comme  une  augmentation  de  la  libération  de  la  dopamine  par  les 

neurones épargnés. 

Toutes  ces  considérations  amènent  à  revoir  les  différentes  modalités  d’injection  de  la  6-

OHDA  dans  le  striatum  afin  d’obtenir  un  modèle  stable,  reproductible  et  fiable  dans 

l’exploitation des données expérimentales. 
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V- Neuroinflammation et maladie de Parkinson 

1- Généralités 

A. Le système immunitaire et l’inflammation 

 

Le système immunitaire est l’une des grandes fonctions de l’organisme. Il permet le maintien 

de la cohésion cellulaire et tissulaire, l’élimination des constituants altérés et la défense contre 

les substances étrangères ou les agents infectieux. Le système immunitaire est composé d’un 

ensemble de molécules en solution dans les liquides biologiques (immunité humorale), et par 

différents  types  cellulaires  communiquant  entre  eux  par  des  médiateurs  (solubles  ou 

membranaires). Il existe deux types d’immunité : 

 

• l’immunité inée ou immunité naturelle : elle est commune aux organismes pluricellulaires, 

aux  végétaux  et  aux  animaux.  Elle  est mise  en  jeu  immédiatement  après  une  agression 

extérieure. Elle est basée sur la reconnaissance de motifs communs à un grand nombre de 

microorganismes pathogènes (PAMP pour pathogen associated molecular patterns) et fait 

intervenir  plusieurs  types  cellulaires  dont  les  polynucléaires  (éosinophiles,  basophiles  et 

neutrophiles) et les monocytes/macrophages. 

• L’immunité adaptative ou spécifique : elle est uniquement présente chez les vertébrés. Les 

cellules impliquées dans ce type d’immunité sont les lymphocytes (T et B). Contrairement 

à  l’immunité  inée,  l’immunité  adaptative  est  plus  spécifique  et  elle  est  caractérisé  par  la 

propriété de mémoire : elle permet une élimination plus rapide et plus efficace de l’agent 

infectieux lors de nouvelles expositions. 

 

L’inflammation  est  une  réaction  du  système  immunitaire  face  à  des  agressions  externes  de 

nature  infectieuse,  physique,  chimique  ou  métabolique.  Elle  est  ubiquitaire  et  fait  intervenir 

l’immunité inée et l’immunité adaptative. De manière synthétique, l’inflammation se traduit 

par  une  augmentation  de  la  perméabilité  de  la  paroi  des  vaisseaux  sanguins  permettant  le 

passage de leucocytes vers le site inflammatoire (diapédèse), et par une libération importante 

de  différents  médiateurs  par  les  cellules  immunitaires  incluant  des  cytokines  pro-
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inflammatoires,  des  cytokines  anti-inflammatoires,  des  substances  vasodilatatrices  et  des 

chimiokines. 

L’inflammation  est  une  réaction  naturelle  de  défense  contre  des  agressions  extérieures,  elle  

est donc utile pour l’organisme. Cependant, elle peut s’installer de façon chronique et induire  

ainsi d’importants dégâts cellulaires et tissulaires. 

B. La neuroinflammation 

 

Il a été longtemps pensé que le SNC, dont les capacités de renouvellement tissulaire sont très 

limitées,  est  un  site  immuno-privilégié  notamment  en  raison  de  la  présence  de  la  BHE 

(Renaud et al., 2015). En effet, la BHE sépare anatomiquement le parenchyme cérébral de la 

circulation  sanguine  et  contrôle  drastiquement  les  échanges  entre  ces  deux  compartiments  : 

elle  empêche la  pénétration  de  la  grande  majorité  des  composés  et  des  cellules  circulants. 

Cependant,  l’accumulation  de  données  expérimentales  montre  bel  et  bien  l’existence  d’une 

inflammation  au  niveau  central  qualifiée  de  neuroinflammation.  Bien  qu’elle  partage  un 

language  moléculaire  commun  avec  l’inflammation  dite  « périphérique »,  la 

neuroinflammation est médiée par des cellules propres au tissu cérébral : les cellules gliales 

(également appelées cellules de la névroglie). Elles assurent un rôle de nutrition, de soutien et 

de  protection  vis-à-vis  des  neurones.  La  neuroinflammation  est  majoritairement  représentée 

par l’activation de deux types de cellules gliales : les cellules microgliales et les astrocytes. 

• Les cellules microgliales 

Les cellules microgliales ont été pour la première fois mises en évidence en 1919 par Del Rio 

Hortega.  Elles  sont  parfois  nommées  « cellules  d’Hortega »  dans  certains  ouvrages.  Les 

cellules  microgliales  représentent  environ  10%  de  l’ensemble  des  cellules  gliales  et  sont 

qualifiés de « macrophages résidents du SNC ». L’origine des cellules microgliales diffère de 

celle  des  macrophages  au  cours  du  développement.  En  effet,  des  travaux  chez  la  souris  ont 

montré  que  les  cellules  microgliales  ont  une  origine  extra-embryonnaire (Ginhoux  et  al., 

2010) : contrairement aux macrophages dérivant de l’hématopoïèse définitive qui a lieu dans 

le  foie  foetal  à  partir  du  10ème jour  de  la  vie  intra-utérine  (E10)  et  dans  la  moelle  osseuse  à 

partir  de  la  naissance  et  pour  toute  la  vie,  les  cellules  microgliales  dérivent  uniquement  de 

l’hématopoïèse  primitive  (elle  a  lieu  dans  le  sac  vitellin  entre  E8  et  E12).  Les  cellules 
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microgliales produites dans le sac vitellin viennent envahir le neuroépithélium lors des stades 

précoces  du  développement  bien  avant  l’hématopoïèse  définitive (Legendre  et  Le  Corronc, 

2014).  L’origine  extra-embryonnaire  confère  aux  cellules  microgliales  des  caractéristiques 

propres : elles possèdent une longue durée de vie et elles sont capables d’auto-renouvellement 

car non remplacées par des cellules dérivant de la moelle osseuse (Saijo et Glass, 2011 ; Prinz 

et  al.,  2014).  Malgré  cette  différence,  les  cellules  microgliales  comme  les  macrophages 

nécessitent  les  mêmes  facteurs  de  prolifération  et  de  différenciation  et  partagent  les  mêmes 

récepteurs de surface comme l’intégrine CD11b. 

Les  cellules  microgliales  représentent  les  cellules  sentinelles  du  tissu  cérébral  :  ce  sont  les 

premières  cellules  activées  en  cas  d’agression.  L’activation  microgliale  se  traduit  par  des 

changements  morphologiques (Kreutzberg,  1996) :  la  cellule  microgliale  en  condition 

physiologique  (microglie  quiescente)  présente  un  petit  corps  cellulaire  associé  à  de  longs 

prolongements cytoplasmiques fins alors que la cellule microgliale activée possède un corps 

cellulaire  plus  volumineux  avec  des  prolongements  cytoplasmiques  plus  courts  et  plus 

ramifiées. L’activation microgliale se traduit également par des modifications d’expression de 

certaines protéines membranaires (CD11b notamment), la capacité à se mouvoir, à phagocyter 

des débris cellulaires, à proliférer (phénomène appelé la microgliose) et à libérer des facteurs 

pro- et  anti-inflammatoires (Audinat  et  Arnoux,  2014).  Cette  dernière  caractéristique  amène 

au fait que les cellules microgliales sont capables d’adopter différents phénotypes en fonction 

de  leur  environnement  cellulaire  et  moléculaire.  Ce  concept  a  d’abord  été  décrit  pour  les 

macrophages puis étendu aux cellules microgliales. Mills et al. (2000) ont évoqué l’existence 

de deux phénotypes selon le type de réponse médiée par les lymphocytes T : le phénotype M1 

qui est associé aux lymphocytes Th1 libérant de l’interféron-gamma (IFN-γ) et le phénotype 

M2 qui est associé aux lymphocytes Th2 sécrétant de l’interleukine-4 et 10 (IL-4 et IL-10). 

Classiquement,  le  phénotype  M1  (phénotype  classique  ou  pro-inflammatoire)  est  induit  par 

une  exposition  à  l’IFN-γ,  au  LPS  ou  à  des  cytokines  pro-inflammatoires  comme  le  tumor 

necrosis  factor-alpha  (TNF-α)  et  est  caractérisé  par  le  production  de  cytokines  pro-

inflammatoires,  d’ERO et  d’espèces  réactives  de  l’azote.  Le  phénotype  M2  (phénotype 

alternatif  ou  anti-inflammatoire)  est  quant  à  lui  induit  par  une  exposition  à  l’IL-4,  l’IL-13, 

l’IL-10,  aux  glucocorticoides  ou  à  des  complexes  immuns  et  caractérisé  par  la  sécrétion  de 

cytokines  anti-inflammatoires  dont  l’IL-10  et  de  facteurs  de  croissance  comme  l’IGF-1 

(insulin  growth  factor-1)  (Figure  13) (Gordon  et  Martinez,  2010  ;  Wang  et  al.,  2014  ; 

Orihuela  et  al.,  2016).  Il  est  à  noter  que  le  phénotype  M2  est  lui-même  subdivisé  en  quatre 
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sous-phénotypes : M2a, M2b, M2c et M2d. Les cellules microgliales ont donc la capacité de 

se polariser en phénotype M1 ou M2 selon la nature des stimuli environnementaux et il s’agit 

d’un  processus  dynamique  :  les  cellules  polarisées  en  phénotype  M1  sont capables  de 

« switcher » vers le phénotype M2 et inversement (Jha et al., 2016).   

        

Figure 13.  Représentation  schématique de  la  polarisation  des  cellules  microgliales.  Abréviations  :  LPS 

(lipopolysaccharide  bactérien),  IFN-γ (interféron-gamma), IL-4 (interleukine-4), IL-13 (interleukine-13), IL-10 

(interleukine-10),  TNF-α (tumor  necrosis  factor-alpha),  ERO  (espèces  réactives  de  l’oxygène),  ERN  (espèce 

réactives de l’azote), IGF-1 (insulin-like Growth Factor-1). 

 

• Les astrocytes 

 

D’origine  neuro-ectodermique,  les  astrocytes  représentent  près  de  70%  de  l’ensemble  des 

cellules gliales. Leur nom provient directement de leur forme étoilée décrite pour la première 

fois  par  Otto  Dieters  en  1865.  Les  astrocytes  assurent  de  nombreuses fonctions  au  sein  du 

SNC  :  ils  participent  à  la  formation  de  la  BHE  et  jouent  un  rôle  clé  déterminant  dans 

l’homéostasie du glutamate afin d’éviter sa toxicité (Parpura et Verkhratsky, 2012).  

Outre ces fonctions, les astrocytes interviennent dans la neuroinflammation se traduisant par 

une  astrogliose.  Les  caractéristiques  principales  de  l’astrogliose  sont  une  hypertrophie 

cellulaire, une prolifération des astrocytes et une augmentation de l’expression d’un filament 

intermédiaire spécifique des astrocytes, la GFAP (glial fibrillary acidic protein) (Sofroniew, 
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2014).  De  plus,  les  astrocytes  activés  libèrent  de  nombreux  facteurs  incluant  des  cytokines 

pro- et  anti-inflammatoires,  des  facteurs  de  croissance  (dont  des  facteurs  neurotrophiques 

indispensables  aux neurones)  et  des  chimiokines  (favorisant  entre  autre  l’attraction  et 

l’activation des cellules microgliales). En retour, les astrocytes activés reçoivent de nombreux 

signaux  de  la  part  des  cellules  microgliales  mais  également  de  la  part  des  neurones 

(Sofroniew et Vinters, 2010 ; Sofroniew, 2014). De par ses relations étroites avec les cellules 

microgliales  et  sa  capacité  à  sécréter  des  facteurs  pro- et  anti-inflammatoires,  les  astrocytes 

jouent un rôle clé dans le contrôle de l’environnement des neurones. 

 

2- Neuroinflammation et maladie de Parkinson 

A. Neuroinflammation et dégénérescence des neurones dopaminergiques 

 

Il est très largement reconnu que la neuroinflammation joue un rôle majeur dans la perte des 

neurones  dopaminergiques  caractéristique  de  la  MP.  Elle est  caractérisée  par  des  réactions 

gliales  majoritairement  représentées  par  l’activation  des  cellules  microgliales  et  des 

astrocytes.  Bien  que  la  perte  de  ces  neurones  concerne  à  la  fois  le  striatum  et  la  SNpc,  les 

réactions gliales sont plus marquées dans la SNpc. En effet, la SNpc est quasi-exclusivement 

composée des corps cellulaires des neurones dopaminergiques alors que les terminaisons de 

ces neurones représentent moins de 15% de l’ensemble des terminaisons nerveuses striatales. 

De  plus,  la  SNpc  est une  région  cérébrale  caractérisée  par  une  forte  densité  de  cellules 

microgliales (Teismann et al., 2003).  

La processus neurodégénératif résulte d’un dialogue moléculaire complexe entre les cellules 

microgliales,  les  astrocytes  et  les  neurones  dopaminergiques  suivant  un  « cercle 

vicieux » (Saijo et Glass, 2011 ; Collins et al., 2012 ; Wang et al., 2015) (Figure 14). En effet, 

l’activation  des  cellules  microgliales  en  réponse  à  divers  stimuli  comme  l’exposition  à  des 

facteurs environnementaux induit la libération d’une pléiade de molécules pro-inflammatoires 

comme  des  cytokines  (TNF-α,  …)  et  des  ERO  aggravant  le  processus  neurodégénératif.  En 

retour,  la  dégénérescence  des  neurones  dopaminergiques  provoque  la  libération  de  facteurs 

favorisant l’activation microgliale, les DAMPs (damage-associated molecular pattern). Parmi 

ces facteurs, on retrouve l’ATP qui en se fixant sur les récepteurs purinergiques des cellules 

microgliales  favorise  l’activation  de  celles-ci.  Les  facteurs  inflammatoires  libérés  par 

l’activation  des  cellules  microgliales  vont  également  contribuer  à  l’activation  des  astrocytes 
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qui  vont  à  leur  tour  produire  des  facteurs  pro-inflammatoires  favorisant  le  processus 

neurodégénératif.  Enfin,  ces  mêmes  facteurs  vont  modifier  la  perméabilité  de  la  BHE, 

induisant ainsi une pénétration de cellules de l’immunité adaptative comme les lymphocytes 

(Vivekanantham et al., 2015). 

       

Figure 14.  Représentation  schématique des  différents  mécanismes  inflammatoires  impliqués  dans  la 

dégénérescence  des  neurones  dopaminergiques  dans  la  MP  (adapté  de  Wang  et  al.,  2015).  Abréviations  :  MP 

(maladie  de  Parkinson),  ERO  (espèces  réactives  de  l’oxygène),  TNF-α (tumor  necrosis  factor-alpha),  DAMPs 

(Damage Associated Molecular Patterns), BHE (barrière hémato-encéphalique). 

 

L’activation des cellules microgliales occupe donc un rôle central dans la dégénérescence des 

neurones  dopaminergiques.  Il  est  notamment  décrit  que  l’activation  de  ces  cellules  est  un 

événement  précoce  dans  de  nombreuses  pathologies  cérébrales  y  compris  les  maladies 

neurodégénératives comme la MP (Kraft et Harry, 2011). En effet, dans les modèles animaux, 

l’activation  microgliale  et  la  libération  de  facteurs  inflammatoires  se  manifeste  dans  les  24 

heures suivant la dégénérescence neuronale, suivi par une infiltration lymphocytaire dans les 

48 heures et par une activation astrocytaire importante dans les 72 heures (Barcia, 2013). Bien 

que ces activations soient transitoires avec un retour vers des valeurs basales, elles deviennent 
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chroniques dans  les  pathologies  neurodégénératives.  Concernant  l’étude  des  phénotypes 

microgliaux,  ils  différent  suivant  le  stade  d’évolution  de  la  maladie.  Dans  la  MP mais 

également  dans  la  MA  et  la  Sclérose  Latérale  Amyotrophique,  le  phénotype  M2  anti-

inflammatoire  (réduction  des  processus  pro-inflammatoires  et  maintien  de  l’homéostasie 

tissulaire)  prédomine  au  stade  d’apparition  de  la  maladie  alors  que  le  phénotype  M1 pro-

inflammatoire  prédomine  au  cours  de  la  progression  vers  des  stades  tardifs (Tang  et  Le, 

2016). En effet, l’accumulation chronique de signaux comme l’α-synucléine mutée, le peptide 

Aβ et la protéine SOD1 mutée induit l’apparition du phénotype M1 (Tang et Le, 2016). 

 

B. Données chez l’Homme et chez l’animal 

 

Les liens entre la neuroinflammation et le processus neurodégénératif dans la MP ont été mis 

en  évidence  grâce  à  de  nombreuses  études  menées  à  la  fois  chez  l’Homme  et  dans  des 

modèles  animaux.  A  partir des  années  1980,  de  nombreux  travaux  ont  permis  de  prouver 

l’existence  d’une  neuroinflammation  dans  le  cerveau  de  patients  atteints  de  la  MP.  Il  a 

notamment été décrit post-mortem une activation microgliale ainsi qu’une augmentation des 

taux  de  facteurs  inflammatoires incluant  des  cytokines  (TNF-α,…)  et  des  chimiokines 

(CXCL12) dans la SN et le putamen de patients parkinsoniens (McGeer et al., 1988 ; Boka et 

al., 1994 ;  Mogi et al., 1994 ; Banati et al., 1998 ; Knott et al., 2000 ; Imamura et al., 2003 ; 

Shimoji  et  al.,  2009  ;  Garcia-Esparcia  et  al.,  2014).  Par  ailleurs,  une  augmentation  des  taux 

circulants de cytokines pro-inflammatoires a également été rapportée dans le liquide céphalo-

rachidien de patients atteints de la MP (Mogi et al., 1996 ; Blum-Degen et al., 1995 ; Vawter 

et al., 1996). 

Le développement des techniques d’imagerie médicale a permis de visualiser directement in 

vivo la  neuroinflammation  chez  le  patient  parkinsonien.  La  tomographie  par  émission  de 

positrons  (TEP)  permet  de  reconstituer  des  images  en  trois  dimensions  du  corps  à  partir 

d’éléments  radioactifs  préalablement  injectés  au  patient  et  émetteurs  de  positons  comme  le 

Fluor 18 (18F) et le Carbone 11 (11C). La TEP a permis notamment de mettre en évidence une 

activation microgliale grâce à la quantification de la protéine translocatrice 18 kDa (TSPO). 

La TSPO (initialement décrite comme un récepteur périphérique aux benzodiazépines) est une 

protéine  associée  à  la  membrane  externe  mitochondriale  et  exprimée  notamment  dans  les 

cellules microgliales. En condition physiologique, la TSPO est peu exprimée mais elle devient 

fortement surexprimée lors de l’activation microgliale (Venneti et al., 2006 ; Liu et al., 2014), 
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représentant ainsi un marqueur sensible de ce processus. Le [11C]PK11195 est un radioligand 

très utilisé pour imager l’activation microgliale in vivo (Gerhard, 2016). Plusieurs études ont 

montré en utilisant ce radioligand une activation microgliale dans plusieurs régions cérébrales 

incluant les structures de la voie dopaminergique nigro-striée  impliquée dans la MP (Ouchi et 

al., 2005 ; Gerhard et al., 2006 ; Edison et al., 2013 ; Iannaconne et al., 2013).   

 

Différents modèles animaux de la MP, génétiques comme toxiques, présentent des processus 

neuro-inflammatoires (pour revue Cebrián et al., 2015). Dans ce cadre, le modèle LPS est un 

bon  exemple  du  lien  existant  entre  la  neuroinflammation  et  la  dégénérescence  des  neurones 

dopaminergiques.  Le  LPS  est  une  endotoxine  de  la  membrane  externe  des  bactéries  Gram 

négatif (Escherichia  coli),  considéré  comme  un  activateur  très  efficace  de  la  réponse 

inflammatoire. En culture, les neurones dopaminergiques sont deux fois plus sensibles au LPS 

que  les  neurones  non-dopaminergiques  et  cette  toxicité  est  médiée  par  une  activation  des 

cellules microgliales (Bronstein et al., 1995 ; Gayle et al., 2002). Ces résultats ont par la suite 

été  confirmés  chez  le  rongeur.  En  effet,  il  a  été  montré  que  l’injection  intra-nigrale  de  LPS 

induit  une  dégénérescence  des  neurones  dopaminergiques  et  une  activation des  cellules 

microgliales et des astrocytes (Castaño et al., 1998 ; Herrera et al., 2000 ; Gao et al., 2002 ; 

Arai et al., 2004 ; Iravani et al., 2005). Il a également été montré que l’administration intra-

striatale,  intra-pallidale,  intra-nasale  ou  systémique  de  LPS  induit  une  perte  progressive  des 

neurones dopaminergiques au niveau de la SN (Zhang et al., 2005 ; Qin et al., 2007 ; Hunter 

et al., 2009 ; He et al., 2013). De plus, il existe également un modèle de sensibilisation des 

neurones  dopaminergiques  suite  à  une  exposition  au  LPS in  utero chez  le  rat.  En  effet, 

l’administration  de  LPS  au  stade  pré-natal  est  capable  d’induire  une  perte  des  neurones 

dopaminergiques au niveau de la SN chez les nouveaux nés (Ling et al., 2002) et les neurones 

dopaminergiques  de  ces  animaux  présentent  une  sensibilité  plus  importante  suite  à 

l’exposition à des neurotoxines comme la 6-OHDA (Ling et al., 2004). En tant qu’initiateur 

de  la  réponse  inflammatoire,  le  LPS  est  donc  capable  d’induire  une  dégénérescence  des 

neurones dopaminergiques  de  la  SN,  illustrant  ainsi  le  lien  existant  entre  la 

neuroinflammation et la perte des neurones dopaminergiques dans la MP. 
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3- La  voie  cholinergique  anti-inflammatoire :  une  stratégie  thérapeutique 

prometteuse 

A. Mise en évidence de la voie cholinergique anti-inflammatoire 

 

La voie cholinergique anti-inflammatoire (VCAI) a été mise en évidence à partir des années 

2000 par l’équipe de Kévin J. Tracey aux Etats-Unis. A l’origine, ce mécanisme a été décrit 

au  niveau  périphérique  et  fait  intervenir  les  propriétés  anti-inflammatoires  des  efférences 

vagales. En effet, cette équipe américaine a montré chez le rat que la stimulation électrique du 

nerf  vague  réduit  la  réponse  inflammatoire  périphérique  induite  par  une  injection  intra-

veineuse de LPS (Borovikova et al., 2000 ; Bernik et al., 2002). Cette stimulation électrique 

induit  notamment  une  réduction  des  taux  de  TNF-α au  niveau  hépatique,  cardiaque  et 

circulatoire.  Cette  même  équipe  a  également  montré  que  cet  effet  anti-inflammatoire  est 

médié  par  la  libération  d’acétylcholine  agissant  sur  un  sous-type  de  récepteurs  nicotiniques  

(nAChRs)  exprimés  par  les  macrophages, les  récepteurs  nicotiniques  alpha  7  (nAChR-α7) 

(Wang et al., 2003). Ces données ont permis de décrire de façon globale la VCAI (Pavlov et 

al.,  2003) (Figure  15)  :  l’administration  périphérique  de  LPS  stimule  l’activation  des 

macrophages et la production de cytokines pro-inflammatoires, stimulant ainsi les afférences 

vagales.  En  retour,  les  efférences  vagales  induisent  la  libération  d’acétylcholine  qui,  en  se 

fixant  sur  les  nAChR-α7,  va  inhiber  la  libération  de  cytokines  pro-inflammatoires  dont  le 

TNF-α. 
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Figure 15.  Représentation  schématiquede  la  voie  cholinergique  anti-inflammatoire  (adapté  de  Pavlov  et  al., 

2003).  Abréviations  :  LPS  (lipopolysaccharide  bactérien)  ;  TNF-α (tumor  necrosis  factor-alpha)  ;  nAChR-α7 

(récepteurs nicotiniques alpha 7). 

 

Ce mécanisme a par la suite été décrit au niveau central. En 2004, Shytle et al. (Shytle et al., 

2004) ont  rapporté  qu’un  pré-traitement  avec  de  l’acétylcholine  et  de  la  nicotine  (agonistes 

des nAChR-α7) réduit la libération de TNF-α par les cellules microgliales murines suite à une 

exposition  au  LPS.  La  VCAI  est  donc  un  processus  permettant  de  réduire  les  réponses 

inflammatoires  à  la  fois  au  niveau  périphérique  et  central  avec  pour  éléments  centraux  les 

nAChR-α7. 

 

B. Les récepteurs nicotiniques alpha 7 

 

Les  nAChR-α7  appartiennent  à  la  famille  des  récepteurs  à  l’acétylcholine  incluant  les 

récepteurs  muscariniques  et  les  nAChRs.  Ce  sont  des  canaux  homomériques  constitués  par 

l’assemblage de cinq sous-unités α, chacune d’entre elles étant composée par quatre passages 

transmembranaires (Figure  16A).  Bien  qu’il  a  été  longtemps  considéré  que  les  nAChR-α7 

sont exclusivement présents sous forme d’homomères,  les sous-unités α7 peuvent également 

former des hétéromères avec des sous-unités α5, β2, β3 et β4 (Zoli et al., 2015). Au niveau 
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périphérique,  les  nAChR-α7  sont  exprimés  par  diverses  cellules  immunitaires  incluant  les 

cellules dendritiques, les macrophages, les lymphocytes T et B mais sont également exprimés 

par  d’autres  types  cellulaires  comme  les  cellules  de  l’endothélium  vasculaire,  les 

kératinocytes  et  les  adipocytes.  Au  niveau  central,  ces  récepteurs  sont  présents  sur  les 

neurones  mais  également  sur  les  cellules  gliales  comme  les  cellules  microgliales  et  les 

astrocytes (Kalkman et Feuerbach, 2016). Les nAChR-α7 sont notamment, avec les récepteurs 

α4β2,  les  sous-types  les  plus  répandus  dans  le  SNC  chez  les  mammifères (Millar  et  Gotti, 

2009).  Les  nAChR-α7  sont  retrouvés  dans  de  nombreuses  régions  cérébrales  mais  avec  des 

profils  d’expression  différents  :  ils  sont  fortement  exprimés  au  niveau  des  colliculi,  de 

l’hippocampe et du cortex et plus faiblement exprimés dans les structures des ganglions de la 

base  incluant  le  striatum  et  la  SN  (Posadas  et  al.,  2013  ;  Quik  et  al.,  2015).  Concernant  les 

propriétés des nAChR-α7, ce sont des canaux cationiques non sélectifs perméables aux ions 

Na+ et  fortement  perméables  aux  ions  Ca2+.  De  plus,  ce  sont  des  canaux  possédant  une 

désensibilisation  très  rapide  (de  l’ordre  de  quelques  millisecondes)  en  présence  d’une  forte 

présence d’agoniste (Bertrand  et  al.,  2015),  réduisant  ainsi  les  dommages  cellulaires 

engendrés par des entrées massives de calcium.  

La stimulation des nAChR-α7 induit l’activation de cascades moléculaires aboutissant à des 

effets anti-inflammatoires et anti-oxydants (pour revue Egea et al., 2015) (Figure 16B). Deux 

grandes voies de signalisation ont été décrites : 

•  La première voie de signalisation est Jak2/STAT3 dépendante. Elle conduit à l’inhibition 

de  la  translocation  nucléaire  du  facteur  de  transcription  NF-κB,  empêchant  ainsi  la 

transcription de gènes codant pour des cytokines pro-inflammatoires et des ERO. 

La deuxième voie de signalisation est Jak2/PI3K/Akt dépendante. Elle conduit à l’inhibition 

de  la  protéine  kinase  GSK-3β,  activant  ainsi  la  translocation nucléaire  du  facteur  de 

transcription Nrf2 et la transcription de gènes codant pour plusieurs protéines anti-oxydantes 

dont l’hème oxygènase-1 ou HO-1. 
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Figure 16. Les nAChR-α7. (A) Représentation schématique de la structure des nAChR-α7 (d’après Quik et al., 

2015). (B) Représentation schématique des voies de signalisation associées à l’activation des nAChR-α7 (adapté 

de  Egea  et  al.,  2015).  Abréviations  :  nAChR-α7  (récepteurs  nicotiniques  alpha  7),  HO-1  (hème  oxygénase-1), 

ERO (espèces réactives de l’oxygène). 

C. La stimulation des récepteurs nicotiniques alpha 7 dans le traitement de la maladie de 

Parkinson 

 

Du  fait  qu’il  existe  une  relation  inverse  entre  le  tabagisme  et  l’incidence  de  la  MP,  il  a  été 

proposé  que  les  composants  du  tabac  comme  la  nicotine  pourraient  avoir  des  effets 

bénéfiques. Par la suite, il a été montré que la nicotine exerce des effets neuroprotecteurs dans 

des modèles d’étude pré-cliniques (Quik et al., 2007 ; Quik et al., 2012), suggérant ainsi que 

les nAChRs pourrait constituer une nouvelle cible thérapeutique dans le traitement de la MP. 

En  considérant  que  la  neuroinflammation  joue  un  rôle  majeur  dans  le  processus 

neurodégénératif et que les nAChR-α7 possèdent des propriétés anti-inflammatoires, plusieurs 

stratégies neuroprotectrices visant à stimuler ces récepteurs se sont développées dans le but de 

réduire les processus inflammatoires et prévenir la perte des neurones dopaminergiques. Dans 

cette optique, les études se sont tournées vers l’utilisation d’agonistes des nAChR-α7 capables 

de  se  lier  et  d’activer  spécifiquement  ces  récepteurs.  Parmi  ces  agonistes,  le  CNI-1493 

(semapimod),  le  PNU-282987,  le  DMXBA  (ou  GTS-21)  et  l’ABT-107,  ont  montré  une 

réduction des réactions gliales et une protection partielle des neurones dopaminergiques dans 

les modèles MPTP et 6-OHDA (Noelker et al., 2013 ; Stuckenholz et al., 2013 ; Suzuki et al., 
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2013 ; Bordia et al., 2015). Notre équipe a récemment montré dans le modèle 6-OHDA chez 

le rat que l’administration du PHA543613, un agoniste des nAChR-α7, induit une protection 

partielle des terminaisons striatales des neurones dopaminergiques associée à une réduction de 

l’activation microgliale (Sérrière et al., 2015). 

Outre leurs effets bénéfiques sur les processus inflammatoires, certains agonistes des nAChR-

α7 ont également été utilisés dans le cadre du traitement des dyskinésies. En effet, Zhang et 

al. (2014  ; 2015) ont  récemment  montré  que  l’ABT-107  et  l’ABT-126  sont  capables  de 

réduire  les  dyskinésies  induites  par  un  traitement  à  la  L-DOPA  chez  le singe  intoxiqué  au 

MPTP.  Des  effets  similaires  ont  également  été  rapporté  avec  un  autre  agoniste,  l’AQW051 

(Di Paolo et al., 2014), suggérant que ce type de stratégie thérapeutique peut être appliquée 

aux grands mammifères et donc potentiellement chez l’Homme. L’AQW051 a notamment fait 

l’objet  d’un  essai  clinique  mais  les  résultats  obtenus  n’ont  pas  montré  de  réduction 

significative des dyskinésies (Trenkwalder et al., 2016). 

D. Interaction  des  récepteurs  nicotiniques  alpha  7  avec  d’autres  types  de  récepteurs 

(exemple des récepteurs sigma-1) 

 

Outre les nAChR-α7, plusieurs types de récepteurs ont suscité de l’intérêt dans le traitement 

de  la  MP  comme  les  récepteurs  sigma.  Originellement  décrit  comme  un  sous-type  de 

récepteurs aux opiacés dans les années 1970, ces récepteurs constituent une classe unique de 

récepteurs intracellulaires. Il en existe deux sous-types : les récepteurs sigma-1 (σ1R) et les 

récepteurs  sigma-2.  Ces  derniers  restent  encore  peu  décrits  à  l’heure  actuelle.  Les σ1R  sont 

constitués  de  deux  domaines  transmembranaires  et  sont  localisées  sur  la  membrane  du 

réticulum endoplasmique. Ils peuvent également être retrouvés sur la membrane nucléaire, la 

membrane  mitochondriale  et  la  membrane  plasmique (Nguyen  et  al.,  2015).  Ce  sont  des 

récepteurs  présentant  une  distribution  relativement  ubiquitaire  avec  une  expression 

périphérique  (foie,  coeur,  système  gastro-intestinal,  rate,  reins)  et  centrale.  A  ce  niveau,  ils 

sont  exprimés  par  les  neurones  mais  également  par  des  cellules  gliales  comme  les  cellules 

microgliales  et  les  astrocytes (Ruscher  et  Wieloch,  2015).  Au  sein  du  SNC,  les σ1R  sont 

retrouvés au niveau de plusieurs structures cérébrales incluant l’hippocampe, l’hypothalamus, 

les bulbes olfactifs, le locus cœruleus et la SNpc (Cobos et al., 2008).  

Comme  pour  les  nAChR-α7,  la  stimulation  pharmacologique  des σ1R  peut  induire  à  la  fois  

des  effets  anti-inflammatoires  et  neuroprotecteurs.  En  effet,  l’administration  d’agonistes  de 
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ces récepteurs a montré une réduction des réactions gliales et des processus neurodégénératifs 

dans différents modèles animaux (Ajmo et al., 2006 ; Penas et al., 2011 ; Mancuso et al., 2012 

; Peviani et al., 2014 ; Ono et al., 2014 ; Dong et al., 2016). Dans le cadre de la MP, un seul 

agoniste des σ1R a été testé pour le moment, il s’agit du PRE-084. Cet agoniste a été étudié 

dans  le  modèle  d’intoxication  à  la  6-OHDA  chez  la  souris (Francardo  et  al.,  2014).  Les 

résultats  obtenus  ont  montré  des  effets  bénéfiques  intéressants  incluant  une  protection 

partielle  des  neurones  dopaminergiques  associée  à  une  augmentation  des  facteurs 

neurotrophiques dont le GDNF et une réduction de l’activation des cellules microgliales. De 

plus,  ces  effets  sont  abolis  chez  la  souris  lésée  à  la  6-OHDA  et  traitée  au  PRE-084  mais 

invalidée pour le gène codant pour les σ1R (Francardo et al., 2014). Cependant, ces résultats 

prometteurs devront être confrontés à d’autres données.  

 

L’existence d’une interaction entre les nAChR-α7 et les σ1R n’a été suggéré que récemment. 

Il a été pour la première fois évoqué dans le modèle d’injection intraventriculaire du peptide 

Aβ25-35 chez la souris, modèle d’étude pour la MA (Yang et al., 2012). Ces auteurs ont montré 
que  l’administration  de  la  prégnénolone  sulfate  (PREGS)  atténue  la  mort  des  cellules 

pyramidales hippocampiques suite à l’injection du peptide Aβ25-35. Ils ont également montré 

que  cette  effet  est  mimé  par  l’administration  d’un  agoniste  des σ1R  (PRE-084)  ou  des 

nAChR-α7 (DMXBA) et au contraire aboli en présence d’un antagoniste des σ1R (NE-100) 

ou des nAChR-α7 (méthyllycaconitine ou MLA). En considérant que le PREGS peut activer 

directement  à  la  fois  les σ1R  et  les  nAChR-α7,  les  auteurs  ont  conclu  que  les  effets 

neuroprotecteurs du PREGS dépendent d’une possible interaction entre ces deux récepteurs. 

L’existence  de  cette  interaction  a  par  la  suite  été  confirmée  dans  le  même  modèle  animal 

(Maurice, 2016). Dans cette étude, suite à l’injection du peptide, le PRE-084 exerce des effets 

neuroprotecteurs  seul  ou  en  combinaison  avec  le  donépézil,  un  inhibiteur  de  l’acétylcholine 

estérase  (enzyme  intervenant  dans  la  dégradation  de  l’acétylcholine).  De  plus,  l’analyse 

pharmacologique  de  cette  combinaison  a  révélé  un  effet  synergique  impliquant  à  la  fois  les 

σ1R et les nAChR-α7, confirmant ainsi une interaction entre ces deux récepteurs. 

L’ensemble  de  ces  résultats  ont  donc  permis  de  mettre  en  évidence  une  interaction 

neuroprotectrice  entre  les σ1R  et  les  nAChR-α7  dans  un  modèle  d’étude  de  la  MA.  Ainsi, 

l’utilisation  en  combinaison  d’agonistes  ciblant  ces  deux  types  de  récepteurs  pourrait 

constituer  une  nouvelle  approche  thérapeutique  dans  le  traitement  d’autres  maladies 
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neurodégénératives comme la MP. Cependant, à notre connaissance, ce type de stratégie n’a 

pas été étudié. 
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VI- Objectifs de la thèse 

Les  stratégies  thérapeutiques  actuellement  mises  en  place  (administration  orale  de 

lévodopa,…) sont symptomatiques et ne permettent pas de ralentir le progression de la MP. 

De ce fait, il y a un besoin urgent de développer de nouvelles approches visant à réduire voire 

stopper  la  perte  des  neurones  dopaminergiques  nigro-striataux.  Dans  ce  contexte,  le 

développement et la caractérisation des modèles animaux sont des outils fondamentaux pour 

l’amélioration  de  nos connaissances sur  les  mécanismes impliqués  dans  le  processus 

neurodégénératif et dans l’évaluation de stratégies thérapeutiques.  

Parmi les mécanismes impliqués dans le processus neurodégénératif, la neuroinflammation y 

joue un rôle majeur puisqu’elle intervient de façon précoce via l’activation de cellules gliales 

incluant la microglie et les astrocytes. Ces activations aboutissent à une liberation importante 

de médiateurs pro-inflammatoires et cytotoxiques, aggravant ainsi la perte neuronale. Dans ce 

contexte, l’élaboration  de  stratégies  visant  à  réduire  ces  processus  neuroinflammatoires 

constitue donc une alternative thérapeutique de choix dans le traitement de la MP.  

 

Ainsi,  l’ensemble  de  ce  travail  de  thèse  a  consisté  à  mettre  au  point  et  à  caractériser  un 

modèle de lésion partielle à la 6-OHDA chez le rat afin d’évaluer par la suite les effets d’une 

stratégie neuroprotectrice. Ce travail a été décomposé et présenté en trois grands volets :  

 

• Etude 1 : cette première étude a concerné la mise au point et la caractérisation d’un 

modèle  de  lésion  partielle  à  la  6-OHDA.  L’injection  intrastriatale  de  6-OHDA  est 

caractérisée  par  une  dégénérescence  partielle,  progressive  et  rétrograde  des  neurones 

dopaminergiques nigro-striataux mimant les stades précoces de la maladie, permettant 

ainsi  l’évaluation  de  stratégies  thérapeutiques.  Toutefois,  la  stabilité  et  la 

reproductibilité  de  ce  type  de  lésion  dépend  de  plusieurs  facteurs  expérimentaux 

incluant  la  dose  totale  de  6-OHDA  injectée,  le  nombre  de  points  d’injection  et  leurs 

coordonnées. En se basant sur les données de la littérature, nous avons réalisé la mise 

au  point  et  la  caractérisation  d’un  modèle  où  la  neurotoxine  a  été  délivrée  en  trois 

points du striatum droit afin de produire une lésion partielle stable et reproductible des 

neurones  dopaminergiques  nigro-striataux.  Le  processus  neurodégénératif  et  la 
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neuroinflammation  ont  été  étudiés  en  utilisant  plusieurs  approches  expérimentales 

incluant  du  comportement,  de  l’imagerie  TEP  et  des  analyses  sur  coupes  par 

autoradiographie et par immunofluorescence. Dans le but d’explorer plus précisement 

le modèle, des analyses métabolomiques ont également été réalisées. Ce modèle a été 

utilisé par la suite dans les études 2 et 3. 

 

• Etude  2 :  cette  deuxième  étude  s’est  focalisée  sur l’analyse in  vivo du profil 

d’expression des nAChR-α7 dans le modèle de lésion partielle développé. L’activation 

de ces récepteurs induit des effets anti-inflammatoires et neuroprotecteurs dans divers 

modèles  animaux  incluant  des  modèles  de  MP,  suggérant  que  les  nAChR-α7 

pourrraient  constituer une  cible  thérapeutique  de  choix  dans  l’atténuation  des 

processus  neurodégénératifs  et  neuroinflammatoires  caractéristiques  de  la  maladie. 

Bien  que  la  répartition  cérébrale  de  ces  récepteurs  soit  connue  en  condition 

physiologique,  il  n’en  n’était rien  en  contexte  pathologique  en  particulier  dans  les 

stades précoces de la MP. Dans ce contexte, l’expression des nAChR-α7 a été évaluée 

in  vivo par  imagerie  TEP  dans  les  structures  clés  de  la  voie  nigro-striée  (striatum  et 

SN) à différents temps après administration de la neurotoxine. En considérant que ces 

récepteurs  sont  exprimés  à  la  fois  par  les neurons,  les cellules  microgliales  et  les 

astrocytes, l’activation des cellules gliales au niveau striatal et nigral a également été 

évaluée par des analyses par immunofluorescence sur coupes.  

 

• Etude  3 :  cette  troisième  étude  a  consisté  à  évaluer  les  effets  d’une  stratégie 

neuroprotectrice basée sur l’utilisation en combinaison d’un agoniste des nAChR-α7 et 

d’un agoniste des σ1R. En effet, il avait été montré dans la littérature dans un modèle 

animal de MA que l’interaction spécifique entre ces deux récepteurs exerçait des effets 

neuroprotecteurs.  De  ce  fait,  l’utilisation  en  combinaison  d’agonistes  ciblant 

spécifiquement  les  nAChR-α7  et  les σ1R  pourrait  constituer  une  nouvelle  approche 

neuroprotectrice  dans  le  traitement  des  maladies  neurodégénératives  incluant  la  MP. 

De  plus,  ce  type  de  combinaison  n’avait jamais été  évalué  dans  le  modèle  de  lésion 

partielle à la 6-OHDA. Cette étude s’est focalisée sur l’utilisation en combinaison du 

PHA543613  (agoniste  des  nAChR-α7)  et  du  PRE-084  (agoniste  des σ1R),  deux 

agonistes sélectifs ayant montré indépendamment des effets neuroprotecteurs et anti-

inflammatoires dans  un modèle  de  lésion  partielle  à  la  6-OHDA.  Les  effets  du 
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traitement  ont  été  étudiés  au  niveau  comportemental  mais  également  sur  la 

dégénérescence  des  neurones  dopaminergiques  nigro-striataux  et  sur  la 

neuroinflammation via des  analyses  sur  coupes  par autoradiographie  et  par 

immunofluorescence. 
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Deuxième partie 

Matériel et méthodes 
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I- Animaux et procédures expérimentales 

1- Animaux 

 

Toutes  les  procédures  expérimentales  ont  été  réalisées  en  accord  avec  la  Directive 

Européenne 2010/63/EU relative à l’expérimentation animale et ont été validées par le Comité 

Régional d’Ethique (Autorisation N°00434.02). Toutes les expérimentations ont été réalisées 

chez  des  rats  Wistar  mâles  adultes  provenant  du  centre  d’élevage  Charles  River  basé  en 

France.  Les  animaux  sont  hébergés  au  laboratoire  au  nombre  de  deux  par  cage  dans  un 

environnement contrôlé en température (21 ± 1°C) et en hygrométrie (55 ± 5%) avec un cycle 

nychtéméral  d’alternance  lumière  /  obscurité  de  12  heures  et  de  l’eau  et  de  la  nourriture ad 

libitum.  Avant  le  début  des  expérimentations,  les  animaux  sont  acclimatés  pendant  une 

semaine afin qu’ils puissent s’adapter à leur nouvel environnement. Au moment de la lésion à 

la 6-OHDA, les animaux pèsent entre 275 et 300 grammes. 

2- Procédures expérimentales 

 

Les protocoles expérimentaux des études 1, 2 et 3 sont respectivement représentés dans les 

Figures 17, 18 et 19 (pages suivantes). 
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Figure 17. Protocole de l'étude 1. Les animaux ont été lésés à la 6-OHDA dans le striatum droit et le test des 

rotations induites par l’administration d’amphétamine a été réalisé 13 jours post-lésion (jpl) (n = 22). A 14 jpl, 

les  animaux  ont  été  séparés  en  deux  groupes  pour  différents  types  d’analyses  expérimentales.  Pour  le  premier 

groupe  (n  =  8),  les  animaux  ont  été  imagés  en  TEP  avec  le  [18F]LBT-999.  Les  animaux  ont  ensuite  été  mis  à 

mort et les cerveaux ont été prélevés pour effectuer des analyses métabolomiques. Pour le deuxième groupe (n = 

14),  les  animaux  ont été  mis  à  mort  et  les  cerveaux  ont  été  prélevés  et  coupés  pour  effectuer  des  analyses 

autoradiographiques et par  immunofluorescence. Abréviations : 6-OHDA (6-hydroxydopamine), jpl (jours post-

lésion),  TEP (tomographie par émission de positrons). 

 

                               

Figure 18. Protocole de l'étude 2. Les animaux ont été lésés à la 6-OHDA dans le striatum droit et les nAChR-α7 

ont été imagés en TEP avec le [18F]ASEM successivement à 3, 7 et 14 jpl (n = 8). Le test des rotations induites 

par l’administration d’amphétamine a été réalisé à 13 jpl. A 14 jpl après la dernière session d’imagerie TEP, les 

animaux  ont  été  mis  à  mort et  les  cerveaux  ont    été  prélevés  et  coupés  pour  effectuer  des  analyses 

autoradiographiques  et  par  immunofluorescence.  Abréviations  :  6-OHDA  (6-hydroxydopamine),  nAChR-α7 

(récepteurs nicotiniques alpha 7), TEP (tomographie par émission de positrons), jpl (jours post-lésion). 
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Figure 19. Protocole de l'étude 3. Les animaux ont été lésés à la 6-OHDA dans le striatum droit (n = 14) et ont 

été  quotidiennement  administrés  avec  le  PHA543613  (6  mg/kg/jour,  voie  orale)  et  le  PRE-084  (1mg/kg/jour, 

voie  intra-péritonéale)  (n  =  7)  ou  administrés  avec  le  véhicule  (n  =  7)  pendant  14  jours.  Le  test  des  rotations 

induites par l’administration d’amphétamine a été réalisé à 13 jpl (n = 14). A 14 jpl après le dernier traitement, 

les  animaux  ont  été  mis  à  mort  et  les  cerveaux  ont  été  prélevés  et  coupés  pour  effectuer  des  analyses 

autoradiographiques  et  par  immunofluorescence  (n  =  14). Abréviations  :  6-OHDA  (6-hydroxydopamine),  jpl 

(jours post-lésion). 
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II- Lésion à la 6-OHDA 

Le  protocole  de  lesion  à  la  6-OHDA  a  été utilisé pour les études 1,  2  et  3. Vingt  minutes 

avant  la  chirurgie,  les  animaux  sont  injectés  en  intra-péritonéal  avec  de  la  pargyline 

hydrochloride (50 mg/kg, Abcam, Paris, France). Cette injection permet de prolonger l’effet 

neurotoxique  de  la 6-OHDA  en  empêchant  son  oxydation  par  les  MAO.  Les  animaux  sont 

ensuite  anesthésiés  avec  de  l’isoflurane  (4%,  500  mL/min,  Baxter,  France)  et  placés  sur 

l’appareil de stéréotaxie (Stoelting, Phymep, Paris, France) avec une barre d’incisive réglée à 

-3,3  mm.  Pendant  toute  la  durée  de  la  chirurgie,  les  animaux  sont  anesthésiés  avec  de 

l’isoflurane  à  2,5%,  la  température  corporelle  est  maintenue  aux  alentours  des  37°C  et 

contrôlée à l’aide d’une sonde rectale. Après avoir tondu et incisé la peau du crâne, la boite 

crânienne  est  percée  pour  les  différentes  injections  de  la  neurotoxine.  La  lésion  est  obtenue 

par  une  injection  intrastriatale  de  6-OHDA  hydrochloride  (Sigma-Aldrich,  Saint-Quentin 

Fallavier, France). Pour cela, 12 µg de 6-OHDA ont été administrés unilatéralement en trois 

points  dans  le  striatum  droit  (2  mg/mL  dans  un  tampon  phosphate  contenant  de  l’acide 

ascorbique  à  0,01%,  pH  4,5,  4 µg  dans  2 µL  pour  chaque  site  d’injection)  à  l’aide  d’une 

seringue  Hamilton  Gastight  de  25 µL  (Hamilton,  Massy,  France) montée  d’une  aiguille  de 

calibre 30 gauges (Phymep, Paris, France). Chaque point d’injection est caractérisée par trois 

coordonnées  stéréotaxiques  calculées  à  partir  du  point  bregma  (point  0,  point  d’intersection 

entre la suture coronale et la suture sagittale) : la coordonnée dans l’axe rostro-caudal (AP), la 

coordonnée  dans  l’axe  médio-latéral  (L)  et  la  coordonnée  dans  l’axe  dorso-ventral  (P).  Les 

coordonnées  stéréotaxiques  utilisées  ont  été  reprises  de  l’étude  de Pentinnen  et  al.  (2016) 

(Figure 20 page suivante) selon l’atlas du cerveau de rat de Paxinos et Watson (2009) : 

 

• Point d’injection 1 : AP1 = +1,6 mm, L1 = -2,8 mm, P1 = -6 mm 

• Point d’injection 2 : AP2 = 0,0 mm, L2 = -4,1 mm, P2 = -5,5 mm 

• Point d’injection 3 : AP3 = -1,2 mm, L3 = -4,5 mm, P3 = -5,5 mm 

 

La solution de 6-OHDA est injectée avec un débit de 0,5 µL/min. Après chaque injection, la 

seringue est laissée en place pendant 5 minutes puis retirée lentement pour éviter la remontée 

de  la  solution  le  long  de  l’aiguille.  La  brèche  osseuse  est  obturée  avec  de  la  cire  à  os 
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(Bonewax®) et la plaie est nettoyée et suturée avec du fil chirurgical. Une fois l’intervention 

terminée,  l’animal  reçoit  une  injection  sous-cutanée  de  buprénorphine  (buprécare®,  0,05 

mg/kg)  pour  la  gestion  de  la  douleur  post-opératoire. L’animal  est  placé dans  sa  cage  et 

surveillé quotidiennement.  

 

 

Figure 20. Coordonnées  stéréotaxiques  d’injection  de  la  6-OHDA  dans  le  striatum  droit  (délimité  par  le  trait 

rouge)  chez  le  rat  selon  l’Atlas  du  cerveau  de  rat  de  Paxinos  et  Watson  (2009). Abréviation  :  6-OHDA  (6-

hydroxydopamine). 
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III- Traitement avec les agonistes et test des rotations induites par 

l’administration d’amphétamine 

1- Traitement avec les agonistes 

 

Les  traitements  avec  les  agonistes  ont  été realisés  dans  le  cadre  de  l’étude  3.  Ils ont  été 

réalisés  avec  un  agoniste des  nAChR-α7,  le  PHA543613  (ICOA  :  Institut  de  Chimie 

Organique  et  Analytique,  Orléans,  France)  et  un  agoniste  des σ1R,  le  PRE-084  (Tocris 

Biosciences,  Lille,  France).  Les  deux  agonistes  sont  dilués  dans  de  l’eau  pour  préparation 

injectable et conservés à -20°C avant leur utilisation. Le PHA543613 est administré par voie 

orale à raison de 6 mg/kg/jour pendant toute la durée du traitement. Le PRE-084, quant à lui, 

est  injecté  par  voie  intra-péritonéale  à  la  dose  de  1  mg/kg/jour  pendant  toute  la  durée  du 

traitement.   

2- Test des rotations induites par l’administration d’amphétamine 

 

Ce  test  comportemental  a  été  realisé  pour  les études 1,  2  et  3. Les  animaux  reçoivent  une 

injection intra-péritonéale de d-amphétamine sulfate (3 mg/kg, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin 

Fallavier, France) diluée dans une solution de NaCl à 0,9%. Ils sont ensuite placés dans des 

enceintes  circulaires  automatisées  (Imetronic,  Pessac,  France)  permettant  de  mesurer  le 

nombre  de  rotations  effectuées  dans  le  sens  ipsilatéral  pendant  un  temps  défini. 

L’enregistrement  démarre  15  minutes  après  administration  de  la  drogue  et  le  nombre  de 

rotations ipsilatérales est comptabilisé pendant 2 heures. 
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IV- Imagerie TEP 

1- Principe général 

 

La  TEP  permet  de  reconstituer  des  images  en  trois  dimensions  du  corps  à  partir  d’éléments 

radioactifs préalablement injectés au sujet et émetteurs de positons comme le Fluor 18 (18F) et 

le  Carbone  11  (11C).  Le  principe  de  l’imagerie  TEP  repose  sur  une  réaction  d’annihilation 

entre  un  positon  et  un  électron.  En  effet,  de  manière  simplifiée,  le  positon  émis  par  le 

radioélément  va  effectuer  un  court  trajet  dans  la  matière  avant  d’interagir  avec  un  électron. 

Cette  réaction  entraine  la  production  de  deux  photons  dans  des  directions  diamétralement 

opposées. Ces photons sont alors capturés par les détecteurs des anneaux de la caméra TEP 

entourant  le  sujet.  Ces  captures  vont  permettre  ainsi  de  reconstruire  une  image  en  trois 

dimensions. La TEP est une technique d’imagerie appliquée également chez l’animal et chez 

le petit animal comme le rongeur, on parle dans ce cas de micro-TEP. Aujourd’hui, la TEP et 

la  micro-TEP  bénéficient  de  la  multimodalité  par  le  couplage  avec  un  scanner 

(tomodensitométrie ou TDM) utilisant des rayons X. Ce scanner améliore la localisation de la 

fixation du radiotraceur utilisé et corrige l’atténuation des photons dans les tissus, permettant 

ainsi d’obtenir une meilleure sensibilité et une meilleure spécificité de l’image. 

 

2- Imagerie du DAT avec le [18F]LBT-999 et des nAChR-α7 avec le [18F]ASEM 

A. Préparation des radiotraceurs 

 

La  préparation  des  radiotraceurs  a  été  réalisé  au  Centre  d'Etudes  et  de  Recherches  sur  les 

RadioPharmaceutiques (CERRP) de Tours.  

Le  [18F]LBT-999  a  été utilisé  dans  le  cadre  de  l’étude  1 et  a  été préparé  selon  la  méthode 

décrite par Sérrière et al. (2014). La radiotraceur a été obtenu avec une pureté radiochimique 

supérieure  à  98  %  et  une  activité  spécifique  comprise  entre  30  et  190  GBq/µmol. Le 

[18F]ASEM,  quant  à  lui, a  été  utilisé  dans  le  cadre  de  l’étude  2 et  sa radiosynthèse  a  été 
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adaptée à partir de la méthode décrite par Gao et al. (2013b). Elle a été réalisée à l’aide d’un 

module FWFN® (GE Healthare, Upsalla, Suède). Les cartouches QMA et Sep-Pak® light C18 
ont  été  fournies  par  Waters  (Milford,  MA,  Etats-Unis).  Les  étapes  de  purifications  par 

chromatographie en phase liquide à haute performance (CLHP) ont été réalisées à l’aide d’une 

colonne  Zorbax  Eclipse  XDB-C18  9,4  x  250  mm,  5 µm(Agilent®,  Santa  Clara,  CA,  Etats-

Unis).  Le  contrôle  de  la  qualité  a  été  effectué  à  l’aide  d’un  système  Ultimate  3000  HPLC 

(Thermo, Waltam, MA, Etats-Unis) équipé d’un détecteur à longueurs d’onde variable et d’un 

radiodétecteur B-FC-4100 (Bioscan, Oxnard, CA, Etats-Unis) utilisant Zorbax Eclipse XDB-

C18 4,6x150 mm 5µ. Le [18F] a été envoyé dans l'automate, piégé sur la cartouche QMA, puis 

l'élution du [18F] a été effectuée avec une solution de K2CO3/K2.2.2. La solution a été séchée 

dans  le  réacteur  sous  atmosphère  azéotrope  en  utilisant  deux  fois  1  mL  de  MeCN.  Après 

séchage  du  complexe  de  [18F]-fluorure,  du  3-(1,4-Diazabicyclo[3.2.2.2]nonan-4-yl]-6- 

nitrodibenzo [b,d]-thiophène 5,5-Dioxyde a été ajouté comme précurseur (2 mg dissous dans 

0,8  mL  de  DMSO).  La solution  a  été  ensuite  chauffée  à  160°C  pendant  12  minutes,  puis 

refroidie à température ambiante et diluée avec 2 mL d'eau et 1 mL d'acétonitrile. La solution 

a  été  chargée  sur  la  boucle  puis  purifiée  sur  la  colonne  semi-préparative  en  utilisant  du 

triéthylamine  0,2%  /  acétonitrile  (60/40)  comme  phase  mobile  à  4  mL/min.  La  fraction 

recueillie a été diluée dans 30 mL d'eau et piégée dans une cartouche légère t-C18. L'élution 

de  la  cartouche  a  été  effectuée  avec  0,5  mL  d'éthanol  et  la  formulation  a  été  complétée  par 

l'ajout de 4,5 mL de NaCl à 0,9%. Le traceur a été obtenu avec un rendement radiochimique 

d'environ 35 %, avec une pureté radiochimique supérieure à 95 % et une activité spécifique de 

33,5 ± 5,32 GBq/µmol. 

B. Biodistribution ex vivo cérébrale du [18F]ASEM 

 

Avant de réaliser des acquisitions TEP avec le [18F]ASEM chez le rat lésé à la 6-OHDA, une 

biodistribution ex vivo dans le cerveau du rat sain a été réalisée. Pour cela, les animaux ont été 

séparés en deux groupes expérimentaux (groupe contrôle, n = 6 ; groupe MLA, n = 7). Tous 

les animaux sont injectés en intraveineuse dans la veine du pénis avec 0,3 mL de [18F]ASEM 

(2,20 ± 0,13 MBq) sous anesthésie à l’isoflurane. Les animaux appartenant au groupe contrôle 

reçoivent  uniquement  le  radiotraceur  alors  que  les  animaux  appartenant  au  groupe  MLA 

reçoivent  en  intraveineuse  1  mg/kg  de  MLA  (Tocris  Biosciences,  Lille,  France)  15  minutes 
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avant l’injection du [18F]ASEM. Tous les animaux sont ensuite mis à mort par étourdissement 

et  décapitation  une  heure  après  l’injection  du  radiotraceur.  Le  cerveau  est  soigneusement 

extrait  de  la  boîte  crânienne  et  six  régions  sont  disséquées  :  l’hippocampe,  les  colliculi,  le 

cortex préfrontal, le thalamus, le striatum et le cervelet (CE). Les échantillons sont pesés dans 

des tubes tarés et la radioactivité est mesurée à l’aide d’un compteur gamma (2480 Gamma 

counter  Wizard,  Perkin  Elmer,  Etats-Unis,  avec  une  efficacité  de  comptage  de  48%  pour  le 

[18F]). L’accumulation du [18F]ASEM est calculée par le pourcentage de la dose injectée par 

gramme de tissu (%DI/g) par comparaison avec les échantillons aux dilutions standards de la 

solution injectée. En utilisant le CE comme région de référence (accumulation très faible du 

radiotraceur et aucune différence après pré-injection de MLA), le ratio du %DI/g ([%DI/g]r) a 

été utilisé comme critère quantitatif dans cette étude. 

C. Acquisitions et traitements des images TEP 

 

Pour  les  deux  radiotraceurs  utilisés,  l’acquisition  et  le  traitement  des  images  TEP  ont  été 

effectués  avec  un  système  micro-TEP/TDM  SuperArgus® (Sedecal,  Madrid,  Espagne)  et  le 

logiciel PMOD (version 3.403, PMOD Technologies, Zurich, Suisse) respectivement, selon la 

méthode  décrite  par Sérrière  et  al.  (2014).  Brièvement,  les  animaux  sont  anesthésiés  à 

l’isoflurane (4%, 500 mL/min, Baxter, France) et un cathéter est implanté dans la veine de la 

queue pour l’injection du radiotraceur. Ils sont ensuite placés dans le lit chauffant du micro-

TEP et une TDM de 5 minutes est effectuée pour la correction de l’atténuation des photons. 

Ensuite, le [18F]LBT-999 ou le [18F]ASEM (dilution dans une solution de NaCl à 0,9%) a été 

injecté dans la veine de la queue du rat anesthésié à raison de 37 MBq pour 300 g de poids 

corporel et les images sont enregistrées pendant 51 minutes pour le [18F]LBT-999 et pendant 

61  minutes  pour  le [18F]ASEM.  L’anesthésie  est  abaissée  à  2,5%  et  la  température  et  la 

fréquence respiratoire de l’animal sont monitorées et maintenues constantes (aux alentours de 

37°C) pendant toute la durée de l’acquisition des images.  

Les  images  TEP  sont  ensuite  reconstruites  et  analysées  à  l’aide  du  logiciel  PMOD.  Dans 

l’analyse  des  images,  trois  régions  d’intérêt  ont  été  utilisées  pour  le  [18F]LBT-999  :  le 

striatum  controlatéral  (STC),  le striatum  ipsilatéral  (STI)  et  le  CE.  Pour  le  [18F]ASEM,  ces 

trois  régions  ont  été  également  utilisées  en  plus  de  la  SN  controlatérale  (SNC)  et  de  la  SN 

ipsilatérale (SNI). Pour chaque région analysée, la fixation du radiotraceur est caractérisée par 
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la valeur de fixation normalisée (SUV pour standard uptake value) correspondant à la fixation 

du radiotraceur normalisée par la dose injectée à l’animal et rapportée à la masse de l’animal. 

En  utilisant  le  CE  comme  région  de  référence,  le  ratio  de  la  valeur  de fixation  normalisée 

(SUVr pour  standard  uptake  value  ratio) a  été  utilisé  comme  critère  quantitatif  dans  ces 

études. 
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V- Métabolomique 

Les analyses métabolomiques ont été réalisées dans le cadre de l’étude 1. 

1- Principe général 

 

La  métabolomique  appartient  aux  techniques  dites  « omiques »  regroupant  la  génomique,  la 

transcriptomique  et  la  protéomique.  Elle  correspond  à  l’analyse  du  métabolome  faisant 

référence à tous les métabolites contenus dans un organisme, un type cellulaire ou un fluide 

biologique comme les urines ou le sang. Les métabolites sont des molécules organiques ayant 

un  poids  moléculaire  inférieure  à  1,5  kDa  pouvant  être  d’origine  endogène  ou  exogène 

(production par des micro-organismes). Chaque métabolite est relié à une ou plusieurs voies 

métaboliques  intervenant  dans  différents  types  de  métabolisme  (métabolisme  énergétique, 

métabolisme lipidique,…). De manière simplifiée, l’analyse métabolomique est décomposée 

en trois grandes parties : 1) la préparation des échantillons, 2) l’analyse des échantillons (par 

spectrométrie par résonance magnétique nucléaire ou par spectrométrie de masse couplée à la 

chromatographie  gazeuse  ou  liquide)  et  3)  le  traitement  statistiques  des  données.  L’analyse 

peut  se  faire  soit  de  façon  ciblée  (les  métabolites  détectés  et  quantifiés  sont  connus  grâce  à 

l’utilisation  d’une  banque  de  données)  soit  de  façon  non  ciblée  (tous  les  métabolites  de 

l’échantillon connus ou non sont détectés et quantifiés). 

2- Préparation des échantillons 

 

Les  animaux  sont  mis  à  mort  par  étourdissement et  décapitation  et  les  cerveaux  sont 

délicatement extraits de la boîte crânienne. Quatre régions sont ensuite disséquées : le STI, le 

STC, la SNC et la SNI. La préparation des échantillons pour les analyses métabolomiques a 

été  effectuée selon  la  méthode décrite  par Diémé  et  al.  (2017).  Brièvement,  les  échantillons 

sont pesées dans des tubes tarés et sont lyophilisés pendant 48 heures dans un lyophilisateur 

FreeZone  4.5  Liter  Benchtop  Freeze  Dry  System® (Labconco,  Kansas  City,  Etats-Unis).  La 
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lyophilisation  permet  d’évaporer  toute  l’eau  contenue  dans  les  échantillons  à  analyser 

(passage du tissu frais au tissu sec). Après cette étape, les échantillons lyophilisés sont broyés 

jusqu’à obtention d’une poudre très fine (à partir de 40 mg de tissu frais en moyenne pour le 

striatum et de 6 mg en moyenne pour la SN, environ 10 mg et 1 mg de poudre sont obtenus 

respectivement pour les deux structures après lyophilisation et broyage). Les échantillons sont 

ensuite  extraits  deux  fois  dans  un  mélange  acétonitrile/eau  ultra  pure  (1,5  mL,  1/1).  Après 

centrifugation,  les  surnageants  sont  récupérés  et  évaporés  à  l’aide  d’un  sytème  SpeedVac® 

(Thermo Scientific, Etats-Unis). Les résidus secs sont conservés à -80°C avant l’analyse par 

Chromatographie  Liquide  couplée  à  la  Spectrométrie  de  Masse  Haute  Résolution  (CL-

SMHR). Il est à noter que pour les étapes d’extraction, seulement 3 mg de matière sèche est 

utilisée pour le striatum alors que la totalité de la matière sèche est utilisée pour la SN. 

3- Analyse par CL-SMHR 

 

Les  résidus secs  sont  reconstitués  dans  un  mélange  méthanol/eau  ultra  pure  (150 µL,  1/1). 

L’analyse  par  CL-SMHR  a  été  effectuée  selon  la  méthode  décrite  par Diémé  et  al.  (2017). 

Brièvement,  les  analyses  ont  été  réalisées  avec  un  système  Ultimate  3000  HPLC  (Dionex) 

couplé  à  un  spectromètre  de  masse  Q-Exactive  (Thermo  Fisher  Scientific, Allemagne)  avec 

pour  source  d’ionisation  un  électronébuliseur.  La  chromatographie  a  été  réalisée  avec  une 

colonne  Kinetex® 1,7 µm  XB - C18  (150  mm  x  2,10  mm)  avec  une  porosité  de  100  Å 

(Phenomenex, Etats-Unis). Le système de solvant utilisé comprend une phase mobile A [0,1 

%  (vol/vol)  d'acide  formique  dans  de  l’eau]  et  une  phase  mobile  B  [0,1%  (vol/vol)  d’acide 

formique  dans  du  méthanol].  Le  gradient  a  été  opéré  avec  un  débit  d’écoulement  de  0,4 

mL/min  pendant  une  durée  de  30  minutes.  Afin  de  vérifier  la  stabilité  du  système  et  ainsi 

valider  l’analyse  des  échantillons,  20  contrôles  qualités  (CQ)  (obtenus  en  mélangeant  un 

volume égal de tous les échantillons) ont été préparés puis injectés de façon répétée (tous les 

10 échantillons) du début à la fin de l’analyse. La qualité des données a été vérifiée sur la base 

des résultats obtenus pour les CQ par analyse en composantes principales. 

4- Traitement ciblé des données 
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Dans cette étude, les analyses métabolomiques ont été effectuées de manière ciblée, c’est-à-

dire  que  les  métabolites  détectés  et  quantifiés  dans  les  échantillons  sont  connus  grâce  à 

l’utilisation d’une banque de donnée. Ces analyses ont été effectuées selon la méthode décrite 

par Madji Hounoum et al. (2017). Brièvement, une bibliothèque de composés standards (Mass 

Spectroscopy  Metabolite  Library  of  standards  MS  ML®,  IROA  technologies)  a  été  analysée 

avec  le  même  gradient  de  phases  mobiles  et  dans  les  mêmes  conditions  que  celles  utilisées 

pour analyser les échantillons. L’identité de chaque métabolite détecté a été validée par son 

temps  de  rétention  et  sa  masse  moléculaire.  Les  molécules  ciblées  ont  été  sélectionnées  et 

intégrées  à  l'aide  du  logiciel  Xcalibur  2.2  (Thermo  Fisher  Scientific,  San  José,  CA,  Etats-

Unis). Les données ont été normalisées par rapport à la masse de tissu sec. Les coefficients de 

variation  (CV)  pour  les  échantillons  CQ  ont  ensuite  été  calculés.  Pour  les  analyses 

statistiques,  seuls  les  métabolites  présentant  une  variabilité  biologique  élevée  ont  été 

sélectionnés ainsi que les métabolites présentant un CV < 30 % dans les CQ et un CV > 30 % 

dans  le  cas  où  la  variabilité  biologique  (CV  dans  les  échantillons)  dépasse  la  variabilité 

analytique (CV dans les CQ). 
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VI- Analyses sur coupes 

1- Prélèvement des cerveaux 

 

Les animaux sont injectés en intra-péritonéal avec une surdose de pentobarbital sodique (60 

mg/kg,  Ceva  Santé  Animale,  France)  et  perfusés  de  manière  intracardiaque  avec  du  sérum 

physiologique  froid  hépariné  (250  mL  pour  chaque  rat).  La  perfusion  permet  en  autre 

d’éliminer  le  sang  au niveau  cérébral,  limitant  ainsi  le  bruit  de  fond  lors  des  analyses 

expérimentales.  Une  fois  perfusés,  les  cerveaux  sont  délicatement  extraits  de  la  boîte 

crânienne et congelés dans un mélange isopentane/carboglace à -35°C. Ils sont ensuite coupés 

en  plusieurs  sections  coronales  de  16 µm  d’épaisseur  à  l’aide  d’un  cryostat  à -20°C 

(CM3050S,  Leica,  Allemagne).  Les  coupes  sont  récupérées  sur  des  lames  préalablement 

gélatinées et ensuite conservées à -80°C jusqu’à leur utilisation. 

2- Autoradiographie sur coupes 

A. Principe général 

 

L’autoradiographie  est  une  technique  d’imagerie  moléculaire  basée  sur  la  détection  de 

particules  émises  par  une  molécule  radioactive  distribuée  sur  des  coupes  histologiques.  La 

lecture  de  l’image  peut  se  faire  soit  par  révélation  sur  film  photographique,  soit  par 

l’utilisation  d’un  radio-imageur  comme  le β-imageur.  Contrairement  aux  films 

photographiques,  les  radio-imageurs  possèdent  plusieurs  avantages  incluant  une  acquisition 

avec visualisation en temps réel de l’image, une obtention rapide des résultats expérimentaux 

et une détection de plusieurs types de particules émises par la source radioactive (β- comme le 

3H ou γ comme l’125I) (Barthe, 2007). 
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B. Autoradiographie  sur  coupes  du  DAT  avec  le  [125I]PE2I  et  de  la  TSPO  avec  le 

[3H]DPA-714 et le [3H]PK-11195 

 

Le [125I]PE2I  a  été  utilisé  pour  les études 1,  2  et  3. Il  a  été  radiomarqué  selon  la  méthode 

décrite par Chalon et al. (1999) et obtenu avec une activité spécifique de 95 TBq/mmol. Le 

[3H]DPA-714 a été utilisé dans le cadre de l’étude 1. Il a été radiomarqué selon la méthode 

décrite par Damont et al. (2015) et obtenu avec une activité spécifique de 2,1 TBq/mmol. Le 

[3H]PK-11195 à quant à lui été utilisé dans le cadre de l’étude 3. Il a été directement acheté 

sous  forme  radiomarquée  chez  le  fournisseur  Perkin  Elmer  (Norwalk,  CT,  Etats-Unis)  avec 

une activité spécifique de 3,06 TBq/mmol. 

Pour  chaque  radioligand  et  pour  chaque  animal,  six  coupes  coronales  consécutives  ont  été 

utilisées. Après décongélation, les coupes sont préalablement séchées à température ambiante 

pendant environ 3 heures. Elles sont ensuite incubées soit avec un tampon phosphate (pH 7,4) 

contenant  le  [125I]PE2I  à  une  concentration  de  100  pM  pendant  60  minutes,  soit  avec  un 

tampon Tris-HCl (pH 7,4) contenant le [3H]DPA-714 ou le [3H]PK-11195 à une concentration 

de 1 nM pendant 90 minutes. Ces solutions d’incubation permettent d’étudier la fixation totale 

des radioligands (FT). La fixation non-spécifique des radioligands (FNS) est évaluée soit en 

présence de cocaïne chlorhydrate (Cooper Industries, Melun, France) à une concentration de 

100 µM pour  le  [125I]PE2I,  soit  en  présence  de  PK-11195  (Sigma-Aldrich,  Saint-Quentin 

Fallavier,  France)  à  une  concentration  de  1 µM  pour  le  [3H]DPA-714  ou  le  [3H]PK-11195. 

Les coupes sont ensuite rincées deux fois dans du tampon d’incubation froid à 4°C (tampon 

phosphate  pour  le  [125I]PE2I,  tampon  Tris-HCl  pour  le  [3H]DPA-714  ou  le  [3H]PK-11195) 

sous  agitation  pendant  5  minutes  puis  brièvement  rincées  dans  de  l’eau  froide  ultra  pure. 

Après ces différents rinçages, les coupes sont séchées à température ambiante pendant toute 

une nuit.  

Le lendemain, les radiomarquages sont ensuite analysés à l’aide d’un β-imageur (β-imagerTM 

2000, Biospace, Paris, France). Afin d’établir un contact électrique pour que les acquisitions 

des images fonctionnent, un ruban électrique métallique est appliquée au dos de chaque lame 

pour les rendre conductrices. Elles sont ensuite placées dans la chambre à gaz du β-imageur et 

les  acquisitions  sont  enregistrées  pendant  4  heures  quelque  soit  le  radioligand  utilisé.  Les 

acquisitions  sont  analysées  à  l’aide  du  logiciel  M3  Vision  (Biospace,  Paris,  France).  Pour 

chaque coupe, deux régions anatomiques ont été définies manuellement en utilisant l’Atlas du 
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cerveau de rat de Paxinos et Watson (2009) : le STC et le STI. A l’aide du logiciel, le niveau 

de  radioactivité  fixée  est  directement  déterminé  en  comptant  le  nombre  de  rayonnements γ 

pour  le  [125I]PE2I  ou  le  nombre  de  particules β pour  le  [3H]DPA-714  ou  le  [3H]PK-11195 

émis dans les régions définies. Le signal de chaque radioligand dans chacune de ces régions 

est  exprimé  en  nombre  de  coups  par  minute  et  par  millimètre  carré  (cpm/mm2).  La fixation 

spécifique (FS) du radioligand est déterminée en soustrayant la fixation non-spécifique de la 

fixation  totale  :  FS  =  FT - FNS.  Les  différentes  conditions  relatives  à  l’utilisation  de  ces 

radioligands sont récapitulés dans la Tableau III ci-dessous. 

 

    

Tableau III. Conditions expérimentales relatives à l’utilisation des différents radioligands utilisés dans le cadre 

des études d’autoradiographie. Abréviations : DAT (transporteur de la dopamine), TSPO (protéine translocatrice 

18 kDa). 

3- Immunofluorescence sur coupes 

A. Principe général 
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L’immunofluorescence  est  une  technique  d’immunomarquage  utilisant  spécifiquement  des 

anticorps  secondaires  couplés  à  des  fluorochromes  (Figure  21).  Ces  derniers  sont  des 

substances  chimiques  qui,  après  excitation  par  un faisceau  lumineux  incident,  sont  capables 

d’émettre  de  la  lumière  de  fluorescence.  Chaque  fluorochrome  possède  sa  propre  longueur 

d’onde  d’excitation  (généralement  compris  entre  400  et  800  nm,  spectre  du  visible)  et 

d’émission, nécessitant ainsi l’utilisation de filtres adaptés pour l’observation de cette lumière 

de  fluorescence  au  microscope.  L’immunofluorescence  permet  donc  de  révéler  la  présence 

d’une protéine cellulaire spécifique par émission de fluorescence. 

        

 

Figure 21.  Principe  de  l'immunofluorescence. L’anticorps  reconnait  et  se  fixe  sur  la  cible  moléculaire. 

L’anticorps secondaire couplé à un fluorochrome reconnait et fixe à son tour l’anticorps primaire. L’exposition 

du  fluorochrome  à  un  faisceau  lumineux  incident induit  l’émission  d’une  lumière  de  fluorescence  par  le 

fluorochrome. 

B. Immunofluorescence de la TH, du CD11b et de la GFAP 

 

Trois types d’immunomarquages ont été réalisées sur les coupes coronales de cerveau de rat : 

immunomarquage de la TH pour les neurones dopaminergiques dans la SN (étude 1, 2 et 3), 

du  CD11b pour  les  cellules  microgliales  dans  la  SN  (étude  1  et  3) et de  la  GFAP  pour  les 

astrocytes dans la SN et le striatum (étude 2 et 3).  

Pour  chaque  immunomarquage  et  pour  chaque  animal,  deux  coupes  coronales  consécutives 

ont  été  utilisées. Après  décongélation,  les  coupes  sont  préalablement  séchées  à  température 

ambiante pendant 5 à 10 minutes et délimitée au Dakopen (feutre hydrophobe permettant de 

retenir  les  différentes  solutions  d’incubation  sur  les  coupes).  Elles  sont  ensuite  post-fixées 

dans  une  solution  de  paraformaldéhyde  ou  PFA  (Sigma-Aldrich,  Saint-Quentin  Fallavier, 
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France) à 4% sous agitation pendant 30 minutes puis rincées successivement dans trois bains 

de PBS à 0,1M pendant 5 minutes sous agitation. Après ces étapes de rinçage, les coupes sont 

incubées dans une solution de blocage et de perméabilisation pendant 3 heures à température 

ambiante (5% de sérum de chèvre et 0,3% de Triton 100X dans du PBS 0,1M). Les coupes 

sont ensuite incubées toute une nuit à 4°C avec une solution contenant les anticorps primaires 

: 1% de sérum de chèvre et 0,3% de Triton 100X dans du PBS à 0,1M avec des anticorps anti-

TH  (1/1000ème,  Abcam  ab112,  Paris,  France)  ou  anti-CD11b  (1/500ème,  Merck  Millipore 

CBL1512, Saint-Quentin en Yvelines, France) ou anti-GFAP (1/1000ème, DAKO Z0334, Les 

Ulis, France). 

Le  lendemain,  les  coupes  sont  rincées  successivement  dans  deux  bains  de  PBS  à  0,1M 

pendant 5 minutes puis incubées pendant 1 heure à température ambiante avec une solution 

contenant les anticorps secondaires : 1% de sérum de chèvre et 0,3% de Triton 100X dans du 

PBS à 0,1M avec des anticorps Alexa Fluor® 555 (1/500ème, Abcam ab150086, Paris, France) 

pour la TH et la GFAP ou avec des anticorps Alexa Fluor® 488 (1/500ème, Abcam ab150113, 

Paris, France) pour le CD11b. Après deux rinçages successifs dans du PBS à 0,1M puis dans 

de l’eau ultra pure, les noyaux cellulaires sont contre-colorés au 4’-6-diamino-2-phenylindole 

ou DAPI (1/10000ème, Sigma-Aldrich D9542, Saint-Quentin Fallavier, France) et les coupes 

sont  montées  entre  lames  et  lamelles  avec  du  milieu  montage  spécial  pour  fluorescence 

(Abcam Ab103746, Paris, France). Les lames sont séchées à température ambiante à l’abris 

de la lumière afin d’éviter l’excitation des fluorochromes couplées aux anticorps secondaires 

puis  elles  sont  conservées  à  4°C  jusqu’à  leur  utilisation.  Toutes  les  étapes  de  rinçage  et 

d’incubation (à l’exception des anticorps primaires) s’effectuent à température ambiante. 

Les immunomarquages sont visualisés puis capturés à l’aide d’un microscope à fluorescence 

(Leica  DM5500  B,  Allemagne)  muni  d’une  caméra  ORCA-R2  (Hamamatsu  Photonics, 

Massy, France). Les images sont ensuite analysées à l’aide du logiciel ImageJ. Pour l’analyse 

de  l’immunomarquage  de  la  TH,  le  nombre  de  cellules  TH  positives  a  été  manuellement 

compté  dans  la  SNC  et  la  SNI  en  superposant  l’image  contenant  le  marquage  anti-TH  et 

l’image contenant le marquage des noyaux cellulaires au DAPI (merge). Pour l’analyse de la 

GFAP au niveau striatal, le pourcentage de l’aire occupée par la marquage dans l’image a été 

automatiquement mesuré dans le STC et STI. Concernant l’analyse de la GFAP et du CD11b 

dans la SN, une région a été manuellement définie avec le logiciel dans la STC et dans la STI 

et le  pourcentage  de  l’aire  occupée  par  le  marquage  dans  ces  deux  régions  a  été 



100 

 

automatiquement  mesuré.  Les  différentes  caractéristiques  des  anticorps  primaires  et 

secondaires utilisés dans ces études sont récapitulées dans la Tableau IV ci-dessous. 

      

Tableau IV. Caractéristiques  des  anticorps  primaires  et  secondaires  utilisés  dans  le  cadre  des  analyses  en 

immunofluorescence.  Abréviations : TH (tyrosine hydroxylase), GFAP (glial fibrillary acidic protein), P2X7R 

(récepteur P2X7). 

C. Double immunomarquage CD11b/P2X7R 

 

Le double marquage CD11b/P2X7R permet de visualiser les cellules microgliales orientées en 

phénotype M1 pro-inflammatoire. Il a été realisé dans le cadre de l’étude 2 à la fois dans le 

striatum et la SN en utilisant deux coupes consécutives pour chaque animal. Le protocole est 

légèrement  différent  de  celui  utilisé  pour  l’immunomarquage  de  la  TH,  du  CD11b  et  de  la 

GFAP  en  terme  d’étapes  de  rinçage  et  de  temps  d’incubation.  Après  avoir  été  délimité  au 

Dakopen,  les  coupes  sont  post-fixées  au  PFA  4% pendant  15  minutes  sous  agitation  puis 

rincées dans six bains successifs de 5 minutes sous agitation : un bain de PBS à 0,1M, un bain 

de  NH4Cl  à  0,05M,  un  bain  de  PBS  à  0,1M,  un  bain  de  méthanol/acétone  (1/1),  un  bain  de 

PBS  à  0,1M  avec  du  triton  100X  à  0,1%  et  un  bain  de  PBS  à  0,1M.  Une  fois  les  rinçages 

terminés,  les  coupes  sont  incubées  dans  une  solution  de  blocage  et  de  perméabilisation 
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pendant 15 minutes (5% de sérum de veau fœtal et 0,5% de Tween 80 dans du PBS à 0,1M). 

Elles sont ensuite incubées dans une solution contenant les anticorps primaires : 5% de sérum 

de  veau  fœtal  et  0,5%  de  Tween  80  dans  du  PBS  à  0,1M  avec  des  anticorps  anti-CD11b 

(même référence et même facteur de dilution que dans la section B) et anti-P2X7R (1/500ème, 

Merck Millipore AB5246, Saint-Quentin en Yvelines, France). Après trois rinçages dans du 

PBS 0,1M, les coupes sont incubées dans une solution contenant les anticorps secondaires : 

5%  de  sérum  de  veau  fœtal  et  0,5%  de  Tween  80  dans  du  PBS  à  0,1M  avec  des  anticorps 

Alexa Fluor® 488 pour le CD11b et Alexa Fluor® 555 pour le P2X7R (mêmes références et 

mêmes  facteurs  de  dilution  que  dans  la  section  B).  Toutes  les  étapes  de  rinçage  et 

d’incubation  sont  effectuées  à  température  ambiante  à  l’exception  du  mélange 

méthanol/acétone (-20°C). Les étapes qui suivent l’incubation des anticorps secondaires sont 

les mêmes que celles décrites dans la section B. 

Pour  l’analyse  des  résultats,  le  nombre  total  de  cellules  CD11b  positives  et  le  nombre  de 

cellules CD11b/P2X7R positives ont été manuellement quantifiés dans le STC, le STI et dans 

la SNC et la SNI en superposant les images des trois marquages (CD11b, P2X7R et DAPI) 

afin d’établir la proportion de cellules orientée en phénotype M1 pro-inflammatoire. 
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VII- Traitement statistique des données 

Toutes les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± erreur standard sur la moyenne 

(SEM pour  standard  error  mean).  Tous  les  traitements  statistiques  ont  été  réalisés  avec  le 

logiciel GraphPad Prism® (version 6).  

Pour l’étude 1 et 2, la comparaison des valeurs entre le STC et le STI et entre la SNC et la 

SNI ont été réalisés avec le test non-paramétrique des rangs de Wilcoxon bilatéral (seuil de 

significativité  fixé  à  0,05).  Pour  la  comparaison  entre  le  groupe  contrôle  et  le  groupe  MLA 

pour  la  biodistribution ex  vivo (étude  2),  un  test  non-paramétrique  des  rangs  de  Mann-

Withney bilatéral a été utilisé (seuil de significativité réglé à 0,05). 

Pour l’étude 3, la comparaison des valeurs entre le STC et le STI et entre la SNC et la SNI 

pour les animaux appartenant au même groupe expérimental ont été réalisés avec le test non 

paramétrique  des  rangs  de  Wilcoxon  bilatéral  (seuil  de  significativité  réglé  à  0,05).  Pour  la 

comparaison  des  valeurs  entre  les  STI  et  les  SNI  entre  les  deux  groupes  expérimentaux,  un 

test  non-paramétrique  des  rangs  de  Mann-Withney  bilatéral  a  été  réalisé  (seuil  de 

significativité fixé à 0,05).  

Pour  les  analyses  métabolomiques  de  l’étude  I,  les  analyses  multivariées  ont  été  réalisées  à 

l’aide  du  logiciel  SIMCA  P+  version  13  (Umetrics®,  Umeå,  Suède).  Les  tests  non 

paramétriques ont été effectués en utilisant le logiciel Metaboanalyst (www.metaboanalyst.ca) 

afin  de  sélectionner  les  métabolites  significatifs.  Comme  nous  étions  dans  plusieurs  cas  de 

tests, un test non paramétrique a été effectué avec une valeur p ajustée (fixée à 0,05) et une 

procédure  de  contrôle  du  taux  de  fausses  découvertes  (FDR pour False  Discovery  Rate)  de 

Benjamini-Hochberg. Les critères de sélection des métabolites pour le traitement des données 

sont les suivants : un score VIP (variable importance in projection) dans l'analyse multivariée 

> 0,5, un fold change (FC) ratio < 0,75 ou > 1,25 et une valeur p < 0,05. Ces métabolites sont 

ensuite  introduits  à  l’aide  de  leur  numéro  d’identification  KEGG  dans  le  module  d’analyse 

des voies métaboliques du logiciel Metaboanalyst. Les voies présentant une valeur p < 0,05 

ont ainsi été sélectionnées. 
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Troisième partie 

Résultats 
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I- Résultats de l’étude 1 

Dans cette étude, les animaux ont été lésés à la 6-OHDA dans le striatum droit et le test des 

rotations induites par l’administration d’amphétamine a été réalisé 13 jours post-lésion (jpl) (n 

= 22). A 14 jpl, les animaux ont été séparés en deux groupes pour différents types d’analyses 

expérimentales. Pour le premier groupe (n = 8), les animaux ont été imagés en TEP avec le 

[18F]LBT-999. Les animaux ont ensuite été mis à mort et les cerveaux ont été prélevés pour 

effectuer  des  analyses  métabolomiques.  Pour  le  deuxième  groupe  (n  =  14),  les  animaux  ont 

été  mis  à  mort  et  les  cerveaux  ont  été  prélevés  et  coupés  pour  effectuer  des  analyses 

autoradiographiques et par immunofluorescence. 

1- Test des rotations induites par l’administration d’amphétamine 

 

Ce  test  comportemental  a  été  réalisé  à  13 jpl et tous  les  animaux  (n  =  22)  ont  présenté  un 

comportement  rotatoire  caractéristique  du  modèle,  avec  en  moyenne  8,73  ±  0,67  rotations 

ipsilatérales par minute. 

2- Imagerie TEP du DAT avec le [18F]LBT-999 

 

L’imagerie TEP du DAT dans le striatum avec le [18F]LBT-999 (n = 7, un rat a été exclu suite 

à  un  problème  lors  de  l’injection  du  radiotraceur)  a  été  réalisée  à  14  jpl.  Les  images  TEP 

statiques  coronale  et  axiale  présentées  dans  la Figure  22A ont  été  obtenues  entre  30  et  50 

minutes après injection du radiotraceur. Elles sont co-enregistrées avec un template-IRM du 

cerveau de rat (modèle numérique du cerveau de rat permettant un repérage anatomique). Ces 

images permettent de mettre en évidence une accumulation plus faible du [18F]LBT-999 dans 

le  STI  comparé  au  STC. Les  courbes  moyennes  représentant  la  fixation  du  radiotraceur  en 

fonction  du  temps  (Figure  22B)  indiquent  une  capture  rapide [18F]LBT-999 dans  toutes  les 

régions d’intérêt après injection par intraveineuse. Cependant, elle décroit rapidement dans le 

CE pour se maintenir à des valeurs basses de fixation à partir de 20 minutes post-injection. Au 
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niveau striatal, la fixation du [18F]LBT-999 reste élevée et stable dans le STC comparé au STI 

à  50  minutes  post-injection  (4,39  ±  0,31  vs.  1,47  ±  0,18  SUV,  respectivement).  L’analyse 

quantitative des SUVr (Figure 22C) montre une réduction significative (de 64,46 ± 1,68 %) 

dans le STI comparé au STC (1,69 ± 0.21 vs. 4,68 ± 0,38 SUVr, respectivement, p = 0,0156). 

Ce pourcentage de diminution reflète l’intensité de la lésion. 

 

Figure 22. Imagerie TEP du DAT avec le [18F]LBT-999 dans le striatum de rats lésés à la 6-OHDA (n = 7). (A) 

Images  TEP  statiques  axiale  (image  du  haut)  et  coronale  (image  du  bas)  avec  le  [18F]LBT-999  co-enregistrée 

avec un template-IRM. (B) Courbes moyennes représentant la fixation du [18F]LBT-999 (SUV) en fonction du 

temps après injection dans le STC, le STI et le CE. (C) Analyses quantitatives des SUVr dans le STC et le STI. 

Tous les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± erreur standard sur la moyenne (SEM). ∗ p = 0,0156 

(test des rangs de Wilcoxon). Abréviations : 6-OHDA (6-hydroxydopamine), TEP (tomographie par émission de 

positrons), DAT  (transporteur  de  la  dopamine), Template-IRM  (template-imagerie  par  résonance  magnétique), 

SUV  (standard  uptake  value),  STC  (striatum  controlatéral),  STI  (striatum  ipsilatéral),  CE  (cervelet), SUVr 

(standard uptake value ratio). 

3- Analyses métabolomiques 

 

Les  données  extraites  du  striatum  et  de  la  SN  ont  été  étudiées  respectivement  avec  des 

analyses supervisées par OPLS-DA (orthogonal partial least scare-discriminant analysis) et 

par  PLS-DA  (partial  least  scare-discriminant  analysis).  Ces  analyses  permettent  de 

maximiser  la  séparation  entre  les  deux  conditions  expérimentales  (ici  ce  sont  les  structures 

cérébrales provenant de l’hémisphère ipsilatéral et controlatéral). Elles permettent d’identifier 

les  métabolites  les  plus  discriminants  (c’est-à-dire  les  métabolites  permettant  le  mieux  de 

séparer  les  deux  conditions  expérimentales)  grâce  à  un  score  VIP  (variable  importance  in 
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projection). Plus cette valeur est élevée, plus le métabolite est discriminant. Les résultats de 

ces analyses pour le striatum (n = 8) et pour la SN (n = 7, un échantillon a été exclu en raison 

d’un  problème  lors  de  l’extraction)  sont  représentés  respectivement  dans  la Figure  23A et 

23B. Chaque modèle est défini par une valeur descriptive (R2Y = robustesse du modèle) et par 

une  valeur  prédictive  (Q2 =  capacité  prédictive  du  modèle).  Nous  constatons  que  la  valeur 
R2Y est élevée à la fois pour le striatum (0,90) et la SN (0,84). Cependant, la valeur Q2 est 

plus faible pour la SN (0,53) que pour le striatum (0,78). Toutefois, une valeur Q2 ≥ 0,4 est 

considérée  comme  acceptable  pour  un  modèle  biologique (Worley  et  Powers,  2013).  Les 

analyses par OPLS-DA et par PLS-DA montrent une séparation entre les structures cérébrales 

provenant des hémisphères ipsilatéral et controlatéral (STI vs. STC et SNI vs. SNC). 

 

Figure 23. Résultats des analyses supervisées par OPLS-DA pour le striatum (A) (n = 8) et par PLS-DA pour la 

SN  (B)  (n  =  7)  des  données  extraites  par  CL-SMHR.  Les  structures  cérébrales  provenant  de  l’hémisphère 

controlatéral (STC et SNC) et de l’hémisphère ipsilatéral (STI et SNI) sont respectivement représentées par des 

points bleus et rouges. Les valeurs descriptive et prédictive de chaque modèle sont : R2Y = 0,90 et Q2 = 0,78 

pour le striatum et R2Y = 0,84 et Q2 = 0,53 pour la SN. Abréviations : OPLS-DA (orthogonal partial least scare-

discriminant  analysis),  PLS-DA  (partial  least  scare-discriminant  analysis),  SN  (Substance  Noire),  CL-SMHR 

(chromatographie  liquide  couplée  à  la  spectrométrie  de  masse  haute  résolution),  STC  (striatum  controlatéral), 

STI (striatum ipsilatéral), SNC (substance noire controlatérale), SNI (substance noire ipsilatérale). 

 

Les  analyses  multivariées  et  univariées  ont  permis  l’identification  de  plusieurs  métabolites 

basés sur les critères de sélection suivants : un score VIP dans l’analyse multivariée > 0,5, un 

FC ratio (sens de variation du métabolite) < 0,75 ou > 1,25 et une valeur p < 0,05 (Tableau 

V).  Pour  le  striatum,  quatre  métabolites  ont  été  identifiés  :  la  dopamine  (plus  faible  dans  le 

STI par rapport au STC), le glucose-1-phosphate (plus faible dans le STI par rapport au STC), 

la L-carnitine (plus élevé dans le STI par rapport au STC) et l’acide 3-indole acétique (plus 
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faible dans le STI par rapport au STC). Pour la SN, seulement un métabolite a été identifié 

suivant les critères de sélection : le glucose-6-phosphate (plus faible dans la SNI que dans la 

SNC).  

 

 

Tableau V. Métabolites identifiés par les analyses multivariées et univariées dans le striatum et la SN présentant 

les critères suivants : un score VIP dans l’analyse multivariée > 0,50, un FC ratio (STI/STC et SNI/SNC) < 0,75 

ou > 1,25 et une p-value < 0,05. Abréviations : SN (Substance Noire), VIP (variable in importance projection), 

FC  ratio  (fold  change  ratio),  STC  (striatum controlatéral),  STI  (striatum  ipsilatéral),  SNC  (substance  noire 

controlatérale), SNI (substance noire ipsilatérale). 

 

L’analyse des voies métaboliques révèle une altération hautement significative de la voie de 

l’arginine  et  de  la  proline  à  la  fois  dans le  striatum  et  la  SN  (Tableaux  VI  et  VII).  Le 

diagramme  de  Venn  présenté  dans  la Figure  24 indique  que  l’altération  de  cette  voie  est 

spécifique  suivant  la  structure  considérée.  De  plus,  dans  la  SN,  les  analyses  indiquent  une 

altération  hautement  significative  de  la  voie  de  biosynthèse  des  aminoacyl-ARNt  et  du 

métabolisme de l’histidine (Tableau VII). 

                         

Tableau VI. Analyses  des  voies  métaboliques  significativement  altérées  dans  le  striatum. Abréviations  :  FDR 

(False Discovery Rate), FC ratio (fold change ratio), STC (striatum controlatéral) , STI (striatum ipsilatéral). Le 

match  status  correspond  au  nombre  de  métabolites  détectés  par  rapport  au  nombre  total  de  métabolites 

intervenant dans le voie. 
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Tableau VII. Analyses  des  voies  métaboliques  significativement  altérées  dans  le  SN.  Abréviations  :  SN 

(substance noire), FDR (false discovery rate), FC ratio (fold change ratio), SNC (substance noire controlatérale), 

SNI (substance noire ipsilatérale). Le match status correspond au nombre de métabolites détectés par rapport au 

nombre total de métabolites intervenant dans le voie. 

 

 

Figure 24. Diagramme de Venn représentant les métabolites de la voie de l’arginine et de la proline uniquement 

retrouvés dans le striatum (cercle vert) et dans la SN (cercle rouge). Abréviation : SN (substance noire). 
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4- Analyses sur coupes par autoradiographie et par immunofluorescence 

 

La densité du DAT dans le striatum a été évaluée sur des coupes coronales de cerveau avec le 

[125I]PE2I (n  =  14)  comme  illustré  dans  la Figure  25A.  D’après  la Figure  25B,  la  fixation 

spécifique  du  radioligand  est  significativement  plus  faible  (de  76,35  ±  1,71%)  dans  le  STI 

comparé au STC (4,66 ± 0,33 vs. 19,91 ± 0,77 cpm/mm2, respectivement, p = 0,0001). 

La densité  striatale  de  la  TSPO,  quant  à  elle,  a  été  évaluée  avec  le  [3H]DPA-714  sur  des 

coupes  coronales  de  cerveau  adjacentes  (n  =  14)  (Figure  25C).  Comme  représentée  dans  la 

Figure  25D,  la  fixation  spécifique  du  radioligand  est  significativement  plus  importante  (de 

93,98  ±  7,24%)  dans  le  STI  que  dans  le  STC  (3,12  ±  0,33  vs.  1,60  ±  0,15  cpm/mm2, 

respectivement, p = 0.0001). 

 

Figure 25. Analyse sur coupes par autoradiographie : quantification du DAT et de la TSPO respectivement avec 

le [125I]PE2I et le [3H]DPA-714 dans le striatum de rats lésés à la 6-OHDA (n = 14). (A) Représentation de la 

fixation totale (image du haut) et non-spécifique (image du bas) du [125I]PE2I dans le STC et le STI. (B) Analyse 

quantitative de la fixation spécifique du [125I]PE2I (cpm/mm2) dans le STC et le STI. (C) Représentation de la 

fixation  totale  (image  du  haut)  et  non-spécifique  (image  du  bas)  du [3H]DPA-714 dans  le  STC  et  le  STI.  (D) 

Analyse  quantitative  de  la  fixation  spécifique  du  [3H]DPA-714  (cpm/mm2) dans  le  STC  et  le  STI.  Tous  les 

résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± erreur standard sur la moyenne (SEM). ∗∗∗ p = 0,0001 (test 

des  rangs  de  Wilcoxon).  Abréviations  :  DAT  (transporteur  de  la  dopamine),  TSPO  (protéine  translocatrice  18 

kDa), 6-OHDA (6-hydroxydopamine), STC (striatum controlatéral), STI (striatum ipsilatéral). 

 

L’immunomarquage de la TH a été réalisé dans la SN sur des coupes coronales de cerveau (n 

= 14) comme représenté sur la Figure 26A. Les analyses quantitatives (Figure 26B) indiquent 

que le nombre de cellules TH positives est significativement plus faible (de 63,87 ± 1,57%) 

dans  la  SNI  comparée  à  la  SNC  (23,6  ±  1,60  vs.  65,14  ±  2,62  cellules  TH  positives, 
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respectivement, p = 0,0001).  

Le  CD11b  a  également  été  immunomarqué  dans  cette  région  cérébrale  sur  des  coupes 

coronales de cerveau adjacentes (n = 14) (Figure 26C). Comme illustré dans la Figure 26D, 

l’aire occupée par l’immunomarquage du CD11b est statistiquement plus importante (de 2690 

± 330%) dans la SNI par rapport à la SNC (10,64 ± 0,83 vs 0,44 ± 0,04%, respectivement, p = 

0,0001). 

 

 

Figure 26. Analyses sur coupes par immunofluorescence : quantification de la TH et du CD11b respectivement 

dans le striatum et la SN de rats lésés à la 6-OHDA (n = 14). (A) Représentation de l’immunomarquage de la TH 

dans la SNC et la SNI. (B) Analyse quantitative du nombre de cellules TH positives dans la SNC et la SNI. (C) 

Représentation  de  l’immunomarquage  du  CD11b  dans  la  SNC  et  la  SNI.  (D)  Analyse  quantitative de  l’aire 

occupée  par  l’immunomarquage  du  CD11b (%)  dans  la  SNC  et  la  SNI.  Tous  les  résultats  sont  exprimés  sous 

forme  de  moyenne  ±  erreur  standard  sur  la  moyenne  (SEM). ∗∗∗ p =  0,0001  (test  des  rangs  de  Wilcoxon). 

Abréviations  :  TH  (tyrosine  hydroxylase),  SN  (substance  noire),  6-OHDA  (6-hydroxydopamine),  SNC 

(substance noire controlatérale), SNI (substance noire ipsilatérale). 
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II- Résultats de l’étude 2 

Dans cette étude, les animaux ont été lésés à la 6-OHDA dans le striatum droit et les nAChR-

α7 ont été imagés en TEP avec le [18F]ASEM successivement à 3, 7 et 14 jpl (n = 8). Le test 

des rotations induites par l’administration d’amphétamine a été réalisé à 13 jpl. A 14 jpl après 

la  dernière  session  d’imagerie  TEP,  les  animaux  ont  été  mis  à  mort  et  les  cerveaux  ont  été 

prélevés  et  coupés  pour  effectuer  des  analyses  autoradiographiques  et  par 

immunofluorescence. 

1- Biodistribution cérébrale ex vivo du [18F]ASEM 

 

Comme représenté dans la Figure 27, l’accumulation du radiotraceur (de la plus forte à la plus 

faible) une heure après injection par intraveineuse ont été retrouvées dans l’hippocampe (4,83 

±  0,23  [%DI/g]r), les  colliculi  (4,30  ±  0,23  [%DI/g]r), le  cortex  préfrontal  (2,86  ± 0,09 

[%DI/g]r), le thalamus (2,86 ± 0,09 [%DI/g]r) et le striatum (1,70 ± 0,06 [%DI/g]r). La pré-

injection de MLA induit une diminution significative de l’accumulation du [18F]ASEM dans 

toutes les structures analysées (-60% pour l’hippocampe, -72% dans les colliculi, -44% dans 

le cortex préfrontal, - 34% dans le thalamus et -18% dans le striatum, p = 0,0012). 

                        

Figure 27. Biodistribution cérébrale ex vivo du [18F]ASEM chez des rats contrôles (n = 6) et après administration 

par intraveineuse de MLA, un antagoniste des nAChR-α7 (n = 7). L’accumulation du [18F]ASEM ([%DI/g]r) a 

été  évaluée dans  plusieurs  structures  cérébrales  incluant  l’hippocampe,  les  colliculi,  le  cortex  préfrontal,  le 

thalamus  et  le  striatum. Tous  les  résultats  sont  exprimés  sous  forme  de  moyenne  ±  erreur  standard  sur  la 

moyenne (SEM). ## p = 0,0012 (test des rangs de Mann-Whitney). Abréviations : MLA (méthyllycaconitine), 

nAChR-α7 (récepteurs nicotiniques alpha 7), DI (dose injectée). 
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2- Test des rotations  induites par l’administration d’amphétamine 

 

Ce  test  comportemental  a  été  réalisé  13  jpl  et  tous  les  animaux  (n  =  8)  ont  présenté  un 

comportement  rotatoire  caractéristique  du  modèle,  avec  en  moyenne  6,73  ±  0,69  rotations 

ipsilatérales par minute. 

3- Imagerie TEP des nAChR-α7 avec le [18F]ASEM 

 

L’imagerie  TEP  des  nAChR-α7  dans  le  striatum  et  la  SN  avec  le [18F]ASEM (n  =  8)  a  été 

réalisée successivement à 3, 7 et 14 jpl. Les images TEP statiques axiales présentées dans la 

Figure 28A ont été obtenues entre 30 et 50 minutes après injection du radiotraceur. Comme le 

montre la Figure 28B, l’analyse quantitative des SUVr révèle une augmentation significative 

(de 10,31 ± 2,93%) dans le STI comparé au STC à 3 jpl (0,88 ± 0,05 vs. 0,80 ± 0,05 SUVr, 

respectivement, p = 0,0078). Cependant, aucune différence statistique n’a été observée entre 

le STI et le STC à 7 et 14 jpl. Au niveau de la SN, l’analyse quantitative des SUVr indique 

une augmentation significative (de 18,46 ± 4,12%) dans la SNI par rapport à la SNC à 7 jpl 

(0,90 ± 0,07 vs. 0,77 ± 0,06 SUVr, respectivement, p = 0,0078) (Figure 28C). A 3 et 14 jpl, 

aucune différence significative n’a été observée entre la SNI et la SNC. 

                     

Figure 28. Imagerie TEP des nAChR-α7 avec le [18F]ASEM dans le striatum et la SN de rats lésés à la 6-OHDA 

(n  =  8).  (A)  Images  TEP  statiques  coronales  avec  le  [18F]ASEM  co-enregistrée  avec  un  template-IRM.  (B) 
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Analyses quantitatives des SUVr dans le STC et le STI à 3, 7 et 14 jpl. (C) Analyses quantitatives des SUVr dans 

le SNC et le SNI à 3, 7 et 14 jpl. Tous les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± erreur standard sur la 

moyenne (SEM). ## p = 0,0078 (test des rangs de Wilcoxon). Abréviations : TEP (tomographie par émission de 

positrons), nAChR-α7 (récepteurs nicotiniques alpha 7), SN (substance noire), 6-OHDA (6-hydroxydopamine), 

Template-IRM (template-imagerie  par  résonance  magnétique),  SUVr  (standard  uptake  value  ratio),  STC 

(striatum controlatéral), STI (striatum ipsilatéral), jpl (jours post-lésion), SNC (substance noire controlatérale), 

SNI (substance noire ipsilatérale). 

4- Analyses sur coupes par autoradiographie 

 

La densité du DAT dans le striatum a été évaluée sur des coupes coronales de cerveau avec le 

[125I]PE2I  (n  =  14)  comme  illustré  dans  la Figure  29A.  D’après  la Figure  29B,  la  fixation 

spécifique  du  radioligand  est  significativement  plus  faible  (de  71,02  ±  3,17%)  dans  le  STI 

comparé au STC (6,33 ± 0,55 vs. 22,08 ± 0,65 cpm/mm2, respectivement, p = 0,0078). 

                                   

Figure 29. Analyse sur coupes par autoradiographie : quantification du DAT avec le [125I]PE2I dans le striatum 

de  rats  lésés  à  la  6-OHDA  (n  =  8).  (A)  Représentation  de  la  fixation  totale  (image  du  haut)  et  non-spécifique 

(image  du  bas)  du  [125I]PE2I  dans  le  STC  et  le  STI.  (B)  Analyse  quantitative  de  la  fixation  spécifique  du 

[125I]PE2I (cpm/mm2) dans le STC et le STI. Tous les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± erreur 

standard sur la moyenne (SEM). ## p = 0,0078 (test des rangs de Wilcoxon). Abréviations : DAT (transporteur 

de la dopamine), 6-OHDA (6-hydroxydopamine), STC (striatum controlatéral), STI (striatum ipsilatéral). 

5- Analyses sur coupes par immunofluorescence 

 

L’immunomarquage de la TH a été quantifié dans la SN sur des coupes coronales de cerveau 

(n  =  8)  comme  représenté  sur  la Figure  30A.  Les  mesures  quantitatives  (Figure  30B)  

indiquent que le nombre de cellules TH positives est significativement plus faible (de 66,45 ± 
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2,98%) dans la SNI comparée à la SNC (18,56 ± 1,91 vs. 55,06 ± 3,14 cellules TH positives, 

respectivement, p = 0,0078). 

                           

Figure 30. Analyses sur coupes par immunofluorescence : quantification de la TH dans la SN de rats lésés à la 6-

OHDA (n  =  8).  (A)  Représentation  de  l’immunomarquage  de  la  TH  dans  la  SNC  et  la  SNI.  (B)  Analyse 

quantitative du nombre de cellules TH positives dans la SNC et la SNI. Tous  les  résultats  sont  exprimés  sous 

forme  de  moyenne  ±  erreur  standard  sur  la  moyenne  (SEM).  ## p =  0,0078  (test  des  rangs  de  Wilcoxon). 

Abréviations  :  TH  (tyrosine  hydroxylase),  SN  (substance  noire),  6-OHDA  (6-hydroxydopamine),  SNC 

(substance noire controlatérale), SNI (substance noire ipsilatérale). 

 

La GFAP a été quantifiée par immunomarquage à la fois dans le striatum et la SN sur coupes 

coronales de cerveau (n = 8) comme représenté respectivement dans les Figures 31A et 31C. 

Au  niveau  striatal,  l’aire  occupée  par  l’immunomarquage  de  la  GFAP  est  significativement 

plus  importante  (de  81,73  ±  16,50%)  dans  le  STI  comparé  au  STC  (8,20  ±  0,65  vs.  4,59  ± 

0,28%, respectivement, p = 0,0078). Au niveau nigral, l’aire occupée par l’immunomarquage 

est également augmentée significativement (de 91,90 ± 19,11%) dans la SNI par rapport à la 

SNC (9,99 ± 0,57 vs. 5,48 ± 0,50%, respectivement, p = 0,0078). 
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Figure 31. Analyses sur coupes par immunofluorescence : quantification de la GFAP dans le striatum dans la SN 

de rats lésés à la 6-OHDA (n = 8). (A) Représentation de l’immunomarquage de la GFAP dans le STC et le STI 

(B) Analyse quantitative de l’aire occupée par l’immunomarquage de la GFAP (%) dans le STC et le STI. (C) 

Représentation  de  l’immunomarquage  de  la  GFAP  dans  la  SNC  et  le  SNI.  (D)  Analyse  quantitative  de  l’aire 

occupée par l’immunomarquage de la GFAP (%) dans la SNC et la SNI. Tous les résultats sont exprimés sous 

forme  de  moyenne  ±  erreur  standard  sur  la  moyenne  (SEM).  ## p =  0,0078  (test  des  rangs  de  Wilcoxon). 

Abréviations : GFAP (glial fibrillary acidic protein), SN (substance noire), 6-OHDA (6-hydroxydopamine), STC 

(striatum  controlatéral),  STI  (striatum  ipsilatéral),  SNC  (substance  noire  controlatérale),  SNI  (substance  noire 

ipsilatérale). 

 

Comme  pour  la  GFAP,  le  double  immunomarquage  CD11b/P2X7R  a  été  quantifié  sur des 

coupes coronales de cerveau à la fois dans le striatum et la SN (n = 8) (Figure 32A). Dans le 

striatum,  les  analyses  quantitatives  indiquent  une  augmentation  significative  du  nombre  de 

cellules CD11b positives (de 207,50 ± 26,53%) dans le STI comparé au STC (16,40 ± 0,83 vs. 

5,63 ± 0,55 cellules CD11b positives, respectivement, p = 0,0078) (Figure 32B, graphique du 

haut). De la même manière, le nombre de cellules CD11b/P2X7R positives est statistiquement 

plus élevé (de 330,48 ± 54,31%) dans le STI par rapport au STC (11,90 ± 0,47 vs. 3,04 ± 0,34 

cellules  CD11b/P2X7R  positives,  respectivement, p =  0,0078) (Figure  32C,  graphique  du 

haut). Pour la SN, le nombre de cellules CD11b positives est significativement plus important 

(de 187,36 ± 15,40%) dans la SNI comparée à la SNC (12,84 ± 0,89 vs. 4,59 ± 0,44 cellules 

CD11b  positives,  respectivement, p =  0,0078).  Le  nombre  de  cellules  CD11b/P2X7R 
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positives est également augmenté significativement (de 536, 08 ± 135,99%) dans la SNI par 

rapport  à  la  SNC  (9,19  ±  0,46  vs.  1,91  ±  0,46  cellules  CD11b/P2X7R,  respectivement, p = 

0,0078).  Dans  le  STI  et  la  SNI,  les  pourcentages  occupés  par  le  nombre  de  cellules 

CD11b/P2X7R par rapport au nombre total de cellules CD11b positives sont respectivement 

de 72,55 et 71,53%. 

 

 

Figure 32. Analyse  sur  coupes  par  immunofluorescence  :  quantification  du  double  immunomarquage 

CD11b/P2X7R  dans  le  striatum  et  la  SN  de  rats  lésés  à  la  6-OHDA  (n  =  8).  (A)  Représentation  de 

l’immunomarquage  du  CD11b,  du  P2X7R  et  du DAPI  dans  le  STC  et  le  STI  et  dans  la  SNC  et  la  SNI.  (B) 

Analyses quantitatives du nombre de cellules CD11b positives dans le STI et le STC (graphique du haut) et dans 

la SNC et la SNI (graphique du bas). (C) Analyses quantitatives du nombre de cellules CD11b/P2X7R positives 

dans le STI et le STC (graphique du haut) et dans la SNC et la SNI (graphique du bas). Tous les résultats sont 

exprimés  sous  forme  de  moyenne  ±  erreur  standard  sur  la  moyenne  (SEM).  ## p =  0,0078  (test  des  rangs  de 

Wilcoxon). Abréviations : P2X7R (récepteur P2X7), SN (substance noire), 6-OHDA (6-hydroxydopamine), STC 

(striatum  controlatéral),  STI  (striatum  ipsilatéral),  SNC  (substance  noire  controlatérale),  SNI  (substance  noire 

ipsilatérale). 
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III- Résultats de l’étude 3 

Dans cette étude, les animaux ont été lésés à la 6-OHDA dans le striatum droit (n = 14) et ont 

été quotidiennement administrés avec le PHA543613 (6 mg/kg/jour, voie orale) et le PRE-084 

(1mg/kg/jour, voie intra-péritonéale) (n = 7) ou administrés avec le véhicule (n = 7) pendant 

14 jours. Le test des rotations induites par l’administration d’amphétamine a été réalisé à 13 

jpl  (n  =  14).  A  14  jpl  après  le  dernier  traitement,  les  animaux  ont  été  mis  à  mort  et  les 

cerveaux  ont  été  prélevés  et  coupés  pour  effectuer  des  analyses  autoradiographiques  et  par 

immunofluorescence (n = 14). 

1- Test des rotations induites par l’administration d’amphétamine 

 

Ce  test  comportemental  a  été  réalisé  à  13  jpl  et  aucune différence  significative  n’a  été 

observée entre le groupe contrôle (n = 7) et le groupe PHA/PRE (n = 7) dans le nombre de 

rotations (10,05  ±  1,44  vs  10,11  ±  0,91  rotations  ipsilatérales/min,  respectivement, p = 

0,6031) (Figure 33). 

                                

Figure 33. Test des rotations induites par l’administration d’amphétamine : quantification du nombre de rotations 

ipsilatérales  par  minute  chez  les  rats  lésés  à  la  6-OHDA  (groupe  contrôle,  n  =  7)  et  après  traitement  au 

PHA543613/PRE-084 (groupe PHA/PRE, n = 7). Abréviation : 6-OHDA (6-hydroxydopamine). 

 



118 

 

2- Analyses sur coupes par autoradiographie 

 

La  densité  du  DAT  dans  le  striatum  a  été  évaluée  sur  coupes  coronales  de  cerveau  avec  le 

[125I]PE2I pour le groupe contrôle (n = 7) et le groupe PHA/PRE (n = 7) comme représenté 

dans la Figure 34A. D’après la Figure 34B, la fixation spécifique du radioligand dans le STC 

est faible et similaire entre les deux groupes expérimentaux (21,85 ± 0,80 cpm/mm2 pour le 

groupe contrôle et 21,68 ± 0,93 cpm/mm2 pour le groupe PHA/PRE). Dans le STI, la fixation 

spécifique du [125I]PE2I est significativement diminuée dans le groupe contrôle et le groupe 

PHA/PRE (5,02 ± 0,34 vs 21,85 ± 0,80 cpm/mm2, p = 0,0156 ; 8,50 ± 1,02 vs 21,68 ± 0,93 

cpm/mm2, p =  0,0156,  respectivement).  Cependant,  une  augmentation  significative  de  la 

fixation  spécifique  du  radioligand  dans  le  STI  a  été  observée  pour  le  groupe  PHA/PRE 

comparé au groupe contrôle (69,27% d’augmentation, p = 0,0023). 

La  densité  striatale  de  la  TSPO,  quant  à  elle,  a  été  évaluée  avec  le  [3H]PK-11195  sur  des 

coupes coronales de cerveau adjacentes pour les deux groupes expérimentaux (Figure 34C). 

Comme le montre la Figure 34D, la fixation spécifique du radioligand dans le STC est faible 

et  uniforme  entre  les  deux  groupes  expérimentaux  (1,71  ±  0,05  cpm/mm2 pour  le  groupe 

contrôle  et  1,75 ±  0,10  cpm/mm2 pour  le  groupe  PHA/PRE).  Dans  le  STI,  la  fixation 

spécifique  du  [3H]PK-11195  est  significativement  augmentée  dans  le  groupe  contrôle  et  le 

groupe PHA/PRE (2,95 ± 0,12 cpm/mm2 vs 1,71 ± 0,05 cpm/mm2, p = 0,0156 ; 2,65 ± 0,06 

cpm/mm2 vs  1,75  ± 0,10  cpm/mm2, p =  0,0156,  respectivement).  Toutefois,  une  diminution 

significative de la fixation spécifique du radioligand dans le STI a été observée pour le groupe 

PHA/PRE par rapport au groupe contrôle (10,17% de diminution, p = 0,0313). 
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Figure 34. Analyse sur coupes par autoradiographie : quantification du DAT et de la TSPO respectivement avec 

le [125I]PE2I et le [3H]PK-11195 dans le striatum de rats lésés à la 6-OHDA (groupe contrôle, n = 7) et après 

traitement au PHA543613/PRE-084 (groupe PHA/PRE, n = 7). (A) Représentation de la fixation totale (image 

du haut) et non-spécifique (image du bas) du [125I]PE2I dans le STC et le STI pour le groupe contrôle et pour le 

groupe PHA/PRE. (B) Analyses quantitatives de la fixation spécifique du [125I]PE2I (cpm/mm2) dans le STC et 

le STI pour le groupe contrôle et pour le groupe PHA/PRE. (C) Représentation de la fixation totale (image du 

haut) et non-spécifique (image du bas) du [3H]PK-11195 dans le STC et le STI pour le groupe contrôle et pour le 

groupe  PHA/PRE.  (D)  Analyses  quantitatives  de  la  fixation  spécifique  du  [3H]PK-11195  (cpm/mm2)  dans  le 

STC et le STI  pour le groupe contrôle et pour le groupe PHA/PRE. Tous les résultats sont exprimés sous forme 

de moyenne ± erreur standard sur la moyenne (SEM). ∗ p = 0,0156 (test des rangs de Wilcoxon), # p = 0,0313 

(test  des  rangs  de  Mann-Withney),  ## p =  0,0023  (test  des  rangs  de  Mann-Withney).  Abréviations  :  DAT 

(transporteur  de  la  dopamine),  TSPO  (protéine  translocatrice  18  kDa),  6-OHDA  (6-hydroxydopamine),    STC 

(striatum controlatéral), STI (striatum ipsilatéral). 
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3- Analyses sur coupes par immunofluorescence 

 

L’immunomarquage de la TH a été quantifié dans la SN sur des coupes coronales de cerveau 

pour  le  groupe  contrôle  (n  =  7)  (Figure  35A)  et  pour  le  groupe  PHA/PRE  (n  =  7)  (Figure 

35B).  Les  mesures  quantitatives  (Figure  35C)  indiquent  que  le  nombre  de  cellules  TH 

positives  dans  la  SNC  est  élevé et  similaire  entre  les  deux  groupes  expérimentaux  (67,71  ± 

6,23 cellules TH positives pour le groupe contrôle et 73,04 ± 2,91 cellules TH positives pour 

le groupe PHA/PRE). Dans la SNI, le nombre de cellules TH positives est significativement 

diminué dans  le  groupe  contrôle  et  le  groupe  PHA/PRE  (19,00  ±  1,15  vs.  67,71  ± 6,23 

cellules TH positives, p = 0,0156 ; 35,43 ± 3,69 vs. 73,04 ± 2,91 cellules TH positives, p = 

0,0156,  respectivement).  Cependant,  une  augmentation  significative  du  nombre  de  cellules 

TH  positives  dans  la  SNI  a  été  observée  pour  le  groupe  PHA/PRE  comparé  au  groupe 

contrôle (86,47% d’augmentation, p = 0,0017). 

 

Figure 35. Analyses sur coupes par immunofluorescence : quantification de la TH dans la SN de rats lésés à la 6-

OHDA  (groupe  contrôle,  n  =  7)  et  après  traitement  au  PHA543613/PRE-084  (groupe  PHA/PRE,  n  =  7).  (A) 

Représentation  de  l’immunomarquage  de  la  TH  dans  la  SNC  et  la  SNI  pour  le  groupe  contrôle.  (B) 

Représentation de l’immunomarquage de la TH dans la SNC et la SNI pour le groupe PHA/PRE. (C) Analyse 

quantitative du nombre de cellules TH positive dans la SNC et la SNI pour le groupe contrôle et pour le groupe 

PHA/PRE. Tous les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± erreur standard sur la moyenne (SEM). ∗ p 

=  0,0156  (test  des  rangs  de  Wilcoxon),  ## p =  0,0017  (test  des  rangs  de  Mann-Whitney).  Abréviations  :  TH 

(tyrosine  hydroxylase),  SN  (substance  noire),  6-OHDA  (6-hydroxydopamine),  SNC  (substance  noire 

controlatérale), SNI (substance noire ipsilatérale). 
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Le CD11b a également été immunomarqué dans le SN sur des coupes coronales de cerveau 

adjacentes  pour  le  groupe  contrôle  (n  =  7)  et  pour  le  groupe  PHA/PRE  (n  =  7)  comme 

représenté respectivement dans la Figure 36A et la Figure 36B. D’après la Figure 36C, l’aire 

occupée par l’immunomarquage du CD11b est très faible et uniforme entre les deux groupes 

expérimentaux  (0,46  ±  0,04%  pour  le  groupe  contrôle  et  0,32  ±  0,10%  pour  le  groupe 

PHA/PRE).  Dans  la  SNI,  l’aire  occupée  par  l’immunomarquage  est  significativement  plus 

importante pour le groupe contrôle et le groupe PHA/PRE (12,54 ± 0,91% vs. 0,46 ± 0,04%, p 

=  0,0156  ;  6,27  ±  1,27%  vs.  0,32  ±  0,10%, p =  0,0156  respectivement).  Toutefois,  une 

diminution significative de l’aire occupée par l’immunomarquage du CD11b dans la SNI a été 

observée pour le groupe PHA/PRE par rapport au groupe contrôle (50,02% de diminution, p = 

0,0041). 

 

Figure 36. Analyses sur coupes par immunofluorescence : quantification du CD11b dans la SN de rats lésés à la 

6-OHDA (groupe contrôle, n = 7) et après traitement au PHA543613/PRE-084 (groupe PHA/PRE, n = 7). (A) 

Représentation  de  l’immunomarquage  du  CD11b  dans  la  SNC  et  la  SNI  pour  le  groupe  contrôle.  (B) 

Représentation de l’immunomarquage du CD11b dans la SNC et la SNI pour le groupe PHA/PRE. (C) Analyse 

quantitative  de l’aire  occupée  par  l’immunomarquage  du  CD11b  (%)  dans  la  SNC  et  la  SNI  pour  le  groupe 

contrôle et pour le groupe PHA/PRE. Tous les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± erreur standard 

sur  la  moyenne  (SEM). ∗ p =  0,0156  (test  des  rangs  de  Wilcoxon),  ## p =  0,0041  (test  des  rangs  de  Mann-

Whitney).  Abréviations  :  SN  (substance  noire),  6-OHDA  (6-hydroxydopamine),  SNC  (substance  noire 

controlatérale), SNI (substance noire ipsilatérale). 

 

La  GFAP  a  été  immunomarquée  à  la  fois  dans  le  striatum  et  la  SN pour  les  deux  groupes 

expérimentaux. L’immunomarquage de la GFAP dans le striatum pour le groupe contrôle (n = 

7) et pour le groupe PHA/PRE (n = 7) est représenté respectivement dans la Figure 37A et la 

Figure  37B.  Les  mesures  quantitatives  (Figure  37C)  indiquent  que  l’aire  occupée  par 
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l’immunomarquage  de  la  GFAP  dans  le  STC  est  bas  et  similaire  entre  les  deux  groupes 

expérimentaux  (4,50  ±  0,24%  pour  le  groupe  contrôle  et  4,01  ±  0,30%  pour  le  groupe 

PHA/PRE).  Dans  le  STI,  une  augmentation  significative  de  l’aire  occupée  par 

l’immunomarquage de la GFAP a été observée pour le groupe contrôle et le groupe PHA/PRE 

(10,64  ±  0,54  vs.  4,50  ±  0,24%, p =  0,0156  ;  8,14  ±  0,93%  vs.  4,01  ±  0,30%, p =  0.0313). 

Cependant, une diminution significative de l’aire occupée par l’immunomarquage de la GFAP 

dans le STI a été observée pour le groupe PHA/PRE comparé au groupe contrôle (23,49% de 

diminution, p = 0,0262). 

 

 

Figure 37. Analyses  sur  coupes  par  immunofluorescence  :  quantification  de  la  GFAP  dans le  striatum  de  rats 

lésés à la 6-OHDA (groupe contrôle, n = 7) et après traitement au PHA543613/PRE-084 (groupe PHA/PRE, n = 

7). (A) Représentation de l’immunomarquage de la GFAP dans la STC et la STI pour le groupe contrôle. (B) 

Représentation de l’immunomarquage de la GFAP dans la STC et la STI pour le groupe PHA/PRE. (C) Analyse 

quantitative  de  l’aire  occupée  par  l’immunomarquage  de  la  GFAP  (%)  dans  la  STC  et  la  STI  pour  le  groupe 

contrôle et pour le groupe PHA/PRE. Tous les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± erreur standard 

sur la moyenne (SEM). ∗ p = 0,0156 (test des rangs de Wilcoxon), ❖ p = 0,0313 (test des rangs de Wilcoxon), # 

p = 0,0262  (test des rangs de Mann-Withney). Abréviations : GFAP (glial fibrillary acidic protein), 6-OHDA (6-

hydroxydopamine), STC (striatum controlatéral), STI (striatum ipsilatéral). 

 

L’immunomarquage de la GFAP dans la SN pour le groupe contrôle (n = 7) et pour le groupe 

PHA/PRE (n = 7) est représenté respectivement dans la Figure 38A et la Figure 38B. Comme 

le  montre  la Figure  38C,  l’aire  occupée  par  l’immunomarquage  de  la  GFAP  est  bas  et 

uniforme entre les deux groupes expérimentaux (6,15 ± 0,35% pour le groupe contrôle et 5,65 
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± 0,56% pour le groupe PHA/PRE). Dans la SNI, l’aire occupée par l’immunomarquage de la 

GFAP  est  significativement  plus  importante dans  le groupe  contrôle  et  le  groupe  PHA/PRE 

(14,37  ±  0,69  vs.  6,15  ±  0,35%, p =  0,0156  ;  12,27  ±  0,44  vs.  5,65  ±  0,56%, p =  0,0156, 

respectivement). Toutefois,  une  diminution  significative  de  l’aire  occupée  par 

l’immunomarquage  de  la  GFAP  a  été  observée  dans  la  SNI  pour  le  groupe  PHA/PRE  par 

rapport au groupe contrôle (14,59% de diminution, p = 0,0379). 

 

 

Figure 38. Analyses sur coupes par immunofluorescence : quantification de la GFAP dans la SN de rats lésés à la 

6-OHDA (groupe contrôle, n = 7) et après traitement au PHA543613/PRE-084 (groupe PHA/PRE, n = 7). (A) 

Représentation  de  l’immunomarquage  de  la  GFAP  dans  la  SNC  et  la  SNI  pour  le  groupe  contrôle.  (B) 

Représentation de l’immunomarquage de la GFAP dans la SNC et la SNI pour le groupe PHA/PRE. (C) Analyse 

quantitative  de  l’aire  occupée  par  l’immunomarquage  de  la  GFAP  (%)  dans  la  SNC  et  la  SNI  pour  le  groupe 

contrôle et pour le groupe PHA/PRE. Tous les résultats sont exprimés sous forme de moyenne ± erreur standard 

sur  la  moyenne  (SEM). ∗ p =  0,0156  (test  des  rangs  de  Wilcoxon),  # p =  0,0379  (test  des  rangs  de  Mann-

Withney).  Abréviations  :  GFAP  (glial  fibrillary  acidic  protein),  SN  (substance  noire),  6-OHDA  (6-

hydroxydopamine), SNC (substance noire controlatérale), SNI (substance noire ipsilatérale). 
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Quatrième partie 

Discussion 
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I- Discussion de l’étude 1 

En  considérant  le  fait  que  les  traitements  actuellement  mis  en  place dans  la  MP  sont 

symptomatiques et  ne  permettent  pas  de  ralentir  le  processus  neurodégénératif,  il  y  a  un 

besoin urgent de développer de nouvelles stratégies thérapeutiques (Tarazi et al., 2014). Dans 

ce  contexte,  le  développement  et  la  caractérisation  de modèles  animaux  explorés,  en 

particulier  à  l’aide  des  techniques  de  neuroimagerie  comme  la  TEP,  sont  des  approches 

pertinentes. Parmi ces modèles, certains sont basés sur l’administration systémique ou locale 

de neurotoxines capables d’induire une dégénérescence des neurones dopaminergiques de la 

voie nigro-striée (Blandini et al., 2008). Plus particulièrement, l’injection de 6-OHDA dans le 

striatum  induit  une  dégénérescence  partielle,  progressive  et  rétrograde  des  neurones 

dopaminergiques  nigro-striataux,  mimant  ainsi  les  stades  précoces  de la  maladie  et  donc 

mieux  adaptée que  les  lésions  totales  dans  l’évaluation  de  stratégies  neuroprotectrices. 

Cependant, l’étendue de la lésion dépend de plusieurs paramètres expérimentaux incluant la 

dose  totale  de  6-OHDA  administrée,  le  nombre  de  points  d’injection  et  leurs  coordonnées 

stéréotxiques (Kirik et al., 1998). Sur cette base, nous avons caractérisé un modèle chez le rat 

où la toxine est unilatéralement délivrée en trois points dans le striatum droit dans le but de 

produire une lésion partielle, stable et reproductible tout au long de la structure. 

 

Dans cette étude, nos explorations ont été réalisées 14 jours après l’injection intrastriatale de 

6-OHDA. En effet, il est reconnu que l’injection de la toxine dans cette structure induit une 

dégénérescence  des  terminaisons  dopaminergiques  dans  les  premiers  jours,  suivie  par  une 

perte des  corps  cellulaires  dans  la  SN  atteignant  un  niveau  stable  à  partir  de  deux  semaines 

après  l’injection (Duty  et  Jenner,  2011).  Nous  avons  tout  d’abord  analysé  le  comportement 

rotatoire  des  rats  lésés en  réponse  à  l’administration  d’amphétamine,  indiquant  de  manière 

indirecte  l’intensité  de  la  déplétion  dopaminergique  dans  le  striatum (Iancu  et  al.,  2005  ; 

Tronci  et  al.,  2012).  Nous  avons  observés  des  résultats  homogènes (nombre  de  rotations 

ipsilatérales) entre  tous  les  animaux,  reflétant  ainsi  une  lésion  stable  et  reproductible.  Ces 

résultats  ont été  confirmés  par  l’évaluation  directe in  vivo du  DAT  dans  le  striatum  par 

imagerie  TEP.  La  quantification  de  la  densité de ce  transporteur  au  niveau  striatal  permet 

d’évaluer spécifiquement l’intégrité des terminaisons des neurones dopaminergiques (Brooks 
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et Pavese, 2011 ; Tatsch et Poepperl, 2013). Pour ce faire, nous avons utilisé le [18F]LBT-999, 

un radioligand sélectif prometteur pour la recherche clinique sur la MP (Arlicot et al., 2017). 

Le [18F]LBT-999  a déjà permis  de  quantifier  de  manière  fiable  l’intensité  de  la  lésion  dans 

différents modèles de lesion à la 6-OHDA chez le rat (Grealish et al., 2014 ; Sérrière et al., 

2015). Nos données d’imagerie ont montré une réduction significative et homogène d’environ 

65%  de  l’accumulation  du  radioligand  dans  le  STI  comparé  au  STC,  indiquant  une 

dégénérescence  partielle  et  reproductible  des  terminaisons  dopaminergiques.  Ces  résultats 

sont  en  accord  avec  la  déplétion  hautement  significative  en  dopamine  dans  le  striatum  que 

nous avons quantifié en métabolomique chez ces mêmes animaux. De plus, l’intensité de la 

lésion évaluée en imagerie TEP est relativement proche de celle obtenue en autoradiographie 

(75%) avec le [125I]PE2I, un radioligand sélectif du DAT (Chalon et al., 1999). La sensibilité 

et  la  résolution  relatives  à  ces  deux  techniques  d’imagerie  pourraient  expliquer  cette 

difference de  pourcentage. Au  niveau  nigral,  nos  données  obtenues  en  immunofluorescence 

ont montré une réduction significative et uniforme d’environ 60% du nombre de cellules TH 

positives  dans  la  SNC  comparée  à  la  SNI,  indiquant  une  perte  reproductible  et  partielle  des 

corps cellulaires des neurones dopaminergiques. Ensemble, ces résultats confirment que notre 

modèle  est  caractérisé  par  une  dégénérescence  partielle  et  reproductible  des  neurones 

dopaminergiques de la voie nigro-striée suite à l’administration de la 6-OHDA.  

 

Il  est  aujourd’hui  reconnu  que  l’activation  des  cellules  gliales  comme  la  microglie  est  un 

phénomène  accompagnant  la  dégénérescence  des  neurones  dopaminergiques.  En  effet,  une 

activation  microgliale  est  observée  à  la  fois  dans  les  modèles  animaux  et  chez  le  patient 

parkinsonien in vivo ou post-mortem (Thornton et Vink, 2012). Cette activation joue un rôle 

majeur dans le processus neurodégénératif en sécrétant des médiateurs pro-inflammatoires et 

cytotoxiques (Chao et al., 2014 ; Song et al., 2016). En retour, les neurones dopaminergiques 

en cours de dégénérescence libèrent des substances comme l’ATP favorisant l’activation des 

cellules  microgliales (Saijo  et  Glass,  2011).  Dans  notre  modèle,  nous  avons  quantifié  par 

autoradiographie la densité de la TSPO, protéine considérée comme un marqueur sensible de 

l’activation  microgliale (Chen  and  Guilarte  2008  ;  Rupprecht  et  al.  2010).  Pour  cela,  nous 

avons  utilisé  le  [3H]DPA-714,  un  radioligand  hautement  spécifique  de  la  TSPO  qui a 

récemment  permis  de  quantifier de  manière  fiable  l’activation  microgliale  striatale  dans  un 

modèle  d’excitotoxicité  chez  le  rat (Foucault-Fruchard  et  al.  2017).  Nous  avons  également 

évalué l’activation microgliale dans la SN par immunomarquage du CD11b, une protéine de 
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surface  surexprimée  lors  de  l’activation  de  ces  cellules (Roy  et  al.,  2008).  Nos  résultats  ont 

montré une augmentation importante, significative et relativement homogène de la densité de 

la  TSPO  et  de  l’immunomarquage  du  CD11b  dans le  STI  et  la  SNI,  indiquant  une  robuste 

activation microgliale. De ce fait, ces résultats montrent que notre modèle est caractérisé par 

une  dégénérescence  partielle  et  reproductible  des  neurones  dopaminergiques  nigro-striataux 

associée à une importante activation microgliale 14 jours après l’administration intrastriatale 

de 6-OHDA, en accord avec les résultats précédemment publiés par Maia et al. (2012). 

 

Dans  le  but  d’explorer en  détail notre  modèle,  nous  avons  effectué  des  analyses 

métabolomiques dans les structures rattachées à la voie nigro-striée, à savoir le striatum et la 

SN. Au regard de la littérature, peu d’études métabolomiques ont été à ce jour réalisées dans 

des modèles animaux de MP (Gao et al., 2013a ; Zheng et al., 2016). Outre la déplétion en 

dopamine,  nous  avons  observé  quelques  métabolites  altérés  dans  les  structures  du  côté 

ipsilatéral comparé au côté controlatéral. Parmi eux, le glucose-6-phosphate et le glucose-1-

phosphate,  deux  métabolites  appartenant  aux  voies  métaboliques  du  glucose,  sont 

significativement  diminués dans  le  STI  et  la  SNI.  Ces  observations  sont  en  accord  avec 

plusieurs études d’imagerie TEP utilisant le [18F]FDG (glucose radiomarqué au fluor 18) dans 

le modèle 6-OHDA et ayant montrées un hypométabolisme dans le striatum et la SN du côté 

de la lésion (Casteels et al., 2008 ; Jang et al., 2012 ; Silva et al., 2013). De façon intéressante, 

nos analyses  métabolomiques  ont  également  montré  une  augmentation  significative  de  L-

carnitine  dans  le  STI.  Cette  augmentation  pourrait  constituer  un  mécanisme  endogène 

neuroprotecteur  visant  à  protéger  les  terminaisons  des  neurones  dopaminergiques  du 

processus dégénératif. En effet, il a été rapporté que la supplémentation de L-carnitine ou de 

son dérivé, l’acétyl-L-carnitine, exerce des effets anti-inflammatoires dans différents modèles 

animaux de maladies neurodégénératives incluant la MP (Silva-Adaya et al., 2008 ; Sarkar et 

al.,  2015  ;  Afshin-Majd  et al.,  2017;  Ferreira  and  McKenna,  2017).  Il  est  très  largement 

reconnu que le cerveau n’utilise pas les acides gras comme substrats énergétiques (Panov et 

al.  2014  ;  Schonfeld  et  al.,  2013).  Cependant,  bien  que  cela  soit  vrai  pour  les  neurones,  la 

carnitine-palmitoyltransférase ou CPT, enzyme intervenant dans le transport des acides gras à 

longue chaîne à travers la membrane mitochondriale pour la bêta-oxydation, est fonctionnelle 

dans  les  astrocytes (Xie  et  al.,  2016) et  dans  les  cellules  souches  neurales (Knobloch  et  al., 

2017). De ce fait, les propriétés anti-inflammatoires ou énergétiques de la L-carnitine restent 

encore  à  être  élucidées  dans  ce  modèle  et  pourraient  constituer  une approche  thérapeutique 

innovante.  
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Les analyse métabolomiques ont également révélé l’altération significative de plusieurs voies 

métaboliques dont celle de l’arginine et de la proline, à la fois dans le striatum et la SN. Nous 

avons  alors  réalisé  un  diagramme  de  Venn  afin  d’identifier  les  métabolites  de  cette  voie 

modifiés  dans  les deux  structures  et  ceux  retrouvés spécifiquement  dans  chacune  des 

structures.  Nous  avons  ainsi  constaté  que  seulement  trois  métabolites  sont  communs  au 

striatum  et  à  la  SN,  suggérant  que  les  altérations  de  la  voie  de  l’arginine  et  de  la  proline 

différent  suivant  la  structure.  Au  niveau  striatal,  trois  métabolites  sur  les  quatre  détectés 

appartiennent à la voie de biosynthèse des polyamines (L-ornithine, spermine et spermidine). 

Les  polyamines  sont  des  composés  organiques  ubiquitaires  intervenant  dans  plusieurs 

fonctions cellulaires comme l’apoptose et la transduction des signaux (Handa et al., 2018). Il 

semblerait que les polyamines soient impliquées dans la physiopathologie de la MP (Gomes-

Trolin  et  al.,  2002  ;  Lewandowski  et  al.,  2010) mais  leurs  rôles précis  restent  encore  à  être 

élucidés.  

Nous  avons  également  observé  une  altération  significative  de  la  voie  de  biosynthèse  des 

aminoacyl-ARNt dans la SN, indiquant une perturbation importante de la synthèse protéique. 

En  effet,  les  aminoacyl-ARNt  sont  des ARN  de  transfert  couplés  à  des  acides  aminés 

intervenant dans la traduction de la séquence codante de l’ARN messager en protéine. Au sein 

de  cette  voie,  nous  avons  remarqué  une  diminution  de  plusieurs  acides  aminés  dont  la  L-

phénylalanine et la L-tyrosine intervenant dans la voie de synthèse de la dopamine, en accord 

avec la lésion des neurones dopaminergiques. Outre cette voie, nous avons également observé 

une  altération  significative  du  métabolisme  de  l’histidine  caractérisée par  une  augmentation 

importante  d’histamine.  Ces  observations  sont  concordantes  avec  la  pathologie  humaine 

caractérisée  par  une  augmentation  de  l’innervation  histaminergique  et  de  la  concentration 

d’histamine  dans  la  SN (Anichtchik  et  al.,  2000  ;  Rinne  et  al.,  2002).  De  plus,  l’histamine 

exerce des effets toxiques vis-à-vis des neurones dopaminergiques notamment via l’activation 

de la microglie environnante (Vizuete et al., 2000 ; Liu et al., 2007 ; Rocha et al., 2016).  

 

Au total, nous avons mis en place et exploré un modèle de lésion partielle à la 6-OHDA chez 

le  rat  caractérisé  par  une  dégénérescence  reproductible  et  modérée  des  neurones 

dopaminergiques de la voie nigro-striée, associée à une importante neuroinflammation. Outre 

les altérations métaboliques connues dans la MP (métabolisme de la dopamine, métabolisme 

énergétique), nos analyses métabolomiques ont permis de mettre en évidence des altérations 

spécifiques  de  plusieurs  métabolites  et  voies  métaboliques  (carnitine,  métabolisme  de 
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l’arginine  et  de  la  proline,  métabolisme  de  l’histidine),  qui  concordent avec  certaines 

observations réalisées en clinique. Cependant, nous ne savons pas si ces altérations sont des 

mécanismes délétères ou au contraire, des mécanismes endogènes de protection en réponse à 

la lésion des neurones dopaminergiques. De ce fait, il sera nécessaire de mieux comprendre 

ces modifications afin de proposer de nouvelles approches thérapeutiques dans la MP.  
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II- Discussion de l’étude 2 

Dans cette étude, nous avons évalué in vivo le profil d’expression des nAChR-α7 par imagerie 

TEP  dans  les  structures  de  la  voie  nigro-striée  (Striatum  et  SN)  à  différents  temps  après 

administration  de  la  6-OHDA.  Pour  cela,  nous  avons  utilisé  le  [18F]ASEM,  un  radiotraceur 

caractérisé par une haute affinité et sélectivité pour les nAChR-α7 (constante d’inhibition ou 

Ki  =  0,4  nM) (Horti  et  al.,  2015).  En  considérant  l’absence  de  données  sur  la  répartition 

cérébrale du [18F]ASEM in vivo chez le rat, nous avons tout d’abord évalué la biodistribution 

cérébrale ex vivo du radiotraceur chez le rat sain. Les résultats ont montré une accumulation 

très  importante  du  [18F]ASEM  dans  l’hippocampe  et  dans  les  colliculi,  une  accumulation 

intermédiaire  dans  le  cortex  préfrontal  et  le  thalamus,  une  accumulation  plus  faible  dans  le 

striatum  et  une  accumulation  très  faible  dans  le  cervelet.  De  plus,  l’accumulation  du 

radiotraceur  était significativement  diminuée  après  pré-injection  de  MLA  (antagoniste  des 

nAChR-α7)  dans  toutes  les  structures  étudiées  hormis  le  cervelet,  démontrant  ainsi  la  haute 

sélectivité et affinité du [18F]ASEM pour les nAChR-α7 au niveau central et la pertinence de 

son  utilisation  pour  des  exploitations in  vivo chez  le  rat.  Ces  résultats  sont en  accord  avec 

ceux précédemment obtenus chez la souris (Gao et al., 2013).  

 

Dans une seconde étape, nous avons utilisé le [18F]ASEM en imagerie TEP afin d’effectuer un 

suivi longitudinal des nAChR-α7 dans le modèle de lésion partielle à la 6-OHDA chez le rat. 

Pour  cela,  nous  avons  effectué  trois  sessions  d’imagerie  à  3,  7  et  14  jpl  où  nous  avons 

quantifié  l’accumulation  du  radiotraceur  dans  les  structures  clés  de  la  voie  nigro-striée 

(striatum  et  SN).  Les  résultats  ont  montré  une  augmentation  significative  de  la  fixation  du 

[18F]ASEM  dans  le  STI  par  rapport  au  STC  uniquement  à  3  jpl,  indiquant  que  la  densité 

striatale des nAChR-α7 est précocement modifiée suite à l’administration de la neurotoxine. 

Les  résultats  ont  également  montré  une  augmentation  significative  de  la  fixation  du 

radiotraceur dans la SNI comparée à la SNC seulement à 7 jpl, suggérant que l’augmentation 

de  la  densité  des  nAChR-α7  se  manifeste  plus  tardivement  dans  la  SN  que  dans  le  striatum 

après administration de la 6-OHDA. Toutefois, ces différences ne sont observées que pour un 

temps donné aussi bien pour le striatum que pour la SN, suggérant ainsi que ces modifications 

ne  sont  que  transitoires.  En  effet,  à  14  jpl,  aucune  différence  n’est observée dans les  deux 

structures. 
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Au  niveau  central,  les  nAChR-α7  sont  exprimés  par  les  neurones  mais  sont  également 

retrouvés  au  niveau  des  cellules  gliales  incluant  les  cellules  microgliales  et  les  astrocytes 

(Teaktong et al., 2003 ; Shytle et al., 2004). Dans le cadre de la MP aussi bien chez l’Homme 

que  dans  les  modèles  animaux,  la  dégénérescence  des  neurones  dopaminergiques  nigro-

striataux est associée à une activation de ces cellules gliales. Leur activation se manifeste par 

différentes  modifications  morphologiques  mais  également  par  une  prolifération  importante 

(microgliose pour les cellules microgliales et astrogliose pour les astrocytes). Dans le modèle 

6-OHDA,  l’activation  des  cellules  microgliales  et  des  astrocytes  peut  se  manifester 

précocement, à partir de trois jours après injection de la neurotoxine, et peut persister jusqu’à 

trois semaines post-injection (Hernandez-Baltazar et al., 2017). De ce fait, les modifications 

transitoires de la densité des nAChR-α7 observées en imagerie TEP dans le striatum et la SN 

respectivement à 3 jpl et 7 jpl pourraient témoigner d’une activation des cellules microgliales 

et/ou des astrocytes.  

 
Après  la  dernière  session  d’imagerie  réalisée  à  14  jpl, nous  avons  tout  d’abord  quantifié  la 

perte  des  neurones  dopaminergiques  nigro-striataux  en  autoradiographie  (densité  du  DAT 

dans  le  striatum  avec  le  [125I]PE2I)  et  par immunofluorescence  (comptage  du nombre  de 

cellules TH positives dans la SN). Les résultats ont montré une diminution d’environ 70% de 

la  densité  du  DAT  dans  le  STI  par  rapport  au  STC  et  une  diminution  d’environ  65%  du 

nombre de cellules TH positives dans la SNI comparée à la SNC, en accord avec une lésion 

partielle  des  neurones  dopaminergiques  mimant  les  stades  précoces  de  la  MP.  Ces  résultats 

sont  également  similaires  à  ceux  obtenus  dans notre  première étude  concernant  la 

caractérisation du modèle, démontrant ainsi la bonne reproductibilité de la lésion.  

Nous  avons  également  quantifié  l’activation  des  cellules  gliales  par  immunofluorescence  au 

niveau  striatal  et  nigral.  Pour  les  astrocytes,  nous  avons  quantifié  la  GFAP,  un  marqueur 

conventionnel  surexprimé  lors  de  l’activation  de  ces  cellules (Brahmachari  et  al.,  2007). 

L’activation  des  cellules  microgliales,  quant  à elle,  a  été  évaluée  par  le  nombre  de  cellules 

CD11b  positives  mais  également  par  le  nombre  de  cellules  CD11b  positives  exprimant  le 

P2X7R  afin  d’évaluer  la  polarisation  microgliale.  En  effet,  le  P2X7R  est  exprimé  par  la 

microglie  et  a  été  récemment  proposé  comme  potentiel  marqueur  du  phénotype  M1 

(phénotype  classique  ou  pro-inflammatoire) (Tronel  et  al.,  2017).  Les  analyses  quantitatives 

ont montré la présence d’une importante activation astrocytaire et microgliale à 14 jpl à la fois 

dans  le  striatum  et  la SN.  De  plus,  cette  activation  microgliale  est  caractérisée  par  une 

importante  population  de  cellules exprimant  le  P2X7R,  donc probablement  orientées  en 
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phénotype M1 délétère pour l’environnement tissulaire et cellulaire.  

 

Dans  ce  contexte,  nous  pouvons émettre  l’hypothèse que  les  modifications des  nAChR-α7 

observées  en  imagerie  TEP  seraient  liées  à  des  réponses  transitoires  impliquant  de  la 

microglie  M2.  En  effet,  le  phénotype  M2  est  impliqué  dans  plusieurs  fonctions  incluant  la 

réparation  tissulaire,  la  clairance  des  débris  cellulaires  et  l’atténuation  des  processus 

inflammatoires (Cherry  et  al.,  2014),  créant  ainsi  un  environnement  « neuroprotecteur ».  De 

plus,  ces  réponses  sembleraient  liées  à  la  cinétique  de  la  dégénérescence  rétrograde  des 

neurones  dopaminergiques  caractéristique  du  modèle.  En  effet, la  réponse  observée  à  3  jpl 

dans  le  striatum  pourrait  être  reliée  à la  mise  en  place  d’un  mécanisme  de protection  des 

terminaisons dopaminergiques alors que la réponse à 7 jpl dans la SN pourrait être reliée à ce 

processus  au  niveau des  corps  cellulaires  des  neurones  dopaminergiques.  Il  semble  donc  y 

avoir  une  évolution  temporelle  des  réponses  microgliales  caractérisée  par  une  augmentation 

précoce des réponses M2 suivie par une augmentation progressive des réponses M1. Ce type 

de  cinétique  a  été  récemment  proposé dans un modèle  animal proche par Ambrosi  et  al. 

(2017). Ces auteurs ont montré que la dégénérescence des neurones dopaminergiques nigro-

striataux  est  associée  à  une  réponse  biphasique  de  l’activation  microgliale,  caractérisée  par 

une  augmentation  précoce  du  phénotype  M2  laissant  place  progressivement  à  une 

augmentation du phénotype M1 (transition entre les deux phénotypes observée aux alentours 

de 14 jpl). En dehors de la MP, ce type de cinétique a également été observée chez l’animal 

en  condition  ischémique (Perego  et  al,  2011 ;  Hu  et  al.,  2012),  suggérant  ainsi  que  ces 

réponses microgliales biphasiques pourraient être partagées par différents troubles du SNC.  

 

Dans cette étude, le [18F]ASEM a été pour la première fois utilisé dans le contexte de la MP 

au  niveau  pré-clinique  dans  le  modèle  de  lésion  partielle  à  la  6-OHDA  chez  le  rat.  La 

biodistribution ex vivo cérébrale chez le rat sain a permis de confirmer la haute spécificité et 

sélectivité  du  radiotraceur  pour  les  nAChR-α7  au  niveau  central.  Les données  obtenues  en 

imagerie  TEP  ont  permis  de  mettre  en  évidence  des  modifications  de  la  densité  de  ces 

récepteurs dans les structures clés de la voie nigro-striée (striatum et SN), suggérant ainsi que 

le [18F]ASEM pourrait être potentiellement utilisé pour des études cliniques dans le cadre de 

la MP. Ce radiotraceur a récemment montré son efficacité à cibler les nAChR-α7 par imagerie 

TEP dans le cerveau humain sain (Hillmer et al., 2017 ; Coughlin et al., 2018) mais également 

en condition pathologique dans le cadre de la schizophrénie (Wong et al., 2018). Nos résultats 
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suggèrent également  des  réponses  microgliales  biphasiques  associées à  la  cinétique  de 

dégénérescence  des  neurones  dopaminergiques  nigro-striataux.  En  considérant  que 

l’activation  des  nAChR-α7  participe  à la  transition  du  phénotype  M1  vers  le  phénotype  M2 

(Han et al., 2014 ; Kalkman et Feuerbach, 2016 ; Zhang et al., 2017), l’utilisation d’agonistes 

ciblant spécifiquement ces récepteurs pourrait donc constituer une approche neuroprotectrice 

prometteuse  afin  de  réduire  l’activation  des  cellules  microgliales  et  d’empêcher  ainsi  leur 

transition vers un phénotype délétère.   



134 

 

III- Discussion de l’étude 3 

En  considérant que  l’interaction  entre  les  nAChR-α7  et  les σ1R  exerce  des  effets 

neuroprotecteurs dans un modèle d’étude de la MA (injection du peptide Aβ25-35), nous avons 

émis  l’hypothèse  que l’utilisation  en  combinaison  d’agonistes  ciblant  ces  deux  types  de 

récepteurs  pourrait  constituer  une  nouvelle approche  thérapeutique  dans  le  traitement  des 

maladies neurodégénératives incluant la MP. 

 

Dans cette étude, nous avons donc évalué les effets d’une combinaison entre un agoniste des 

nAChR-α7 et un agoniste des σ1R dans notre modèle de lésion partielle à la 6-OHDA chez le 

rat. Pour les nAChR-α7, nous avons choisi le PHA543613 (N-[(3R)-1-Azabicyclo[2.2.2]oct-

3-yl]furo[2,3-c]pyridine-5-carboxamide), un agoniste sélectif de ces récepteurs (Ki = 8,8 nM) 

(Beinat  et  al.,  2015) dont  les  propriétés  neuroprotectrices  et  anti-inflammatoires  ont  été 

montrées dans différents modèles animaux incluant des modèles d’hémorragie intracérébrale 

et  des  modèles  de  maladies  neurodégénératives  comme  la  MA  et  la  maladie  de Huntington 

(Krafft  et  al.,  2012  ;  2013  ;  2017  ;  Sadigh-Eteghad,  2015  ;  Foucault-Fruchard  et  al.,  2017  ; 

2018). Dans le cadre de la MP, notre équipe a récemment montré dans un modèle de lésion 

partielle à la 6-OHDA chez le rat que le PHA543613 (6 mg/kg) exerce une protection partielle 

des  terminaisons  striatales  des  neurones  dopaminergiques  associée  à  une  réduction  de 

l’activation  microgliale (Sérrière  et  al.,  2015).  Dans  notre étude,  nous  avons  donc 

logiquement utilisé la même dose de PHA543613 et nous l’avons administré per os car il est 

caractérisé par une pénétration rapide de la BHE et par une bonne biodisponibilité orale chez 

le rat (> 60%) (Wishka et al., 2006 ; Faghih et al., 2008).  

Concernant  les σ1R,  nous  avons  choisi  d’utiliser  le  PRE-084  (2-(4-Morpholino)ethyl-1-

phenylcyclohexane-1-carboxylate),  un  agoniste  sélectif  de  ces  récepteurs  (Ki  =  2,2  nM) 

(Maurice, 1999) couramment repris dans les études pré-cliniques in vivo. De plus, il s’agit du 

seul agoniste  ayant  fait  l’objet  d’une  étude  dans  le  cadre  de  la  MP  au  niveau  pré-clinique 

(Francardo  et  al.,  2014).  Comme  le  PHA543613,  il  exerce  une  protection  partielle  des 

neurones  dopaminergiques  associée  à  une  réduction  de  l’activation  de  la  microglie  dans  un 

modèle  d’intoxication  à  la  6-OHDA (Francardo  et  al.,  2014).  Dans  cette  même  étude,  une 

expérience  pilote  a  montré  que  la  dose  de  1  mg/kg  induit  des  effets  neuroprotecteurs.  Nous 
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avons donc utilisé cette dose et nous avons injecté le PRE-084 par voie intra-péritonéale car 

cette voie d’administration est associée à des effets neuroprotecteurs et anti-inflammatoires de 

l’agoniste chez le rongeur dans différents modèles (Penas et al., 2011 ; Griesmaier et al., 2012 

; Mancuso et al., 2012 ; Peviani et al., 2014 ; Dong et al., 2016).  

 

Nos résultats n’ont pas montré de différence significative au niveau comportemental chez les 

animaux  traités (nombres  de  rotations  ipsilatérales  effectuées  après  administration 

d’amphétamine),  suggérant  que  le  traitement  n’améliore  pas  le  déficit  moteur  chez  les  rats 

lésés  unilatéralement  à  la  6-OHDA.  Afin  d’évaluer  les  effets  du  traitement  sur  la 

dégénérescence  des  neurones  dopaminergiques  nigro-striataux,  nous  avons  quantifié  par 

autoradiographie  sur  coupes  le  DAT  dans  le  striatum  dont  la  densité  reflète  l’intégrité  des 

terminaisons de ces neurones (Shih et al., 2006). Pour cela, nous avons utilisé le [125I]PE2I, un 

radioligand spécifique de ce transporteur (Chalon et al., 1999). Nous avons également compté 

le  nombre  de  cellules  TH  positives  dans  la  SN.  Nos  résultats  ont  montré  que  la  fixation 

spécifique  du  [125I]PE2I  dans  le  striatum  et  le  nombre  de  cellules  TH  positives  dans  la  SN 

sont  élevés  et  similaires  du  côté  controlatéral  pour  tous  les  animaux  (STC  et  SNC, 

respectivement),  et  significativement  diminués  du  côté  ipsilatéral  (STI  et  SNI, 

respectivement)  comme  attendu  après  injection  de  la  neurotoxine.  Cependant,  nous  avons 

observé que la fixation spécifique du [125I]PE2I et le nombre de cellules TH positives du côté 

ipsilatéral sont  significativement  augmentés  pour  le  groupe  PHA/PRE  comparé  au  groupe 

contrôle,  indiquant  que  le  traitement  préserve  partiellement  l’intégrité  des  neurones 

dopaminergiques nigro-striataux. De ce fait, nos résultats montrent que la combinaison entre 

le  PHA543613  et  le  PRE-084  exerce  des  effets  neuroprotecteurs  dans  le  modèle  de  lésion 

partielle à la 6-OHDA chez le rat. 

 

Nous  avons  également  évalué les  effets  du  traitement  sur  la  neuroinflammation,  plus 

particulièrement sur les réactions gliales incluant l’activation des cellules microgliales et des 

astrocytes.  Pour  l’activation  microgliale,  nous  avons  quantifié  par  autoradiographie  sur 

coupes la densité striatale de la TSPO dont l’expression est dramatiquement augmentée lors 

de  l’activation  de  ces  cellules (Kim  et  Yu,  2015).  Dans  cet  objectif,  nous  avons  utilisé  le 

[3H]PK-11195, un radioligand spécifique de la TSPO utilisé in vitro chez l’Homme et chez le 

rat (Doble  et  al.,  1987  ;  Dubois  et  al.,  1988).  Nous  avons  également  évalué  l’activation 

microgliale  au  niveau  nigral  avec  un  immunomarquage  du  CD11b  dont  l’expression  est 
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augmentée  lors  de  ce  processus  cellulaire (Roy  et  al.,  2006).  En  parallèle,  nous  avons 

quantifié  l’activation  des  astrocytes  à  la  fois  dans  le  striatum  et  la  SN via un 

immunomarquage  de  la  GFAP.  Nos  résultats  ont  montré  que  tous  les  marqueurs  cellulaires 

étudiés  sont  significativement  augmentés  du  côté  ipsilatéral  pour  tous  les  animaux  (STI  et 

SNI), indiquant que la perte des neurones dopaminergiques nigro-striataux est associée à une 

activation  importante  des  cellules  microgliales  et  des  astrocytes.  Toutefois,  nous  avons 

constaté une diminution significative de l’expression de ces marqueurs dans le STI et la SNI 

pour le groupe PHA/PRE comparé au groupe contrôle, suggérant que le traitement atténue les 

réactions  gliales  associées  à  la  perte  des  neuronale. Ainsi,  nos  résultats  montrent  que  la 

combinaison entre le PHA543613 et le PRE-084 exerce des effets anti-inflammatoires dans le 

modèle de lésion partielle à la 6-OHDA chez le rat. 

 

Il s'agit  de  la  première  étude  concernant  l'évaluation  des  effets  potentiellement 

neuroprotecteurs d'une combinaison entre un agoniste des nAChR-α7 et un agoniste des σ1R 

dans  un  modèle  de  rat  mimant  les  stades  précoces  de  la  MP. Pour  cela,  nous  avons  choisi 

d’utiliser le  PHA543613  pour  les nAChR-α7 et  le  PRE-084  pour  les σ1R, deux agonistes 

sélectifs ayant montrés séparément des effets neuroprotecteurs et anti-inflammatoires dans des 

modèles proches (Francardo et al., 2014 ; Sérrière et al., 2015). Compte tenu du faible nombre 

d’animaux  utilisés  dans  les  deux  groupes  expérimentaux,  nous  pouvons  considérer  que  nos 

résultats  sont  préliminaires.  Dans  ce  contexte,  ils  doivent  être  confirmés  et  complétés  avec 

d’autres analyses comme l’évaluation directe et longitudinale in vivo du DAT ou de la TSPO 

par des modalités de neuroimagerie comme la TEP et l’évaluation de cette combinaison sur la 

polarisation microgliale M1/M2. Nos données indiquent que le PHA543613 en combinaison 

avec  le  PRE-084  préserve partiellement  l’intégrité  des  neurones  dopaminergiques  nigro-

striataux  et réduit les  réactions  gliales  chez  le  rat  lésé  unilatéralement  à  la  6-OHDA, 

confirmant  ainsi  l'interaction  spécifique  entre  les  nAChR-α7  et  les σ1R.  De  ce  fait,  la 

combinaison  entre  le  PHA543613  et  le PRE-084  pourrait  constituer  une  nouvelle  entité 

biochimique prometteuse dans le traitement de la MP.  
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Conclusion 
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L’ensemble de ce travail de thèse a consisté à mettre au point et à caractériser un modèle de 

lésion  partielle  à  la  6-OHDA  chez  le  rat,  puis d’évaluer  le  potentiel  neuroprotecteur  d’une 

stratégie à visée anti-inflammatoire.  

Dans  une  première  étape,  nous  avons  mis en  place  le  modèle  et exploré  le  processus 

neurodégénératif  et  la  neuroinflammation  en  utilisant  différentes  approches  expérimentales. 

Les  résultats  ont  montré  une  dégénérescence  partielle  et  reproductible  des  neurones 

dopaminergiques  associée  à  une  neuroinflammation  marquée.  En  parallèle,  nos  analyses 

métabolomiques  ont  révélé  des  altérations  spécifiques  de  plusieurs  métabolites  et voies 

métaboliques, apportant ainsi de nouveaux éléments dans la compréhension des mécanismes 

intervenant  dans  le  processus  neurodégénératif.  Toutefois,  il  sera  nécessaire  d’explorer  plus 

précisément ces altérations afin d’élaborer de nouvelles approches thérapeutiques.  

Dans  une  deuxième  étude,  nous  avons  analysé  dans  le  modèle  de  manière  longitudinale  le 

profil  d’expression  des  nAChR-α7  par  imagerie  TEP  avec  le  [18F]ASEM.  Les  résultats  ont 

permis de mettre en évidence des modifications transitoires de la densité de ces récepteurs qui 

pourraient  être  liées  à  des  réponses  microgliales  biphasiques  (M2  puis  M1)  associées  à  la 

cinétique  de  la  dégénérescence  neuronale.  Il  serait  donc  intéressant  de  confirmer  dans  les 

mêmes  conditions  ce  type  de  cinétique  avec  des  analyses  par  immunofluorescence  des 

populations microgliales à différents temps après administration de la neurotoxine. 

Dans  une  troisième  étude,  nous  avons  évalué  pour  la  première  fois  les  effets  d’une 

combinaison  entre  un  agoniste  des  nAChR-α7  et  un  agoniste  des σ1R  dans  le  modèle  de 

lésion partielle à la 6-OHDA. Les résultats ont permis de montrer que ce type de traitement 

préserve partiellement l’intégrité des neurones dopaminergiques et réduit les réactions gliales 

chez  les  rats  lésés.  Ces résultats  devront  être  confirmés  et  complétés  avec  d’autres  analyses 

comme l’évaluation sur la polarisation microgliale M1/M2. Il serait intéressant de confronter 

ces  résultats  avec  ceux  obtenus  dans  le  cadre  d’un  traitement  avec  chaque  agoniste 

indépendemment, afin  de  déterminer  si  les  effets  produits  par  la  combinaison  sont plus 

bénéfiques  dans  l’atténuation de  la  perte  dopaminergique  et  les  processus 

neuroinflammatoires.  Il  serait  également  intéressant  d’étudier  l’impact  de  ce  type  de 

combinaison  sur  le métabolome  dans  le  but  d’identifier  potentiellement  des  voies 

neuroprotectrices. 
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Abstract:

Parkinson’s disease (PD) is characterized by the degeneration of 
dopaminergic (DA) neurons constituting the nigrostriatal pathway. 
Neuroinflammation, related to microglial activation, plays an important 
role in this process. Exploration of animal models of PD using 
neuroimaging modalities allows to better understand the 
pathophysiology of the disease. Here, we fully explored a moderate 
lesion model in the rat in which 6-hydroxydopamine was unilaterally 
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delivered in 3 sites along the striatum. The degenerative process was 
assessed through in vivo Positron Emission Tomography (PET) imaging 
and in vitro autoradiographic quantitation of the striatal dopamine 
transporter (DAT) and immunostaining of tyrosine hydroxylase (TH). The 
microglial activation was studied through in vitro autoradiographic 
quantitation of the 18 kDa translocator protein (TSPO) in the striatum 
and CD11b staining in the SN. In addition, a targeted metabolomics 
exploration was performed in both these structures using mass 
spectrometry coupled to HPLC. Our results showed a reproducible 
decrease in the striatal DAT density associated with a reduction in the 
number of TH-positive cells in the SN and striatum, reflecting a robust 
moderate degeneration of nigrostriatal DA neurons. In addition, we 
observed strong microglia activation in both the striatum and SN 
ipsilateral to the lesion, highlighting that this moderate degeneration of 
DA neurons was associated with a marked neuroinflammation. Our 
metabolomics studies revealed alterations of specific metabolites and 
metabolic pathways such as carnitine, arginine/proline and histidine 
metabolisms. These results bring new insights in the PD mechanism 
knowledge and new potential targets for future therapeutic strategies.
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Abstract 

Parkinson’s disease (PD) is characterized by the degeneration of dopaminergic (DA) 

neurons  constituting  the  nigrostriatal  pathway.  Neuroinflammation,  related  to 

microglial  activation,  plays  an  important  role  in  this  process.  Exploration  of  animal 

models  of  PD  using  neuroimaging  modalities  allows  to  better  understand  the 

pathophysiology  of  the disease.  Here,  we  fully  explored  a moderate lesion model in 

the  rat  in  which  6-hydroxydopamine  was  unilaterally  delivered  in  3  sites  along  the 

striatum.  The  degenerative  process  was  assessed  through  in  vivo  Positron  Emission 

Tomography (PET) imaging and in vitro autoradiographic quantitation of the striatal 

dopamine transporter (DAT) and immunostaining of tyrosine hydroxylase (TH). The 

microglial activation was studied through in vitro autoradiographic quantitation of the 

18 kDa translocator protein (TSPO) in the striatum and CD11b staining in the SN. In 

addition, a targeted metabolomics exploration was performed in both these structures 

using  mass  spectrometry  coupled  to  HPLC. Our  results  showed  a  reproducible 

decrease in the striatal DAT density associated with a reduction in the number of TH-

positive  cells  in  the  SN and  striatum,  reflecting  a  robust moderate degeneration of 

nigrostriatal DA neurons. In addition, we observed strong microglia activation in both 

the  striatum  and  SN  ipsilateral  to  the  lesion,  highlighting  that  this moderate 

degeneration  of  DA  neurons  was  associated  with  a  marked  neuroinflammation.  Our 

metabolomics  studies  revealed  alterations  of  specific  metabolites  and  metabolic 

pathways such as carnitine, arginine/proline and histidine metabolisms. These results 

bring  new  insights  in  the  PD  mechanism  knowledge  and  new  potential  targets  for 

future therapeutic strategies. 

Key words: Neuroinflammation; PET imaging; metabolomics; dopamine transporter; 

TSPO 
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1. INTRODUCTION 

Parkinson’s  Disease  (PD)  is  the  second  most  common  neurodegenerative  disorder 

after  Alzheimer’s  disease  and  affects  approximately  4.5  million  people  worldwide, 

with  that  number  estimated  to  double  by  2030  (Nasrallah  and  Dubroff  2013).  PD  is 

mainly  characterized  by  the  gradual  loss  of  dopaminergic  (DA)  neurons  in  the 

substantia nigra pars compacta (SNpc), leading to dopamine depletion in the striatum. 

These  neurons constitute  the  nigrostriatal  DA  pathway  which  plays an essential  role 

in the control of voluntary motor movement (Chinta and Andersen 2005). While 5% 

of  PD  cases  are  inherited,  95%  have  no  apparent  genetic  etiology  (referred  to  as 

“sporadic  PD”)  (Dauer  and  Przedborski  2003).  Patients  suffering  from  PD  exhibit 

motor  features  that  can  be  grouped  under  the  acronym  TRAP:  Tremor  at  rest, 

Rigidity,  Akinesia,  and  Postural  instability  (Jankovic  2008).  Nowadays,  it  is  widely 

accepted  that  PD  is  also  characterized  by  non-motor  symptoms  such  as  sensory 

abnormalities,  behavioral  changes,  sleep  disturbances,  and  autonomic  dysfunction 

(Pfeiffer 2016). Although several risks factors have been identified such as aging and 

long-term exposition to pesticides, the processes that lead to the loss of DA neurons 

are  not  yet  fully  understood.  Many  post-mortem  brain  imaging  and  fluid  biomarker 

studies  indicate  that  neuroinflammation  is  an  important  feature  of  PD  (Poewe  et  al. 

2017).  Neuroinflammation  is  mainly  characterized  by  microglial  activation  which 

induces  the  release  of  a  large  group  of  pro-inflammatory  cytokines  including  tumor 

necrosis  factor-α  (TNF-α)  and  interleukin-1β  (IL-1β)  that  contribute  to  the 

degeneration of DA neurons (Wang et al. 2015). Moreover, DA neurons in the SNpc 

are  particularly  susceptible  to  microglial-mediated  neurotoxicity  due  to  the  high 

density  of  microglia  in  this  brain  area  (Collins  et  al.  2012).  Consequently,  targeting 
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neuroinflammation constitutes a promising therapeutic strategy for PD. 

 

Although  all  facets  of  PD  are  nearly  impossible  to  model  in  animals  (Vingill  et  al. 

2017), these models are invaluable tools to gain knowledge of mechanisms involved 

in  the  pathological  process  and  to  evaluate  new  therapeutic  approaches.  In  this 

context,  the  recent  development  of  non-invasive  imaging  methods  in  small  animals 

gives  the  unique  opportunity  to  follow  at  the  same  time  a  number  of  various 

parameters  such  as  brain  activity,  neurotransmission  and  neuroinflammation  during 

the course of the disease, and the effects of potential treatments. In this field, positron 

emission tomography (PET) has already demonstrated its usefulness, particularly in 6-

hydroxydopamine  (6-OHDA)  lesion  models  of  PD  in  rodents  (Casteels  et  al.  2008; 

Fricke  et  al.  2016;  Molinet-Dronda  et  al.  2015).  Although  these  models  have  been 

well-recognized and widely used, most use direct injections of the toxin into the SNpc 

or  medial  forebrain  bundle  (MFB),  producing  a  rapid  and  massive  (>  90%) 

degeneration of DA neurons (Gubellini and Kachidian 2015) that reflect late stages of 

PD  (Glajch  et  al.  2012).  By  contrast,  administration  of  6-OHDA  in  the  striatum 

produces  a  progressive  and moderate lesion corresponding to early stages of the 

disease  (Kirik  et  al.  1998;  Deumens  et  al.  2002),  appearing  therefore  better  adapted 

for  the  evaluation  of  potential  treatments.  Several  modalities  of  striatal  6-OHDA 

administration have already been described, using different doses and injection sites. 

The  administration  of  low  dose  in  3  different  sites  of  the  rat  striatum  was  recently 

shown  to  induce  a  stable  and  reliable moderate lesion as assessed by rotational 

behavior and number of intact dopaminergic cells (Penttinen et al. 2016).  

 

In this study, we fully characterized a close moderate 6-OHDA lesion model suitable 
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for  neuroimaging  modalities,  especially  using  PET.  To  this  aim,  we  explored  the 

degeneration of DA neurons by in vivo PET imaging with [18F]LBT-999, a dopamine 

transporter (DAT) tracer useful for PET human studies (Arlicot et al. 2017; Ribeiro et 

al.  2017).  These  imaging  findings  were  compared  to  other  characteristics  of  the 

model,  such  as  the  microglia  activation  and  brain  metabolome  which  were explored 

through in vitro analyses. 

 

2. MATERIALS AND METHODS 

2.1. Animals 

All procedures were conducted in accordance with the European Community Council 

Directive 2010/63/EU for laboratory animal care and the experimental procedure was 

validated  by  the  Regional  Ethical  Committee  (Authorization  N°00434.02). 

Experiments  were  carried  out  on  adult  male  Wistar  rats  (Charles  River,  France) 

weighting  300  ±  5  g  (n  =  22)  at  the  beginning  of  the  experiments.  Animals  were 

housed in groups of two per cage in a temperature (21 ± 1°C) and humidity (55 ± 5%) 

controlled environment under a 12-h light/dark cycle, with food and water available 

ad libitum.  

 

2.2. 6-OHDA lesion 

Twenty  minutes  before  surgery,  rats  were  injected  intra-peritoneally  with  pargyline 

hydrochloride  (50  mg/kg,  Abcam,  Paris,  France)  in  order  to  prevent  6-OHDA 

oxidation by monoamine oxidase. Then, they were anesthetized with isoflurane (4%, 

500  mL/min,  Baxter,  France),  placed  on  a  stereotaxic  frame  (Stoelting,  Phymep, 

Paris,  France)  and  maintained  under  isoflurane  2.5%  (500  mL/min)  during  surgery. 

Body  temperature  was  monitored  and  kept  as  constant  as  possible  (37°C)  using  a 
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thermal  probe.  Lesion  was  obtained  by  intrastriatal  injection  of  6-OHDA 

hydrochloride  (Sigma-Aldrich,  Saint-Quentin  Fallavier,  France).  A  total  of  12  µg  of 

6-OHDA  was  administered  in  three  areas  of  the  right  striatum  (2  mg/mL  in  0.01% 

ascorbic acid dissolved in saline, pH 4.5, i.e. 4 µg in 2 µL for each area) using a 25 µL 

Hamilton  Gastight  syringe  (Hamilton,  Massy,  France)  with  a  30-gauge  needle 

(Phymep, Paris, France). Stereotaxic coordinates from Bregma (Figure 1) were: AP1 

= +1.6 mm, L1 = -2.8 mm, P1 = -6 mm; AP2 = 0.0 mm, L2 = -4.1 mm, P2 = -5.5 mm; 

AP3  =  -1.2  mm,  L3  =  -4.5  mm,  P3  =  -5.5  mm,  according  to  the  rat  brain  Atlas  of 

Paxinos  and  Watson  (2009).  The  6-OHDA  solution  was  perfused  at  the  rate  of  0.5 

µL/min. After each injection, the needle was kept in place for 5 minutes to minimize 

backflow of the solution. Following surgery, the rats were given buprenorphine (0.05 

mg/kg sub-cutaneously) for post-operative pain. 

 

2.3. Amphetamine-induced rotations test 

At  13  days  post-lesion,  all  rats  received  an  intra-peritoneal  injection  of  d-

amphetamine sulfate (3 mg/kg) (Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France) and 

were  placed  in  automatic  rotometer  bowls  (Imetronic,  Pessac,  France).  Fifteen 

minutes  after  injection,  the  number  of  ipsilateral rotation  was  measured for  2  hours. 

Full rotation was determined as a complete, uninterrupted 360° turn. 

 

2.4. PET imaging study 

2.4.1. Radiotracer preparation 

No-carrier added [18F]LBT-999  was prepared  as  previously  described  (Sérrière et al. 

2014)  and obtained  with  a  radiochemical  purity  >  98%  and  a  specific  activity 

comprised between 30 and 190 GBq/µmol.  
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2.4.2. PET imaging and data analyses 

PET  imaging  was  performed  at  14  days  post-lesion  (n  =  8)  using  a  microPET/CT 

SuperArgus  system  (Sedecal,  Madrid,  Spain),  according  to  a  previously  published 

method  (Sérrière  et  al.  2014).  Before  PET  acquisition,  a  5-minute  computed 

tomography  scan  was  acquired  for  attenuation  correction.  A  bolus  injection  of  37 

MBq/300 g body weight of [18F]LBT-999 in saline was administered into the tail vein 

of  anesthetized  rats,  and  acquisition  lasted  50  min.  PET  images  were  analyzed  with 

the region of interests (ROIs) for the left striatum (Contralateral-Striatum (C-ST), i.e 

non  lesioned  striatum),  right  striatum  (Ipsilateral-Striatum  (I-ST),  i.e  lesioned 

striatum),  and  Cerebellum  (CE).  In  this  study,  the  Standard  Uptake  Value  ratio 

(SUVr) was used as quantitative criterion. All SUVrs were calculated using the CE as 

reference region.  

 

2.5. Metabolomics study 

2.5.1. Brain tissue preparation 

After PET imaging, at 14 days post-lesion, animals (n = 8) were killed by decapitation 

and the following four ROIs were removed: C-ST, I-ST, contralateral-substantia nigra 

(C-SN), and ipsilateral-substantia nigra (I-SN). As previously described by Diémé et 

al. (2017), samples were weighted and lyophilized for 48 hours in a FreeZone® Freeze 

Dry  Systems  4.5  I  Benchtop  lyophilizer  (Labcono®,  Kansas  City,  Mo,  USA)  and 

milled  to  a  fine  powder  (from  40  mg  of  fresh  tissue  for  striatum  and  6  mg  for  SN, 

around 10 mg and 1 mg of powder were obtained for each structure, respectively). For 

the  striatum,  3  mg  of  each  lyophilized  sample  was  weighed  for  further  extraction 

while  for  the  SN,  the  entire  lyophilized-tissue  was  extracted.  After  lyophilization, 
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samples  were  extracted  twice  with  1.5  mL  of  acetonitrile/milliQ  water  (1/1).  After 

centrifugation liquid phases were isolated and evaporated. Dried residues were kept at 

-80°C before liquid chromatography-high resolution mass spectrometry (LC-HRMS) 

analysis. 

 

2.5.2. LC-HRMS analysis 

The  dried  residues  were  reconstituted  in  150  µL  MeOH/H2O  (1/1).  As  previously 

described by Diémé et al. (2017), LC-HRMS analysis was performed using a UPLC 

Ultimate  3000  system  (Dionex,  Sunnyvale,  Calif.,  USA),  coupled  to  a  Q-Exactive 

mass  spectrometer  (Thermo  Fisher  Scientific,  Germany)  and  operating  in  positive 

(ESI+)  and  negative  (ESI-)  electrospray  ionization  modes.  Chromatography  was 

carried  out  with  a  Phenomenex  Kinetex  1.7  µm  XB-C18  (150  mm  x  2.10  mm)  and 

100 Å UHPLC column. Mobile phase A consisted of 0.1% formic acid in water and 

mobile phase B consisted of 0.1% formic acid in methanol. The gradient operated at a 

flow rate of 0.4 mL/min over a run time of 30 min. During the full-scan acquisition, 

which ranged from 60 to 900 m/z, the instrument operated at 70 000 resolution (m/z = 

200).  In  order  to  equilibrate  the  chromatographic  system,  twenty  quality  controls 

(QCs)  (obtained  by  mixing  an  equal  volume  of  all  samples)  were  injected.  The 

sequence  of  samples  for  analysis  was  randomized  and  QCs  were  analyzed  every  10 

samples and at the end of the run. Data quality was checked based on QCs results by 

principal component analysis PCA. 

 

2.5.3. Targeted data processing 

A library of standard compounds (Mass Spectroscopy Metabolite Library of standards 

MS ML®, IROA technologies) was analysed with the same gradient of mobile phases 
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prepared  according  to  Damont  et  al.  (2015)  and  obtained  with  a  specific  activity  of 

2.01  TBq/mmol. Six  brain  sections  per  animal  were  studied.  Brain  sections  were 

allowed to equilibrate at room temperature (RT) for 3 hours and were incubated with 

100  pmol/L  [125I]PE2I  in  phosphate  buffer  pH  7.4  at  RT  for  90  minutes  or  with  1 

nmol/L  [3H]DPA-714  in  Tris-HCl  buffer  pH  7.4  at  RT  for  60  minutes.  Nonspecific 

binding  was  assessed  in  the  presence  of  100  µmol/L  cocaine  chlorhydrate  (Cooper 

Industrie,  Melun,  France)  for  [125I]PE2I  and  1  µmol/L  PK-11195  (Sigma-Aldrich, 

Saint-Quentin  Fallavier,  France)  for  [3H]DPA-714,  respectively.  Sections  were 

washed  twice  in  ice-cold  buffer  (4°C)  for  5  minutes,  then  briefly  in  sterile  water  at 

4°C and dried overnight at RT. Dry sections were made conductive by an application 

of metal electric tape (3M, Euromedex, Strasbourg, France) on the free side and then 

placed  in  the  gas  chamber  of  the  β-imagerTM 2000  (Biospace  Lab,  Paris,  France). 

Acquisitions were collected for 4 hours. Two anatomical ROIs for striatum (C-ST and 

I-ST) were selected manually and identified using the rat brain Atlas of Paxinos and 

Watson (2009). Using the β-vision software (Biospace Lab, Paris, France), the level 

of bound radioactivity was directly determined by counting the number of γ-rays for 

[125I]PE2I  or  β-particles  for  [3H]DPA-714  emitted  from  the  delineated  areas. 

Radioactivity  was  quantitated  using  an  image  analyzer  (M3-vision  Biospace 

Instruments). The radioligand signal in ROIs was measured for each rat and expressed 

as  counts  per  minute  per  square  millimeter  (cpm/mm2).  Specific  binding  was 

determined by subtracting non-specific binding from the total binding. 

 

2.6.3. Immunofluorescence 

For  immunostaining  of  tyrosine  hydroxylase  (TH)  in  both  the  striatum  and  SN  and 

microglia using CD11b in the SN, brain sections were post-fixed (using PFA 4%, 30 
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minutes) and blocked (using 5% normal goat serum, 0.3% Triton 100X in 0.1M PBS, 

3 hours at RT). Then, sections were incubated with anti-TH (1/1000; Abcam ab112, 

Paris, France) or an anti-CD11b (1/500; Merck Millipore CBL1512, Saint-Quentin en 

Yvelines, France) primary antibody overnight at 4°C followed by an incubation with 

a fluorescence-coupled secondary antibody for 1 hour at RT: either a goat anti-rabbit 

(Alexa  555;  Abcam  ab150086,  Paris,  France)  or  a  goat  anti-mouse  (Alexa  488; 

Abcam ab150113) at a dilution of 1/500. Finally, nuclei were counterstained using 4’-

6-diamino-2-phenylindole  (DAPI)  (1/10000;  Sigma-Aldrich  D9542,  Saint-Quentin 

Fallavier,  France)  and  sections  were  mounted  using  a  mounting  medium  for 

fluorescent staining (Abcam Ab103746, Paris, France). TH and CD11b labeling were 

visualized  using  a  Leica  DM5500  B  fluorescence  microscope  (Germany)  with  an 

ORCA-R2  camera  (Hamamatsu  Photonics,  Massy,  France).  Pictures  were  analyzed 

using  ImageJ  Software. For  TH  labeling  in  the  striatum,  the  percentage  of  the  area 

stained by TH was automatically measured in each ROI in both the C-ST and I-ST. In 

the SN, the number of TH positive cells was manually counted in the C-SN and the I-

SN.  For  CD11b  labeling,  a  ROI  of  SN  was  designed  for  each  section  in  both  C-SN 

and  I-SN.  In  these  ROIs,  the  percentage  of  the  area  stained  by  CD11b  was 

automatically measured. 

 

2.7. Statistical analysis 

All results were expressed as mean ± standard error mean (SEM). For PET imaging, 

autoradiographic  and  immunofluorescence  analysis,  comparisons  between  C-ST  and 

I-ST,  and  between  C-SN  and  I-SN  were  performed  using  the  Wilcoxon  test  two-

tailed. Statistical analyses were carried out with the GraphPad Prism software version 

6. For the metabolomics study, multivariate analysis was performed using the Simca-
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P+-13  software  (Umetrics,  Umea,  Sweden).  Non-parametric  tests  were  performed 

using  MetaboAnalyst  (www.metaboanalyst.ca)  in  order  to  select  significant 

metabolites.  As  we  were  in  a  multiple  testing  cases,  a  non-parametric  test  was 

performed with an adjusted p-value (set at 0.05) with a False Discovery Rate (FDR) 

adjusted  procedure  (based  on  the  Benjamini–Hochberg  adjustment).  Criteria  for 

metabolite  selection  for  further  data  processing  were:  variable  importance  in 

projection (VIP) score in multivariate analysis >0.5, fold change (FC) ratio <0.75 or 

>1.25 and a p-value < 0.05. These metabolites were introduced in pathways analysis 

module  in  Metaboanalyst  based  on  the  latest  version  of  KEEG,  given  a  metabolic 

pathway analysis (MetPA). Pathways of interest were those showing a p-value  < 0.05 

from the pathway enrichment analysis. 

 

3. RESULTS 

3.1. Amphetamine-induced rotations test 

The  amphetamine-induced  rotations  test  was  performed  at  13  days  post-lesion.  All 

animals  (n  =  22)  displayed  a  turning  behavior,  with  an  average  of  8.73  ±  0.67 

ipsilateral rotations per minute, demonstrating the 6-OHDA lesion. 

 

3.2. PET imaging study 

PET  imaging  of  DAT  with  [18F]LBT-999  (n  =  7,  1  rat  was  excluded  due  to  an 

injection  problem)  was  performed  at  14  days  post-lesion.  PET  brain  static  images 

obtained  between  30  and  50  minutes  post-injection  (Figure  2A)  revealed  that  the 

accumulation  of  [18F]LBT-999  was  much  lower  in  the  I-ST  compared  to  the  C-ST. 

The time activity curves (Figure 2B) showed a rapid uptake of [18F]LBT-999 in all the 

ROIs  (C-ST,  I-ST  and  CE)  after  intravenous  bolus  injection.  In  the  CE,  the  uptake 
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decreased  rapidly  and  remained  low  and  stable  from  20  minutes  post-injection.  In 

contrast, the uptake (SUV) remained high and stable in the C-ST compared to the I-

ST at 50 minutes post-injection (4.39 ± 0.31 vs. 1.47 ± 0.18). Analysis of SUVr to the 

CE obtained  between  30  and  50  minutes  post-injection (Figure  2C)  showed  a 

statistically  significant  reduction  in  the  I-ST  compared  to  the  C-ST  (1.69  ±  0.21  vs. 

4.68 ± 0.38, p < 0.05). In all, the SUVr in the I-ST was 64.46 ± 1.68 % lower than the 

SUVr in the C-ST, reflecting the intensity of the lesion.  

 

3.3. Metabolomics study 

Analyses  of  the  metabolome  of  the  striatum  and  SN  were  performed  by  LC-HRMS 

targeted analysis. The score plots resulting from the OPLS-DA for the striatum (n = 

8) and the PLS-DA for the SN (n = 7, 1 sample was inoperable because of extraction 

problem) are represented in Figure 3A and 3B, respectively. Each model was defined 

by a descriptive value (R2Y = robustness of the model) and a predictive value (Q2 = 

predictive capacity of the model). R2Y was  high  for  both the  striatum and  SN  (0.90 

and  0.84,  respectively)  but  Q2 was lower for the SN than for the striatum (0.53 and 

0.78, respectively). However, a Q2 ≥ 0.4 was considered as acceptable for a biological 

model  (Worley  and  Powers  2013).  Both  OPLS-DA  and  PLS-DA  showed  a  clear 

separation  between  the  cerebral  structures  originating  from  the  ipsilateral  and 

contralateral  hemispheres  (I-ST  vs  C-ST  and  I-SN  vs  C-SN).  Multivariate  and 

univariate  analysis  (Table  1)  identified  several  metabolites  based  on  their  VIP  score 

(VIP score > 0.5), FC ratio (0.75 < FC ratio > 1.25) and p-value (p <  0.05).  For  the 

striatum, 4 metabolites were identified: dopamine (lower in I-ST vs. C-ST), glucose-

1-phosphate  (lower  in  I-ST  vs.  C-ST),  L-carnitine  (higher  in  I-ST  vs.  C-ST),  and 

indole-3-acetic-acid  (lower  in  I-ST  vs.  C-ST).  For  the  SN,  only  one  metabolite  was 

Page 14 of 43Synapse

196

VETEL


VETEL
196



For Revie
w 
Only

 14

identified:  glucose-6-phosphate  (lower  in  I-SN  vs.  C-SN).  The  metabolite  pathway 

analysis showed a highly significant alteration of the arginine and proline metabolism 

both in the striatum and SN (supplementary Table 1 & Table 2). The Venn diagram of 

this  pathway  highlighted  specific  alteration  according  to  the  brain  structure 

(supplementary Figure 1). In addition, in the SN highly significant modifications were 

found  in  aminoacyl-tRNA  biosynthesis  and  histidine  metabolism  (supplementary 

Table 2). 

 

3.4. Autoradiographic and immunofluorescence analysis 

The DAT density was evaluated on coronal brain sections by [125I]PE2I binding (n = 

14)  as  illustrated  in  Figure  4A.  As  shown  in  Figure  4B,  the  specific  binding  of 

[125I]PE2I  was  significantly  reduced  in  the  I-ST  compared  to  the  C-ST  (4.66  ±  0.33 

vs. 19.91 ± 0.77 cpm/mm2, respectively, p = 0.0001). The mean percentage of lesion 

was  76.35  ±  1.71%.  The  TSPO  density  was  assessed  by  [3H]DPA-714  binding  on 

adjacent  brain  sections  from  each  animal  as  illustrated  in  Figure  4C.  The  specific 

binding of [3H]DPA-714  (Figure  4D)  was  significantly  higher  in  the  I-ST  compared 

to  the  C-ST  (3.12  ±  0.33  vs.  1.60  ±  0.15  cpm/mm2,  respectively, p = 0.0001). The 

TSPO related to [3H]DPA-714 binding was 93.98 ± 7.24% higher in the I-ST than in 

the C-ST.  

The staining of TH was performed on coronal brain sections in both the C-ST and I-

ST  (n  =  14)  as  illustrated  in  Figure  5A.  Quantitative  measurements  in  these  ROIs 

(Figure 5B) showed that the area occupied by TH staining was significantly lower (by 

71.26 ± 2.34%) in the I-ST compared to the C-ST (13.92 ± 1.16 vs. 48.45 ± 0.43%, 

respectively, p = 0.0001). The staining of TH was also carried out on  coronal  brain 

sections  in  the  SN  (n  =  14)  (Figure 6A).  Quantitative  measurements  in  these  ROIs 

Page 15 of 43 Synapse

197

VETEL


VETEL
197



For Revie
w 
Only

 15

(Figure 6B)  showed  that  the  number  of  TH-positive  cells  was  statistically 

significantly  lower  (by  63.87  ±  1.57%)  in  the  I-SN  compared  to  the  C-SN  (23.64  ± 

1.60 vs. 65.14 ± 2.62 TH-positive cells, respectively, p =0.0001). Immunostaining of 

CD11b  was  also  performed  (Figure 6C)  on adjacent  brain  sections.  As  illustrated  in 

Figure 6D,  quantitative  measurements  showed  that  the  area  occupied  by  CD11b 

staining was statistically significantly higher (by 2690 ± 330%) in the I-SN compared 

to the C-SN (10.64 ± 0.83 vs 0.44 ± 0.04%, respectively, p = 0.0001).  

 

4. DISCUSSION 

Since current PD treatments do not provide adequate neuroprotection and are unable 

to slow down the progression of PD, there is an urgent need to reach novel therapeutic 

strategies (Tarazi et al. 2014). In this context, the development and characterization of 

animal  models  of  PD  enabling  the  evaluation  of  these  treatments  especially  using 

neuroimaging modalities is paramount. Toxic models of PD are based on systemic or 

local administration of neurotoxins which induce degeneration of the nigrostriatal DA 

system  (Blandini  et  al.  2008).  Among  these  models,  the  injection  of  6-OHDA 

(Ungerstedt  1968)  in  the  striatum  produces  a  specific  retrograde,  progressive,  and 

moderate lesion of nigrostriatal DA neurons. This type of lesion  mimicking  early 

stages  of  PD  appears  more  adapted  than  total  lesions  for  the  evaluation  of  potential 

neuroprotective  strategies.  However,  the  extension  of  the  lesion  depends  on  several 

experimental  parameters  including  the  total  dose  of  injected  toxin  and  the  site  of 

injection (Kirik et al. 1998). On this basis, we used a model in which the 6-OHDA is 

unilaterally  delivered  in  3  sites  in  the  striatum,  in  order  to  achieve  a moderate and 

stable lesion along the structure. 

Our experiments were conducted at 14 days post-lesion, as it is known that the intra-
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striatal injection of 6-OHDA induces the degeneration of pre-synaptic nerve terminals 

within first days of injection, followed by a loss of dopaminergic cell bodies in the SN 

reaching  a  stable  level  from  2  weeks  (Duty  and  Jenner  2011).  We  first  assessed  the 

rotational  behavior  of  lesioned  rats  following  amphetamine  administration,  which 

reflects  the  intensity  of  striatal  dopamine  depletion  (Iancu  et  al.  2005;  Tronci  et  al. 

2012)  and  observed  reproducible  results  among  animals,  indicative  of  a  stable  and 

reliable  lesion.  This  observation  was  confirmed  through  direct  in  vivo  evaluation  of 

the  striatal  DAT  using  PET  imaging,  which  provides  assessment  of  dopaminergic 

nerve  terminals  (Brooks and  Pavese 2011;  Tatsch and  Poepperl  2013).  For  this aim, 

we used the [18F]LBT-999, a selective radioligand of DAT used as promising tracer in 

clinical  research  (Arlicot  et  al.  2017),  which  has  proven  its  usefulness  in  6-OHDA-

lesioned  rats  to  quantitate  the  degree  of  lesion  (Grealish  et  al.  2014;  Serriere  et  al. 

2015).  Accumulation  of  [18F]LBT-999  in  the  lesioned  striatum  was  significantly 

lower  than  in  the  non-lesioned  tissue,  demonstrating  a  reproducible  decrease  in  the 

DAT  density  reflecting  the  moderate (i.e.,  70%) intensity  of  the  lesion. This finding 

was  in  agreement  with  the  significant  dopamine  depletion  that  we  measured  in  the 

ipsilateral  striatum  using LC-HRMS  targeted analysis.  The intensity  of  the  lesion as 

measured by PET imaging in the striatum was similar to that we obtained both using 

autoradiographic experiments with the in vitro specific radioligand of DAT [125I]PE2I 

(Chalon  et  al.  1999)  and using  TH  immunostaining .  The  ipsilateral  SN  showed  a 

significant  (60%)  and  reproducible  reduction  in  the  number  of  TH-positive  cells, 

reflecting a depletion of DA neurons cell bodies. Overall, these findings demonstrated 

that  this  model  was  characterized  by  a  reproducible  and moderate lesion of DA 

neurons that can be assessed by PET imaging.  

In association with the loss of DA neurons, activation of CNS immune cells such as 
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microglia is typically observed in animal models of PD and in the SN of PD patients 

both  in  PET  scan  and  post-mortem  studies  (Thornton  and  Vink  2012).  Microglial 

activation,  one  of  the  major  hallmarks  of  neuroinflammation,  induces  the  release  of 

pro-inflammatory  and  cytotoxic  molecules  which  contribute  to  DA  neurons 

degeneration  (Chao  et  al.  2014;  Song  and  Kim  2016).  At  the  same  time,  dying  DA 

neurons  release  substances  such  as  ATP  which  promote  microglial  activation  (Saijo 

and Glass 2011). This bi-directional interaction between microglia and DA neurons is 

known to fuel the neurodegenerative process. In our model, we quantitated the striatal 

density  of  the  18kDa  TSPO  which  is  considered  as  a  sensitive  marker  of  microglial 

activation  (Chen  and  Guilarte  2008;  Rupprecht  et  al.  2010)  using  [3H]DPA-714,  a 

highly sensitive radioligand of TSPO which has demonstrated its usefulness to assess 

striatal microglial activation in a rat model of brain excitotoxicity (Foucault-Fruchard 

et  al.  2017).  In  parallel,  microglial  activation  was  assessed  in  the  SN  using 

immunostaining of CD11b, a surface protein which is overexpressed during activation 

of these cells (Roy et al. 2008). We observed robust microglial activation in both the 

striatum  and  SN  ipsilateral  to  the  lesion,  indicating  that  the  partial  degeneration  of 

nigrostriatal  DA  neurons  was  associated  with  marked  neuroinflammation,  in 

agreement with previously obtained data (Maia et al. 2012). 

In  order  to  better  characterize  the  animal  model,  we  performed  a  metabolomics 

analysis of brain structures involved in the nigrostriatal DA pathway, i.e., the striatum 

and SN. To our knowledge, only a few metabolomics studies have been performed in 

preclinical models of PD (Gao et al. 2013; Zheng et al. 2016). Dopamine depletion in 

the  ipsilateral  striatum  was  accompanied  with  a  significant  decrease  in  two 

metabolites  associated  with  glucose  pathways,  glucose-1-phosphate  in  the  ipsilateral 

striatum and glucose-6-phosphate in the ipsilateral SN. These results are in agreement 
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with  [18F]-FDG  PET  imaging  studies  performed  in  6-OHDA  models  indicating  an 

hypometabolism  in  the  striatum  and  SN  on  the  lesioned  side  (Casteels  et  al.  2008; 

Jang et al. 2012; Silva et al. 2013). Interestingly, we observed a significant increase in 

free carnitine in the ipsilateral striatum but not in the SN. This increase could be an 

endogenous  mechanism  aimed  at  protecting  dopaminergic  nerve  endings.  In  this 

context, L-carnitine and its acetylated derivative acetyl-L-carnitine have been shown 

to  have  anti-inflammatory  properties  when  used  as  supplement  in  different  animal 

models  of  neurodegenerative  disorders  (Silva-Adaya  et  al.  2008;  Sarkar  et  al.  2015; 

Afshin-Majd  et  al.  2017;  Ferreira  and  McKenna  2017).  It  is  widely  supposed  that 

brain did not use fatty acids as energy substrates (Panov et al. 2014; Schonfeld et al. 

2013). However, although this is true for neurons, the carnitine palmitoyl transferase 

(CPT) system, which allows the entry of long-chain fatty acids into the mitochondria 

for  ß-oxidation,  is  functional  in  astrocytes  (Panov  et  al.  2014;  Jernberg  et  al.  2017) 

and in embryonic (Xie et al. 2016) and adult (Knobloch et al. 2017) neural stem cells. 

The  role  of  carnitine  in  its  anti-inflammatory  or  energetic  functions  remains  to  be 

elucidated  in  this  model  and  may  constitute  for  the  future  a  starting  point  for  the 

development of innovative therapeutic.  

Beside single significant metabolites, the arginine and proline pathway was found to 

be altered both in the striatum and SN. Three metabolites involved in the polyamines 

biosynthesis  were  specifically  modified  in  the  striatum  (L-Ornithine,  Spermine  and 

Spermidine). Polyamines are ubiquitous molecules involved in apoptosis, cell division 

and  signal  transduction  (Handa  et  al.  2018)  although  its  precise  role  remains  to  be 

elucidated.  Accumulating  evidences  suggest  that  polyamines  pathway  is  involved  in 

the pathogenesis of PD (Gomes-Trolin et al. 2002; Lewandowski et al. 2010). In the 

SN,  a  highly  significant  modification  was  found  in  aminoacyl-tRNA  biosynthesis 
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involving  L-Phenylalanine  and  L-Tyrosine  and  in  the  histidine  metabolism  in 

agreement with the lesion. In this later pathway, an increased level of histamine was 

observed, as already reported PD subjects (Anichtchik et al. 2000; Rinne et al. 2002). 

It can  be  pointed  out  that histamine  can  have  neurotoxic effect  (Vizuete et al.  2000; 

Rocha et al. 2016; Liu et al. 2007). These results show that, alongside dopaminergic 

and  energetic  (glucose  consumption)  deregulation  already  known  in  PD,  other 

alterations are observed (carnitine, polyamines, amino acids). 

 

In conclusion, we extensively explored a robust 6-OHDA lesion model of PD in the 

rat  which  was  characterized  by  a  reproducible  and  moderate  degeneration  of  DA 

neurons associated with a marked neuroinflammation, mimicking the early stages of 

the  disease.  The  density  of  DA  neurons  was  reliably  quantitated  in  vivo  by  PET. 

Microglia  activation  was  assessed  herein  using  the  TSPO  ligand  DPA-714,  in  vitro, 

but  this  ligand  is  also  useful  for  clinical  (Hamelin  et  al.  2016)  and  rat  (Kong  et  al. 

2016; Ory et al. 2016; Thomas et al. 2016) PET imaging.  

Our  original  metabolomics  studies  highlighted  the  alteration  of  specific  metabolites 

and metabolic pathways. It is not clear whether these modifications are deleterious or 

compensatory  protective  endogenous  mechanisms  consecutive  to  the  lesion. In  this 

context, further experiments will be necessary to evidence potential beneficial impact 

induced  by  the  modulation  of  the  carnitine,  arginine/proline  and/or  histidine 

metabolism. 
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Table  1.  Metabolites  identified  by  multivariate  and  univariate  analysis  in  the 

striatum and SN with VIP score > 0.50, 0.75 < FC ratio > 1.25 and a p-value  < 

0.05.  Abbreviations:  SN  (Substantia  Nigra),  C-ST  (Contralateral-Striatum),  I-ST 

(Ipsilateral-Striatum),  C-SN  (Contralateral-Substantia  Nigra),  I-SN  (Ipsilateral-

Substantia Nigra). 
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FIGURE LEGENDS 

Figure  1.  Stereotaxic  coordinates  of  6-OHDA  injection  in  the  right  striatum 

(delimited  by  a  red  line)  according  to  the  rat  brain  Atlas  of  Paxinos  and  Watson 

(2009). Abbreviation: 6-OHDA (6-hydroxydopamine). 

 

Figure 2. PET imaging study: quantification of DAT with [18F]LBT-999 in 6-OHDA-

lesioned  rats  (n  =  7).  PET  brain  static  axial  image  (upper  side)  and  coronal  image 

(lower side) with [18F]LBT-999 co-registered with the MRI-template (A). Mean time-

activity  curves  of  [18F]LBT-999  SUVs  in  the  C-ST,  I-ST  and  CE  (B).  Quantitative 

measurements of SUVrs to CE in C-ST and I-ST (C). Data are represented as mean ± 

SEM. ∗ p < 0.05 (Wilcoxon test). Abbreviations:  6-OHDA  (6-hydroxydopamine), 

PET (Positron Emission Tomography), DAT (Dopamine Transporter), MRI-Template 

(Magnetic  Resonance  Imaging-Template),  SUV  (Standard  Uptake  Value),  C-ST 

(Contralateral-Striatum),  I-ST  (Ipsilateral-Striatum),  CE  (Cerebellum),  SUVr 

(Standard Uptake Value ratio to CE). 

 

Figure  3. Metabolome score plots following OPLS-DA for striatum (A) (n = 8) and 

PLS-DA  for  SN  (B)  (n  =  7)  extract  by  LC-HRMS  targeted  analysis.  Cerebral 

structures from the contralateral hemisphere (C-ST and C-SN) are represented by blue 

circles and structures from the ipsilateral hemisphere (I-ST and I-SN) by red circles. 

The  descriptive  and  predictive  performance  characteristics  of  the  models  are  R2Y  = 

0.90  and  Q2 = 0.78 for striatum; R2Y  =  0.84  and  Q2 = 0.53 for SN. Abbreviations: 

OPLS-DA (Orthogonal Partial Least Scare-Discriminant Analysis), PLS-DA (Partial 

Least  Scare-Discriminant  Analysis),  LC-HRMS  (Liquid  Chromatography-High 

Resolution  Mass  Spectrometry),  SN  (Substantia  Nigra),  C-ST  (Contralateral-
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Striatum),  I-ST  (Ipsilateral-Striatum),  C-SN  (Contralateral-Substantia  Nigra),  I-SN 

(Ipsilateral-Substantia Nigra). 

 

Figure  4. Autoradiographic studies: analysis of DAT and TSPO with [125I]PE2I and 

[3H]DPA-714  on  coronal  brain  sections  of  6-OHDA-lesioned  rats  (n  =  14). 

Representative  total (upper side) and  non-specific (lower  side)  binding of [125I]PE2I 

in  C-ST  and  I-ST  (A).  Quantitative  measurements  of  DAT  density  expressed  as 

specific binding of [125I]PE2I in C-ST and I-ST (B). Representative total (upper side) 

and  non-specific  (lower  side)  binding  of  [3H]DPA-714  in  C-ST  and  I-ST  (C). 

Quantitative  measurements  of  TSPO  density  expressed  as  specific  binding  of 

[3H]DPA-714  in  C-ST and  I-ST  (D).  Data are  represented as  mean  ± SEM. ∗∗∗ p = 

0.0001  (Wilcoxon  test).  Abbreviations:  6-OHDA  (6-hydroxydopamine),  DAT 

(Dopamine  Transporter),  TSPO  (18  kDa  Translocator  Protein),  C-ST  (Contralateral-

Striatum), I-ST (Ipsilateral-Striatum). 

 

Figure 5. Immunofluorescence analysis of TH on coronal brain sections of 6-OHDA-

lesioned  rats  (n  =  14).  (A).  Representative  immunostaining  of TH  in C-ST  and I-ST 

(B). Quantitative measurements of area occupied by TH in C-ST and I-ST. Data are 

represented as mean ± SEM. ∗∗∗ p = 0.0001 (Wilcoxon test). 

Abbreviations:  6-OHDA  (6-hydroxydopamine),  TH  (Tyrosine  Hydroxylase),  C-ST 

(Contralateral-Striatum), I-SN (Ipsilateral-Striatum). 

 

Figure  6. Immunofluorescence studies: analysis of TH and CD11b on coronal brain 

sections of 6-OHDA-lesioned rats (n = 14). Representative immunostaining of TH in 

C-SN and I-SN (A). Quantitative measurements of TH positive cells in C-SN and I-
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SN  (B).  Representative  immunostaining  of  CD11b  in  C-SN  and  I-SN  (C). 

Quantitative measurements of area occupied by CD11b in C-SN and I-SN (D). Data 

are  represented as  mean  ±  SEM. ∗∗∗ p = 0.0001 (Wilcoxon test). Abbreviations: 6-

OHDA  (6-hydroxydopamine), TH  (Tyrosine  Hydroxylase),  C-SN  (Contralateral-

Substantia Nigra), I-SN (Ipsilateral-Substantia Nigra). 
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Neuroinflammation et neuroprotection 
dans un modèle de maladie de Parkinson 
précoce (lésion à la 6-hydroxydopamine 

chez le rat) 

 

 

Résumé 

Les stratégies thérapeutiques mises en place dans la maladie de Parkinson sont symptomatiques et ne permettent pas de ralentir la 
progression  de  la  maladie, nécessitant  le  développement  de  nouvelles approches  neuroprotectrices. La  neuroinflammation  joue  un 
rôle  majeur  dans  le  processus  neurodégénératif  où  elle  se  manifeste  précocement  par  l’activation  de  cellules  gliales  (microglie  et 
astrocytes). En s’appuyant sur l’utilisation de modèles animaux mimant les stades précoces de la maladie, l’élaboration de strategies 
thérapeutiques  à  visée anti-inflammatoire  constitue  donc  une  approche  thérapeutique  prometteuse. Ce  travail  de  thèse  a  consisté  à 
mettre  au  point  et  à  caractériser  un  modèle  de  lésion  partielle à  la  6-hydroxydopamine chez  le  rat  afin  d’évaluer  les  effets  d’une 
stratégie thérapeutique originale basée sur l’utilisation en combinaison d’un agoniste des récepteurs nicotiniques α7 et d’un agoniste 
des récepteurs σ1. En utilisant différentes approches expérimentales, nous avons tout d’abord évalué le processus neurodégénératif et 
la  neuroinflammation  dans  le  modèle  que  nous  avons  mis  en  place.  Nos  résultats  ont  montré  une  dégénérescence  partielle  et 
reproductible  des  neurones  dopaminergiques  nigro-striataux  associée  à  une  importante  neuroinflammation.  Nos  analyses 
métabolomiques ont également révélé plusieurs altérations spécifiques, apportant ainsi de nouvelles informations sur les mécanismes 
intervenant  dans  le  processus  neurodégénératif.  En  s’appuyant  sur  l’utilisation  de  la  tomographie par  émission  de  positrons,  nous 
avons ensuite évalué longitudinalement le profil d’expression des récepteurs nicotiniques α7 dans les structures clés de la voie nigro-
striée.  Nos  résultats  ont  montré  des  modifications  transitoires  de  la  densité  de  ces  récepteurs  pouvant  être  liées  à  des  réponses 
microgliales  biphasiques  en  association  avec  la  cinétique  de  la  dégénérescence  neuronale.  Ainsi,  ces  résultats  renforcent  l’idée  de 
cibler spécifiquement les récepteurs nicotiniques α7 dans l’atténuation des processus neuroinflammatoires. Nous avons enfin évalué 
les effets de notre stratégie thérapeutique dans le modèle et nos résultats ont permis de montrer que ce type de combinaison préserve 
partiellement  l’intégrité  des  neurones  dopaminergiques  nigro-striataux  et  réduit  les  réactions  gliales  chez  les  animaux  lésés.  Bien 
qu’il sera nécessaire de confirmer et de compléter ces résultats avec d’autres analyses, ce type de combinaison pourrait constituer une 
nouvelle entité biochimique prometteuse dans le traitement de la maladie de Parkinson. 

Mots clés : Maladie de Parkinson, 6-hydroxydopamine, neuroinflammation, récepteurs nicotiniques α7, récepteurs σ1. 

 

Résumé en anglais 

Currently, therapeutic strategies in Parkinson’s disease are symptomatic and the progression of the disease is uncontrolled, requiring 
the development of new neuroprotective approaches. Neuroinflammation plays a major role in the neurodegenerative process where 
it occurs early through the activation of glial cells (microglia and astrocytes). Based on the use of animal models mimicking the early 
stages of the disease, the development of anti-inflammatory strategies is therefore a promising therapeutic approach. This thesis work 
consisted in the development and the characterisation of a partial 6-hydroxydopamine lesion model in rats in order to evaluate the 
effects of an original therapeutic strategy based on the combined use of a α7 nicotinic receptors agonist and a σ1 receptors agonist. 
Using  different  experimental  approaches, we  first  evaluated  the  neurodegenerative  and  neuroinflammation  processes  in  the  model 
that we developped. Our results showed a partial and reproductible degeneration of nigro-striatal dopaminergic neurons associated 
with a marked neuroinflammation. Our metabolic analyses have also revealed several specific alterations, providing new insight on 
the  mechanisms involved  in  the  neurodegenerative  process. Using  positron  emission  tomography imaging,  we  then  evaluated 
longitudinally the expression profile of α7 nicotinic receptors in the key structures of the nigro-striatal pathway. Our results showed 
transient changes in the density of these receptors that may be linked to biphasic microglial responses in association with the kinetics 
of  neuronal  degeneration.  Thus, these  results  reinforce  the  hypothesis  of  specifically  targeting α7 nicotinic  receptors in  order  to 
reduce the neuroinflammatory processes. Finally, we evaluated the effects of our therapeutic strategy in the model and our results 
showed  that  this type  of  combination partially  preserves  the  integrity  of  nigro-striatal  dopaminergic  neurons  and  reduces  glial 
reactions in lesioned animals. Although it is necessary to confirm and extend these results, this type of combination could represent a 
promising new pharmacological approach in the treatment of Parkinson’s disease. 

Key words: Parkinson’s disease, 6-hydroxydopamine, neuroinflammation, α7 nicotinic receptors, σ1 receptor. 




