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Résumé 

 

 

L’une des caractéristiques électrophysiologiques majeure de la maladie de Parkinson 

est l’émergence de bouffées de potentiels d’action au niveau du noyau sous-thalamique 

(NST). Des travaux récents menés in vitro ont soulevé l’hypothèse de l’implication des 

récepteurs dopaminergiques D5 (RD5) dans la genèse de cette activité pathologique. 

Nous avons mis en évidence que les RD5, seuls récepteurs D1-like exprimés au niveau 

du NST, présentent une activité constitutive in vivo, et que celle-ci est bloquée par l’injection 

locale d’α-flupentixol. Le blocage de cette activité intrinsèque d’une part, améliore le 

comportement locomoteur d’animaux rendu hémiparkinsonien, et d’autre part réduit la 

tendance des neurones du NST à décharger en bouffées in vivo et in vitro, signature 

physiopathologique de la maladie de Parkinson. L’ensemble de ces données souligne le rôle 

clé des RD5 dans la physiopathologie de la maladie de Parkinson, ce qui  ouvre la voie à de 

nouvelles approches thérapeutiques… 

Outre cette propriété d’agoniste inverse des RD5, l’α-flupentixol est connu pour ses 

propriétés antipsychotiques en tant qu’antagoniste des RD2. C’est pourquoi lorsqu’il est 

injecté de façon systémique il induit des troubles moteurs et une catalepsie caractérisés de 

syndrome extrapyramidaux, même chez les animaux contrôles. Les mécanismes 

électrophysiologiques qui sous-tendent cet état cataleptique n’ayant jamais été étudié 

auparavant, nous avons mis en évidence que l’administration, par voie intra-péritonéale, d’α-

flupentixol induit des changements drastiques de l’activité électrique au sein du réseau des 

ganglions de la base. En effet, nous avons observé une augmentation de la fréquence de 

décharge des neurones du globus pallidus et une diminution de celle-ci au niveau du NST et 

de la substance noire pars reticulata, accompagnée d’une désorganisation de l’activité 

électrique au niveau de ces deux noyaux. Cette étude offre une vue d’ensemble sur les 

mécanismes électrophysiologiques à l’origine des effets secondaires extrapyramidaux induits 

par les antipsychotiques, et souligne le caractère fondamental de la désorganisation de 

l’activité électrique des ganglions de la base dans les troubles moteurs.  

 

Mots clé : maladie de Parkinson, noyau sous-thalamique, récepteur D5, dopamine, 

antipsychotiques, syndromes extrapyramidaux. 
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Abstract 

 

 

Burst-firing in the subthalamic nucleus (STN) is a hallmark of Parkinson’s disease. 

Previous in vitro studies have raised the hypothesis of the involvement of dopamine D5 

receptor (D5R) in the genesis of this pathological activity. 

Here we have shown that D5R exert a constitutive activity in vivo, which can be 

blocked by local application of α-flupentixol. Blockade of this intrinsic activity improved 

locomotor behaviour in an animal model of Parkinson’s disease and alleviate burst-firing of 

STN neurons both in vitro and in vivo. Taken together, these results highlight the key role 

play by local D5R in the pathophysiology of Parkinson’s disease and open the way to new 

pharmacological treatment of the disease… 

In addition to this property D5R inverse agonist, α-flupentixol is known for its 

antipsychotic properties as a D2R antagonist. Therefore, when injected systemically, it 

induced motor disturbances and catalepsy characterized as extrapyramidal motor side-effects. 

The electrophysiological mechanisms underlying this cataleptic state had never been studied 

before. Here we have demonstrated that the intra-peritoneal administration of α-flupentixol 

induced dramatic changes in the electrical activity of the basal ganglia network. Indeed, we 

observed an increase in firing rate of globus pallidus neurons and a decrease in both STN and 

substantia nigra pars reticulata, accompanied by a disorganisation of the electrical activity of 

these two nuclei. This study provides an overview of the electrophysiological mechanisms 

underlying extrapyramidal motor side-effects induced by antipsychotics, and stresses the 

fundamental nature of the disorganisation of the electrical activity in the basal ganglia 

network as a source of movement disorders. 

 

 

Key Words: Parkinson’s disease, subthalamic nucleus, dopamine D5 receptor, dopamine, 

antipsychotics, extrapyramidal motor side-effect. 
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La dégénérescence progressive des neurones dopaminergiques de la pars compacta de 

la substance noire (SNc) est la caractéristique essentielle de la physiopathologie de la maladie 

de Parkinson. L'apport original de Ehringer et Hornykiewicz en 1960 montrant la première 

preuve directe d’une déplétion sévère de dopamine dans le striatum chez les patients 

parkinsoniens, a défini la scène des champs de recherche sur le rôle de la dopamine dans la 

régulation de l'activité du striatum en conditions normale et pathologique, pour le demi siècle 

qui suivit. Les premières études de Hornykiewicz, Carlson et d'autres ont également fourni 

une solide base pour le développement de la dopathérapie dans le traitement de la maladie de 

Parkinson (pour revue, Hornykiewicz, 2001, 2002, 2006). Depuis, un nombre important de 

travaux nous a permis une meilleure compréhension de la régulation des fonctions des 

ganglions de la base par la dopamine (Campbell et al., 1985; Mintz and Herberg, 1986; 

Civelli et al., 1993; Nicola et al., 2000; Hassani et al., 1999; Ni et al., 2001a; Ni et al., 2001b). 

 

Les ganglions de la base représentent la cible majeure des neurones dopaminergiques 

nigro-striés. Cet ensemble de structures sous-corticales traite les informations issues de 

l’ensemble du cortex cérébral et est impliqué dans le contrôle des comportements moteurs 

dans les aspects cognitifs, émotionnels et motivationnels du comportement (Graybiel, 2005 ; 

Mink, 1996). Il comprend un ensemble de structures sous-corticales dont le striatum, les 

segments interne et externe du globus pallidus (GPi - noyau entopédonculaire chez les 

rongeurs - et le GPe), la substance réticulée et compacte (SNc et SNr) et le noyau sous-

thalamique (NST). On ne peut pas se passer des neurones dopaminergiques dans le contrôle 

des actes moteurs et des processus cognitifs et leur dysfonctionnement est impliqué dans les 

syndromes extrapyramidaux (dyskinésies iatrogènes, parkinsonisme) conséquents à 

l’utilisation chronique de neuroleptiques, des antagonistes des récepteurs dopaminergiques. 

Ces évidences cliniques et précliniques ont vraisemblablement contribué à élaborer les 
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modèles anatomo-fonctionnels des ganglions de la base autour des neurones dopaminergiques 

(Albin et al., 1989 ; Alexander et Crutcher, 1990 ; DeLong et al., 1990). L'une des avancées 

majeures a été accomplie à la fin des années 1980 avec l'introduction de la notion de voies 

''directes et indirectes'' dans le modèle des ganglions de la base (Albin et al., 1989) et une 

répartition différentielle des récepteurs dopaminergiques D1 et D2. Les D1 étant localisés sur 

les neurones de projection de la voie directe et les D2 sur ceux de la voie indirecte. Le 

striatum représentait la seule structure d’entrée des ganglions de la base transmettant les 

informations en provenance du cortex vers les structures de sortie des ganglions de la base via 

ces deux voies.  

De toute évidence, le modèle anatomo-fonctionnel des ganglions de la base représente 

un schéma simplifié de ce réseau et cette vision réductrice a été examinée et contestée suite à 

de nombreux travaux réalisés au cours des années 90 (Surmeier and Kitai, 1993; Parent and 

Hazrati, 1995a, b; Levy et al., 1997; Nadjar et al., 2006). Ce modèle a été malgré tout la pierre 

angulaire de la recherche actuelle sur les ganglions de la base et a servi d’outil essentiel pour 

la relance des thérapies neurochirurgicales dans la maladie de Parkinson (Bergman et al., 

1990; Benazzouz et al., 1993). Ceci a contribué à offrir une nouvelle place de choix au NST, 

considéré jusqu'à lors comme un simple relais de la voie indirecte. En effet, depuis une 

quinzaine d’années maintenant, de part sa position centrale d’un point de vue connectivité et 

fonctionnalité au niveau des ganglions de la base, le NST est devenu la cible chirurgicale dans 

la thérapie de la maladie de Parkinson (Limousin et al., 1995 ; Kumar et al., 1998 ; Houeto et 

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

 

Au sein des ganglions de la base, le striatum est de loin la cible majeure des neurones 

dopaminergiques de la pars compacta de la substance noire (SNc). Bien que complexe et 

énigmatique, le rôle que joue la dopamine sur la régulation des ganglions de la base via la 
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modulation de l’activité striatale a été profondément étudié. Au cours des dix dernières 

années, un certain nombre de travaux ont mis en avant l’influence extrastriatale de la 

dopamine (pour revue, Smith and Villalba, 2008). Parmi les cibles de la SNc, le NST a été 

montré recevoir une innervation dopaminergique en provenance de collatérales issues des 

projections nigro-striées. Les neurones du NST expriment également des récepteurs 

dopaminergiques (pour revue, Smith and Kieval, 2000; Smith and Villalba, 2008) et des 

applications locales d’agents dopaminergiques modulent son activité électrophysiologique in 

vitro (Baufreton et al., 2003 ; 2005) in vivo (Hassani anf Féger, 1999 ; Ni et al., 2001) et 

altèrent les comportements moteurs (Parry et al., 1994). Le nombre croissant d’arguments 

expérimentaux en faveur d’un contrôle dopaminergique opérant directement sur l’activité des 

neurones du NST suggère que l’altération fonctionnelle de l’activité électrique des neurones 

du NST observée au cours de la maladie de Parkinson pourrait inclure les déficits 

dopaminergiques striataux et extrastriataux.  

 

Notre équipe a montré que la déplétion dopaminergique par injection locale de la 6-

hydroxydopamine dans le NST induit un changement de la fréquence et du mode de décharge 

des neurones du NST (Ni et al., 2001). Une modulation dopaminergique directe du NST peut-

elle être envisagée comme alternative thérapeutique ? Le travail expérimental de cette thèse 

s’inscrit dans ce champ de recherche en neuropharmacologie visant à une meilleure 

compréhension du rôle de la dopamine, striatale et extrastriatale, dans la modulation 

électrophysiologique du réseau des ganglions de la base. Au cours de cette thèse, un intérêt 

majeur a été donné au rôle des récepteurs dopaminergiques D5 dans la physiopathologie de la 

maladie de Parkinson. Dans un second temps, nous avons évalué les réponses 

électrophysiologiques au sein des noyaux des ganglions de la base suite à l’injection de 

neuroleptiques. 
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I. Maladie de Parkinson 
 

1. Généralités  
 

La maladie de Parkinson est une pathologie neurodégénérative décrite pour la première 

fois en 1817 par le médecin anglais James Parkinson comme « paralysie agitante ». Au cours 

de la maladie de Parkinson, toutes les voies dopaminergiques cérébrales sont atteintes. La plus 

touchée est la voie nigro-striée, mais le déficit concerne également les voies méso-limbique et 

méso-corticale qui peuvent jouer un rôle important dans le genèse des troubles cognitifs et 

certains aspects de l’akinésie (Jayov-Agid et Agid, 1980 ; Scatton et al., 1982). D’autre part, 

les neurones dopaminergiques de la voie nigro-striée qui projettent sur les parties « motrices » 

(dorso-latérales) du striatum sont davantage affectés que ceux qui projettent sur les zones plus 

« cognitives » (ventrales) (pour revue, Agid, 1991). 

 

La dégénérescence cellulaire n’est jamais totale, même dans les structures les plus 

vulnérables telle que la substance noire, mais diverses études laissent à penser que le 

processus dégénératif est continu. Dans la substance noire, la perte des neurones 

dopaminergiques est d’environ 1% par an environ, alors que chez le sujet normal, la 

dégénérescence est deux fois moins rapide (Riederer et al., 1976 ; Scherman et al., 1989). En 

outre, la perte neuronale au niveau de la substance noire est moins sévère que la déplétion en 

dopamine au niveau du striatum.  

 

Les lésions de la voie dopaminergique nigro-striée constituent l’essentiel des anomalies 

observées, mais d’autres systèmes neuronaux sont aussi touchés. On note également une perte 

d’environ  70 % des voies noradrénergiques du locus coeruleus (Cash et al., 1987), et 

d’environ 50% des voies sérotoninergiques du raphé (Halliday et al., 1990). 
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2. Symptômes  
 

2.1. Troubles moteurs :  
 

Les troubles moteurs associés à la maladie de Parkinson sont souvent qualifiés de 

symptômes cardinaux. Ils regroupent les quatre manifestions les plus courantes et les plus 

handicapantes décrites chez les patients parkinsoniens.  

 

Il s’agit tout d’abord de l’akinésie ou bradykinésie, qui correspondent respectivement à 

la raréfaction voir la privation du mouvement (Wilson, 1925) et à la lenteur de son exécution. 

En d’autres termes, les mouvements volontaires se caractérisent par un défaut d’initiation 

avec apparition d’un délai significatif entre la volonté de réaliser le mouvement et l’exécution 

de ce mouvement. Les activités de routines sont donc grandement perturbées.  

La rigidité  est assimilée à une hypertonie musculaire généralisée. Elle est continue et 

homogène. La commande volontaire descendante trouve le muscle dans un état de préparation 

anormale et nécessite la mise en route de mécanismes compensatoires pour surmonter les 

contraintes physiques additionnelles. La rigidité concerne la quasi-totalité des muscles avec 

une prédominance du versant fléchisseur sur le versant extenseur (Delwaide et al., 1986).  

 Les tremblements de repos constituent sans aucun doute le symptôme le plus 

caractéristique de la maladie de Parkinson. Il s'agit d'un tremblement qui commence 

généralement de façon unilatérale, il prédomine au niveau des extrémités des membres 

supérieurs. Les tracés accélérométriques montrent un pic de fréquence entre 4 et 6 Hz.  

 L'instabilité posturale est une manifestation tardive de la maladie, qui survient après 

de nombreuses années d'évolution. Elle se manifeste par des troubles de l'équilibre qui 

provoquent des chutes de plus en plus fréquentes. Il s'agit probablement du symptôme le plus 

incommodant, puisque la mobilité est alors réduite et que la sécurité lors des déplacements est 
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compromise. Si l'instabilité posturale apparaît très tôt, il y a une forte possibilité qu'elle soit 

symptomatique d'une autre maladie que la maladie de Parkinson classique, dite idiopathique. 

 

2.2. Troubles non moteurs :  
 

La majorité des symptômes décrits chez le patient parkinsonien correspond à des 

symptômes moteurs. Cependant, les complications non motrices ont une place non 

négligeable au sein de cette pathologie. Ces complications regroupent des désordres cognitifs, 

psychiatriques, ainsi que des troubles du système autonome ou du sommeil. Il sont souvent 

des effets secondaires des traitements anti-parkinsoniens. 

Parmi les troubles les plus fréquents, on peut noter les démences présentes chez 30% des 

patients parkinsoniens. Leurs bases neurobiologiques ne sont pas encore connues, cependant 

le dégénérescence des voies dopaminergiques et/ou cholinergiques semblent être impliquées 

(Hurtig et al., 2000 ; Apaydin et al., 2002). Parfois, les démences peuvent être accompagnées 

de psychoses, généralement caractérisées par des hallucinations visuelles (Goetz et Stebbins, 

1995). La complication non motrice considérée comme la plus commune est sans nul doute la 

dépression. En effet, les systèmes monoaminergiques (dopamine, sérotonine, noradrénaline) 

seraient impliqués, les mécanismes précis restant inconnus (Olanow et al., 2001 Burn, 2002). 

 

3. Traitements  
 

Les modèles animaux de la maladie de Parkinson ont permis de développer des plusieurs 

stratégies thérapeutiques. Il n’existe cependant pas de traitement curatif agissant sur le 

processus de neurodégénérescence à l’origine de la maladie, mais seulement des traitements 

symptomatiques soulageant essentiellement les troubles moteurs de la maladie de Parkinson. 

Il s’agit d’abord d’une approche pharmacologique visant à compenser la déplétion 
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dopaminergique dans le système nerveux central par : i) le rétablissement des taux de 

dopamine circulant (dopathérapie), ii) la stimulation directe des récepteurs dopaminergiques 

(agonistes dopaminergiques), iii) la potentialisation de ces effets en inhibant la dégradation de 

la dopamine résiduelle (inhibiteurs enzymatiques). La dopathérapie étant le traitement 

pharmacologique de référence, seul ce point sera brièvement évoqué dans la suite de l’exposé. 

Il existe également une approche neurochirurgicale qui consiste en la stimulation cérébrale à 

haute fréquence du NST. 

 

3.1. Traitement pharmacologique : la dopathérapie  
 

Le traitement à la lévo-dopa (L-dopa), précurseur de la dopamine, est le traitement 

pharmacologique de référence. La L-dopa est efficase à long terme sur la triade 

symptomatique motrice « tremblement-rigidité-ralentissement ». Classiquement, on décrit 

trois étapes du traitement de la maladie de Parkinson : 

 

1- la lune de miel, période variant de 3 à 6 ans, se définit par une qualité de vie 

pratiquement normale. C’est la période de meilleure efficacité du traitement à la L-

dopa, pendant laquelle la triade symptomatique est nettement améliorée. 

2- les périodes de fluctuations et de complications motrices qui affectent 60% des 

patients après 6 ans de traitement. La première fluctuation motrice est la 

détérioration de fin de dose (ou « wearing-off ») qui correspond à une perte 

d’efficacité du traitement à la L-dopa, les symptômes moteurs réapparaissent donc 

plus rapidement. Des phénomènes de blocage-déblocage (ou «on-off ») sont 

également présent durant cette période. L’efficacité du traitement varie chez un 

même patient parallèlement à la disponibilité plasmatique du médicament. Si le 
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taux est élevé, des périodes de dyskinésies sont mises en évidences, et inversement, 

lorsque le taux chute, des périodes d’akinésie et de bradykinésie apparaissent.  

3- la troisième période, la plus handicapante, correspond à la perte d’efficacité 

quasi-totale de la L-dopa et à l’apparition de signes non L-dopa sensibles. 

  

3.2. Traitement chirurgical : stimulation à haute f réquence (SHF) du NST  
 

La SHF du NST améliore l’ensemble des symptômes moteurs majeurs de la maladie de 

Parkinson (Benazzouz et al., 1993 ; Limousin et al., 1995, 1998). Cette amélioration de la 

fonction motrice permet une diminution importante de la médication antiparkinsonienne (de 

l’ordre de 50 à 80% de la dose journalière) et même, chez un bon nombre de patients, l’arrêt 

total des médicaments dopaminergiques (Vingerhoets et al., 2002, Moro et al., 1999). C’est à 

travers cette diminution des médicaments que l’on voit une stabilisation de la réponse motrice 

avec une disparition progressive des dyskinésies et des dystonies «off». La SHF du NST 

semble avoir un effet essentiellement indirect sur les dyskinésies en relation avec l’arrêt ou la 

diminution de la dopathérapie (Russmann et al., 2004). L’efficacité sur les signes 

parkinsoniens est fortement corrélée à la réponse à la L-dopa qui est ainsi un des facteurs 

pronostics les plus importants de l’indication opératoire par stimulation sous-thalamique.  

 

A long terme (5 ans), les bénéfices de la SHF du NST sont préservés, particulièrement en 

ce qui concerne le tremblement et la rigidité (Krack et al., 2003). En plus de ces effets 

moteurs, le suivi régulier des patients opérés par stimulation cérébrale profonde a révélé des 

modifications thymiques et comportementales nécessitant un suivi rapproché. Bien que 

présentant un avantage clinique évident ayant permis les interventions bilatérales et la 

réduction importante des effets secondaires, la stimulation cérébrale profonde présente 
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l’inconvénient de nécessiter l’implantation d’appareils de stimulation à demeure, amenant un 

certain risque infectieux et matériel et nécessite, pour être optimale, des réglages fréquents par 

une équipe entraînée. Ces désavantages laissent donc tout naturellement la porte ouverte à 

d’autres abords thérapeutiques pour cette maladie. 

 
II. Les ganglions de la base 
 

Les ganglions de la base (GB), appelés également noyaux gris centraux, forment un 

ensemble de structures sous-corticales qui s’inscrit dans le système extrapyramidal lié à la 

motricité semi-volontaire ou automatique. Leur rôle demeure longtemps mal connu. « Aussi 

sombre que le fond de ma cave… » dira même Kinnier-Wilson en 1920 pour qualifier la 

fonction des GB. Dès la fin des années 1940, Whittier et Carpenter montreront l’implication 

de la lésion du noyau sous-thalamique (NST), un noyau essentiel des GB, dans la mise en 

place de mouvement anormaux choréiques : les ballismes (Whittier 1947). Cependant, le 

véritable champ d’investigations sur la physiologie et la physiopathologie des GB s’ouvre 

avec la découverte en 1960 de la dégénérescence dopaminergique nigrale et 

l’hypodopaminergie striatale subséquente chez les patients parkinsonien (Ehringer and 

Hornykiewicz, 1960). Les GB sont désormais impliqués dans la régulation du mouvement 

volontaire.  

 

1. Organisation anatomo-fonctionnelle 
 

La motricité volontaire est essentiellement un phénomène d’origine corticale. Elle fait 

intervenir le cortex moteur primaire, l’aire prémotrice, l’aire motrice supplémentaire, ainsi 

que les cortex associatifs préfrontaux et pariétaux (Figure 1). L’activité de ces aires corticales 
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est régulée par un ensemble de boucles cortico-sous-cortico-corticales où interviennent les 

GB. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

D’après le modèle anatomo-fonctionnel classiquement admis des GB (Albin et al. 

1989 ; Alexander et al. 1990), le striatum représente la structure d’entrée principale de 

l’information en provenance de plusieurs régions corticales et la substance noire réticulée 

(SNr) et le globus pallidus interne (GPi, équivalent du noyau entopédonculaire chez le 

rongeur) les structures de sortie, projetant principalement sur les noyaux moteur du thalamus. 

Les structures d’entrée et de sortie du réseau sont liées, soit par une voie directe 

Figure 1 : Représentation schématique de la boucle cortico-sous-cortico-corticale de 
l’information motrice, faisant intervenir les ganglions de la base. 
(D’apres Graybiel et al., 1990) 
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monosynaptique, soit par une voie indirecte polysynaptique faisant relais au niveau du globus 

pallidus externe (GPe, équivalent du GP chez le rongeur) et du noyau sous-thalamique (NST) 

(Figure 2). La voie directe à pour origine les neurones épineux de taille moyenne (MSN, 

medium spiny neuron) du striatum projetant sur la SNr et le GPi et exprimant la substance P 

(Bolam et Smith, 1990) alors que les MSN projetant sur le GPe expriment l’enképhaline 

(Gerfen 1990). L’activation de la voie directe striato-nigrale faciliterait le mouvement en 

désinhibant les neurones thalamo-corticaux, alors que l’activation de la voie indirecte striato-

pallido-subthalamo-nigrale inhiberait le mouvement en renforçant l’inhibition de cette même 

voie (Garcia-cairasco et al., 1997). L’équilibre entre ces deux voies est assuré par 

l’innervation dopaminergique striatale issue de la substance noire compacte (SNc). Sa perte 

entraîne des troubles neurologiques important, comme la maladie de Parkinson. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 2 : Représentation schématique du circuit des ganglions de la base. 
GPe et GPi (globus pallidus externe et interne) ; NST (noyau sous-thalamique) ; SNc et SNr 
(substance noire compacte et réticulée). Flèches bleues : inhibitions GABAèrgiques ; flèches 
rouges : excitations glutamatèrgiqus ; flèches vertes : projections dopaminergiques. D1 et D2 : 
récepteurs dopaminergiques D1 et D2. 
D’après Albin et al. (1989) 
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2. Le noyau sous-thalamique : plaque tournante des ganglions des la base.  

2.1. Considérations anatomiques du NST  

 
Le NST est l’un des plus petits noyaux des GB. L’utilisation de techniques modernes 

de traçage a permis de mettre en évidence que le NST est bien plus qu’un simple relais de la 

transmission pallidale. En effet, le NST envoie et reçoit des projections de la quasi-totalité des 

noyaux du réseau. Ceci souligne le fait que le NST joue un rôle crucial dans l’intégration de 

l’information au sein des GB. 

 

2.1.1. Afférences 

 

 Le NST reçoit des projections massives en provenance du cortex (Kitai and Deniau, 

1981; Afsharpour, 1985; Canteras et al., 1990; Degos et al., 2008) et du GPe (Carter and 

Fibiger, 1978). Le complexe parafasciculaire centromédian du thalamus (CM/PF) (Gerfen et 

al., 1982; Groenewegen and Berendse, 1990; Sadikot et al., 1992; Féger et al., 1994), l’aire 

tegmentale ventrale (ATV) (Hassani et al., 1997) et la SNc (Campbell et al., 1985; Hassani et 

al., 1997) projettent également sur le NST. 

Projections cortico-subthalamiques : 

 Bien que le striatum soit communément considéré comme la principale structure 

d’entrée de l'information corticale du circuit des ganglions de la base, le NST reçoit 

également des projections excitatrices glutamatergiques du cortex (Kitai et Deniau, 1981; 

Bevan et al., 1995). Des évidences anatomiques indiquent que les projections cortico-

subthalamique est exclusivement ipsilatéral (Afsharpour, 1985; Canteras et al., 1990). Chez le 

primate comme chez le rongeur, la plupart des afférences corticale du NST proviennent du 

cortex moteur primaire, de l’aire motrice supplémentaire (SMA), de la pre-SMA, et des partie 
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dorsale et ventrale du cortex pré-motor (respectivement PMD et PMV) (Nambu et al., 1996, 

1997, 2002; Degos et al., 2008). D’autres projections du cortex cingulaire, du cortex 

somatosensoriel, et du cortex insulaire ont été décrites chez les rongeurs et les primates, mais 

leur rôle reste encore mal connu (Künzle, 1977, 1978; Monakow et al., 1978; Kitaï et Deniau, 

1981; Afsharpour, 1985b; Jurgens, 1984; Canteras et al., 1990; Rinvik et Ottersen, 1993). 

Projections pallido-subthalamiques : 

 Les projections du GPe sur le NST sont l'une de ses principales afférences 

GABAérgiques (Fonnum et al., 1978; Oertel et Mugnaini, 1984, Smith et al., 1987, 1990a; 

Smith et Parent, 1988). Elles innervent la quasi-totalité du noyau (Parent et Hazrati, 1995). 

Chez le primate, des neurones de projection distincts ont été identifiés au niveau du GPe. 

13,2% des neurones envoient des projections sur le NST, le GPi et la SNr, 18,4% uniquement 

sur le NST et le GPi, et 52,6% uniquement sur le NST et la SNr (Sato et al., 2000b). Les 

fibres pallidales innervent principalement les dendrites proximales et les corps cellulaires des 

neurones du NST, bien que les dendrites plus distales soient également innervées (Parent et 

Hazrati, 1995).  

Projections thalamo-subthalamiques : 

 Des projections du complexe parafasciculaire centromédian du thalamus (CM / PF) ont 

été mises en évidence chez le rat (Gerfen et al., 1982; Sugimoto et Hattori, 1983; Sugimoto et 

al., 1983; Berendse et Groenewegen, 1990; Feger et al., 1994) et le singe (Saper et Loewy, 

1982; Sadikot et al., 1992). Par rapport aux projections du GPe et du cortex, les projections du 

CM/PF sont relativement peu importantes (Parent et Hazrati, 1995b). Elles découlent d'un 

nombre restreint de neurones du CM/PF qui innervent une partie discrète du NST (Parent et 

Hazrati, 1995b). Des études neurochimiques, pharmacologiques et électrophysiologiques ont 
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confirmé que cette voie est excitatrice et que le neurotransmetteur utilisé est le glutamate 

(Mouroux et Feger, 1995; Scatton et Lehmann, 1982; Nieoullon et al., 1985). 

Projections nigro-subthalamiques : 

 Comme nous l'avons mentionné ci-dessus, le NST établi également un lien réciproque 

avec la SNc (Mintz et al., 1986b; Kita et Kitai, 1987; Berendse et Groenewegen, 1990; 

Hassani et al., 1997). La notion de projection de la SNc vers le NST est soulevée puisque la 

présence de vésicules axonales dopaminergiques à été mise en évidence au niveau du NST 

(Brown et al., 1979). Il n'existe pas de claire organisation topographique de cette projection 

(Hassani et al., 1997). De plus, le NST exprime des récepteurs dopaminergiques 

postsynaptiques (voir partie III.1.4), et des études électrophysiologiques ont montré qu’il 

existe une modulation dopaminergique de l’activité des neurones du NST (voir partie IV.1.).  

 

En plus des projections mentionnées précédemment, d’autres régions innervent 

minoritairement le NST chez le rongeur, comme le noyau pédonculopontin, le noyau réticulé 

du thalamus, la zona incerta, le locus coeruleus, l’hypothalamus, l’amygdale, le noyau du lit 

de la strie terminale, le complexe nucléaire parabrachial, le noyau tegmental dorsolatéral 

(Canteras et al., 1990 ; Parent and Cicchetti, 1998). Peu de données sont disponibles quant à 

leur impact sur l’activité du NST. 
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2.1.2. Éfférences  

 

Le NST projette majoritairement sur les structures de sortie des GB, la SNr et le GPi, 

mais il projette également sur le GPe (Smith et al., 1998a). Chez le rat, les neurones du NST 

présentent un grand nombre de collatérales (Van Der Kooy and Hattori, 1980; Hammond and 

Yelnik, 1983; Kita et al., 1983). Des marquages intracellulaires (Hammond and Yelnik, 1983; 

Kita et al., 1983), des données électrophysiologiques (Hammond et al., 1983), et des 

marquages utilisant des transporteurs multimodaux (Bolam and Smith, 1992; Bevan et al., 

1994a; Bevan et al., 1994b) indiquent qu’un seul et même neurone du NST, projette à la fois 

sur le GPe, le GPi et la SNr. D’autres projections vers le striatum (Beckstead, 1983; Kita and 

Kitai, 1987), la SNc (Mintz et al., 1986; Kita and Kitai, 1987; Groenewegen and Berendse, 

1990), le noyau pédonculopontin (Hammond et al., 1983; Kita and Kitai, 1987; Parent and 

Smith, 1987) et même la moelle épinière ont été décrites. Plus récemment, des données 

anatomiques et électrophysiologiques ont mis en évidence l’existence d’une boucle cortico-

subthalamo-corticale mettant en jeu les cortex sensori-moteur et préfrontal (Degos et al., 

2008). 

 

L’ensemble de ces données nous emmène à conclure sur la position centrale que tient 

le NST au sein du réseau des ganglions de base (Figure 3) 
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2.2. Considérations fonctionnelles du NST  

 
 Le rôle du NST comme acteur majeur du contrôle moteur est aujourd’hui indéniable. 

Son nom a longtemps été associé aux ballismes  puisque des accidents vasculaires cérébraux 

dans la région du NST entraînent l’apparition de mouvements anormaux involontaires 

(Whittier 1947). Ces mouvements anormaux involontaires ont pu être reproduits chez le 

primate non-humain en inactivant le NST par des injections localisées d’agonistes des 

recepteurs GABA ou après lésion du noyau (Whittier 1947 ; Whittier and Mettler 1949 ; 

Hammond 1979 ; Crossman 1984). 

 

Figure 2 : Représentation schématique du circuit des ganglions de la base. 
GPe et GPi (globus pallidus externe et interne) ; NST (noyau sous-thalamique) ; SNc et SNr 
(substance noire compacte et réticulée). Flèches bleues : inhibitions GABAèrgiques ; flèches 
rouges : excitations glutamatèrgiqus ; flèches vertes : projections dopaminergiques. D1 et D2 : 
récepteurs dopaminergiques D1 et D2. 
D’après Albin et al. (1989) 
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 Plus récemment, de nombreuses études ont mis en évidence son implication dans la 

physiopathologie de la maladie de Parkinson. L’existence de modèles animaux de la maladie 

a permis une extension considérable des investigations consacrées aux conséquences 

fonctionnelles de la dégénérescence dopaminergique de la voie nigro-striée. L’administration 

intra-cérébrale de 6-hydroxydopamine (6-OHDA) chez le rongeur, ou l’administration 

systémique de 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahydropyridine (MPTP) chez le primate non-

humain est à l’origine d’un grand nombre de perturbations fonctionnelles du réseau des GB. 

Les altérations les plus marquantes sont sans doute l’hyperactivité du NST et de ses cibles, 

tant au niveau électrophysiologique (Bergman et al., 1994 ; Kreiss et al., 1997 ; Ni et al., 

2001) que métabolique (Vila et al., 1996 et 1999 ; Blandini et al., 1997 ; Benazzouz et al., 

2004). D’après ces données, l’inhibition du NST devrait améliorer les symptômes cliniques de 

la maladie de Parkinson.  

 Dans le but de tester cette hypothèse, Bergman et al. (1990) et Aziz et al. (1991) ont 

évalué les effets d’une lésion du NST, soit par thermocoagulation soit à l’acide iboténique, 

chez le singe traité au MPTP. Tous les principaux troubles moteurs observés chez le singe 

MPTP, incluant akinésie, rigidité des membres et tremblements de repos, sont atténués par la 

lésion du NST. Cependant, cette lésion est associée à des états transitoires ou permanents 

d’hémiballisme. Le rétablissement de ce « parkinsonisme expérimental » corrobore donc 

l’hypothèse selon laquelle l’activité excessive du NST joue un rôle clé dans la 

physiopathologie de la maladie de Parkinson, et confirme l’intérêt de ce noyau comme cible 

chirurgicale thérapeutique.  

 Afin d’éviter l’apparition d’effets non désirables et irréversibles, comme les 

mouvements anormaux involontaires décrit lors de la lésion du NST, Benazzouz et al. (1993) 

ont remplacé la lésion du NST par sa stimulation à haute fréquence (SHF). Cette technique 

était déjà connue pour induire des effets réversibles, graduels et contrôlables sur les troubles 
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fonctionnels, en particulier pour le traitement des tremblements (Benabid et al., 1987 et 1991). 

L’akinésie et la rigidité sont abolies par la SHF-NST chez le singe rendu hémiparkinsonien  

par l’injection intra-carotidienne unilatérale de MPTP (Benazzouz et al., 1993 et 1996). Ces 

effets bénéfiques obtenus chez le modèle animal de la maladie de Parkinson ont conduit à 

proposer la SHF-NST comme traitement thérapeutique chez des patients parkinsoniens 

humains (Pollak et al., 1993 ; Benabid et al., 1994). La SHF-NST unilatérale et bilatérale 

améliore de façon spectaculaires les principaux troubles moteurs de le maladie de Parkinson : 

akinésie, rigidité, troubles de la posture, dystonies en période « off » et même les 

tremblements de repos (Limousin et al., 1995a et b ; Pollak et al., 1996 ; Limousin et al., 

1998, Krack et al., 1998 et 2003). 

 D’un point de vue métabolique, plusieurs études utilisant des techniques de marquages 

au 2-désoxyglucose (Schwartman et al., 1988 ; Mitchell et al., 1989 ; Palombo et al., 1990) ou 

encore des techniques de révélation du complexe IV de la chaîne respiratoire mitochondriale 

(complexe cytochrome oxidase) (Blandini et al., 1998 ; Vila et al., 2000 ; Benazzouz et al., 

2004) ont confirmé que l’hyperactivité du NST est une caractéristique majeure de la maladie 

de Parkinson.  

 D’un point de vue électrophysiologique, une légère mais significative augmentation de 

la fréquence de décharge spontanée des neurones du NST a été rapportée chez le rat 6-OHDA 

et le singe MPTP (Bergman et al., 1994). De plus, des modifications dans le mode de 

décharge ont été constatées (Hassani et al., 1996 ; Vila et al., 2000 ; Bergman et al., 1994 ; Ni 

et al., 2001), et comme précédemment suggéré  par Percheron (1993) et Marsden and Obesso 

(1994), cette désorganisation de l’activité électrique pourrait être une conséquence 

fonctionnelle crucial de la dégénérescence neuronale dopaminergique observée au cours de la 

maladie de Parkinson. En effet, les enregistrements effectués chez les modèles animaux rats 

6-OHDA et singes MPTP ne sont pas tous en accord (Hollerman and Grace 1992 ; Bergman 
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et al., 1994 ; Hassani et al., 1996 ; Kreiss et al., 1997 ; Ni et al., 2001). La variable la plus 

couramment rapportée après déplétion du système dopaminergique, est le changement de 

mode de décharge des neurones du NST, et particulièrement l’augmentation de la proportion 

des neurones capables de décharger en bouffées de potentiels d’actions, également appelé 

« bursts ». La signification physiopathologique de la modification du caractère régulier du 

mode de décharge des neurones, et en particulier l’émergence de bouffées, est supportée par 

des données montrant une forte augmentation de la libération de neurotransmetteurs après 

stimulation par des bouffées, en comparaison avec une stimulation régulière (Dutton and 

Dyball 1979 ; Lundberg et al., 1986 ; Gonon et al., 1988 ; pour revue Lisman, 1997). D’un 

point de vue fonctionnel, le mode de décharge en bouffée est plus « efficace » que le mode 

régulier à la même fréquence de décharge (Bergman et al., 1994). Grâce à l’ensemble de ces 

données, nous pouvons considérer qu’après une déplétion dopaminergique, la décharge en 

bouffées correspond à une hyperactivité fonctionnelle pathologique, en comparaison avec le 

mode de décharge régulier et continu qui caractérise l’état normal. Pour exemple, il a été 

montré chez le rat 6-OHDA que la proportion de neurones dopaminergiques de la SNc 

subsistant à la lésion, tend à maintenir les niveaus extracellulaires de dopamine striatale 

(Zigmond et al., 1990). Le fait que les neurones de la SNc augmentent également leur activité 

en bouffées, constituerait un mécanisme compensatoire afin de maintenir l’homéostasie 

dopaminergique (Bezard and Gross 1998).  

 L’hyperactivité des neurones du NST décrite par le modèle d’Albin (1989) 

s’exprime donc non seulement d’un point de vue métabolique, mais également d’un 

point de vue électrophysiologique comme nous venons de le discuter. Cependant, les 

mécanismes cellulaires à l’origine de cette hyperactivité sont mal connus. Des études 

électrophysiologiques in vitro sur tranches de cerveau de rat, couplées à des 
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approches moléculaires menées par Baufreton et collaborateurs (2003 et 2005) 

proposent que les récepteurs dopaminergiques localisés au niveau du NST seraient 

capables de moduler le mode de décharge des neurones du NST. 

 

 III. Le système dopaminergique 
 

 La dopamine participe à un grand nombre de fonctions du système nerveux comme la 

perception sensorielle (rétine et bulbe olfactif), la régulation de certaines hormones de 

l’hypophyse, la thermorégulation, la mémoire, le plaisir, la récompense (Schultz et al., 1997), 

la motricité. Cette catécholamine est largement distribuée dans le système nerveux central des 

vertébrés, bien que les neurones capables de la produire ne représentent pas plus de 0,3% des 

cellules cérébrales. Les techniques permettant d’identifier les circuits utilisant la dopamine 

ont permis de distinguer 8 voies dopaminergiques majeures dans le cerveau. Quatre de celles-

là prennent naissance dans le mésencéphale (Figure 4). Il s’agit d’abord du faisceau 

dopaminergique associé au circuit de la récompense. Il est constitué par la voie méso-

limbique qui part des neurones de l’aire tegmentale ventrale et innervent plusieurs structures 

du système limbique dont le noyau accumbens. Cette voie est importante pour la mémoire et 

la motivation de nos comportements. En bloquant ce faisceau, les antipsychotiques réduisent 

les émotions intenses associées à la schizophrénie, par exemple. La voie méso-corticale part 

aussi de l’aire tegmentale ventrale mais innerve le cortex frontal et les structures avoisinantes. 

Certaines évidences montrent qu’un dysfonctionnement de cette voie pourrait être à l’origine 

des symptômes de la schizophrénie (hallucinations, désordre de la pensée…). Le blocage de 

ce faisceau avec des médicaments réduit les délires psychotiques, mais aussi le 

fonctionnement global des lobes frontaux. La voie nigro-striée qui projette des axones de la 

substance noire au striatum (noyau caudé et putamen), cette région impliquée dans le contrôle 
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moteur. La dégénérescence de ces neurones est d’ailleurs associée aux symptômes de 

tremblement et de rigidité musculaire associés à la maladie de Parkinson. Enfin, mentionnons 

une quatrième voie dopaminergique, la voie tubéro-infundibulaire, qui projette de 

l’hypothalamus à l’hypophyse et influence la sécrétion de certaines hormones comme la 

prolactine. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Son action sur des récepteurs spécifiques permet de moduler entre autre le 

métabolisme, la mobilité, la différenciation et l’excitabilité cellulaire. Elle est également 

impliquée dans un certain nombre de pathologies comme la schizophrénie, l’addiction aux 

drogues et la maladie de Parkinson. 

 

 A l’échelle cellulaire, l’action d’un neuromédiateur dépend de sa fixation sur des 

récepteurs membranaires spécifiques, et de la transmission de ce signal à des voies de 

signalisation intracellulaire. Dans le cas de la dopamine, ces récepteurs appartiennent à la 

Figure 4 : Représentation 
schématique des quatre voies 
dopaminergiques centrales.  
 

Les voies méso-corticale et 
méso-limbique proviennent de 
l’ATV et innervent 
respectivement le cortex 
préfrontal et le noyau 
accumbens. La voie nigro-striée 
nait dans la SNc et innerve le 
striatum alors que la voie 
tubéro-infundibulaire joint 
l’hypothalamus à l’éminence 
médiale.  
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superfamille des récepteurs couplés aux protéines G (RCPG) et se répartissent en deux 

classes, nommées D1-like et D2-like. 

 
1. Les récepteurs dopaminergiques  

 

Les premiers travaux entrepris sur les récepteurs dopaminergiques (RD) portaient sur 

leurs propriétés pharmacologiques. Sur la base de la liaison d’agonistes et d’antagonistes, 

deux classes de récepteurs D1 et D2 ont été identifiées (Kebabian et Calne, 1979). 

Parallèlement à l’utilisation de composés discriminants chacune des deux classes de 

récepteurs, la modulation des voies de transductions intracellulaires a également été un critère 

de différenciation. En effet, la classe D1 est définie comme étant capable d’activer l’adénylate 

cyclase et de permettre l’accumulation d’AMPc, alors que la classe D2 au contraire inhibe son 

activité. Si cette différence fonctionnelle majeure a l’avantage d’être clairement identifiable et 

quantifiable dans la cellule, seule la détermination de profils pharmacologiques permet de 

différencier les récepteurs appartenant à chacune de ces classes (pour revue, Andersen et al 

1990). A l’heure actuelle la famille des récepteurs à la dopamine est composée de sept 

récepteurs chez les vertébrés, quatre pour la classe D1 (D1a, D1b, D1c et D1d) et trois pour la 

classe D2 (D2, D3 et D4). Seulement 5 sont retrouvés chez les mammifères et sont répartis 

comme en deux familles, D1-like (RD1 et RD5) et D2-like (RD2, RD3, et RD4). 

 

1.1. Structure  
 

 La plupart de nos connaissances de la nature moléculaire des récepteurs de la 

dopamine provient de leur isolement à partir de banques d’ADN complémentaires (ADNc) ou 

génomiques. L’analyse de leur séquence les classe dans leur grande famille des RCPG. Les 

membres de cette famille sont caractérisés par la présence de sept hélices hydrophobes 
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traversant la membrane plasmique. Elle compte un millier de membres (1% du génome 

humain) et on estime à l’heure actuelle qu’ils sont la cible de 60% des médicaments (Bockaert 

et Pin, 1999). La conservation importante des séquences de ces récepteurs, particulièrement 

au niveau des régions transmembranaires, est à l’origine des stratégies de clonage choisies 

pour les isoler (pour revue, Gingrish et Caron, 1993). L’utilisation de PCR avec amorces 

dégénérées ou le criblage de banque d’ADNc en conditions permissives ont permis d’isoler 

chez un grand nombre d’espèces les récepteurs à la dopamine. Ces méthodes ont aussi révélé 

des différences d’organisation génique puisque si les récepteurs de la classe D1-like n’ont pas 

d’introns, les récepteurs de la classe D2-like en possèdent.  

 

 Grâce aux séquences, on peut modéliser la structure de ces récepteurs (pour revue, 

Civelli et al 1993 ; O’Dowd 1993). Si les segments transmembranaires (TM) sont bien 

conservés, les régions intra et extracellulaires sont beaucoup plus variables. Des résidus 

hautement conservés au niveau des TM 2, 3, 5 et 6 participent à la liaison de la dopamine. 

 

       

Les récepteurs D1-like possèdent une longue extrémité C-terminale  cytoplasmique et 

une troisième boucle intra-cytoplasmique courte. A l’opposé les récepteurs D2-like ont une 

extrémité C-terminale  très courte et une troisième boucle intra-cytoplasmique beaucoup plus 

longue (figure 4). Ces deux régions interviennent dans un certain nombre de régulations de 

l’activité du récepteur, la plus importante étant le couplage aux protéines G : les récepteurs 

D1-like sont associés préférentiellement à la sous-unité  Gαs des protéines G, alors que les 

récepteurs D2-like sont principalement associées aux protéines Gαi/Gα0 (Figure 5). 
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1.2. Voies de Signalisation  
 

Les protéines G représentent les principaux effecteurs des RCPG et répondent toutes 

au même mécanisme d’activation (Figure 6). À l’état inactif, la protéine G comprend les trois 

sous-unités Gα, Gβ et Gγ. La sous-unité Gα lie une molécule de GDP (guanosine 

diphosphate) au niveau de son domaine GTPase. Selon le modèle classique, l’activation du 

récepteur par son agoniste, se traduit par des modifications structurales qui favorisent le 

couplage du récepteur à la protéine G. Il en résulte une diminution de l’affinité de la sous-

unité Gα pour le GDP, qu’elle expulse (Gilman 1987). L’état de transition qui suit, bien 

qu’instable, n’en reste pas moins un état de haute affinité pour le récepteur. La fixation du 

GTP (présent à de hautes concentrations) au niveau de la sous-unité Gα « vide » clôture 

finalement cette première phase d’activation. La conséquence majeure de l’échange 

GDP/GTP semble être une dissociation du complexe hétérotrimérique : Gα-GTP et le 

complexe Gβγ (Neer 1995). Les sous-unités dissociées activent alors différents effecteurs 

spécifiques tels que adénylate cyclase (AC), phospholipase C (PLC). Pour terminer le cycle, 

Figure 5 : Représentation schématique de la structure des récepteurs D1-like (A) et D2-
like (B), ainsi que de leur couplage respectif aux protéines G. 
 

A B 
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la déphosphorylation du GTP en GDP par l'action d'une RGS (Regulator of G-protein 

signaling) met fin au signal d’activation. Le complexe Gαβγ se recompose, stabilisant la 

liaison du GDP au niveau de la sous-unité Gα (De Vries 1995). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

  

 

 

 

 

Figure 6 : Cycle d’activation des protéines G hétérotrimériques. Dans son état actif, un 
RCPG peut activer une protéine G en la faisant passer d’un état trimérique lié au GDP (état 1) à 
un état vide de nucléotide de haute affinité pour le récepteur. Selon le modèle classique, la 
liaison du GTP présent à haute concentration dans la cellule, entraîne d'une part la dissociation 
du complexe récepteur - protéine G (état 2) et d'autre part la dissociation de la protéine G en ses 
deux sous-unités Gα et Gβγ (état 3). 
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La liaison d’un ligand sur son récepteur et l’activation successive de la protéine G, 

représentent les deux premières étapes indispensables à la transmission d’un signal à 

l’intérieur de la cellule. La protéine Gα activée peut interagir avec différentes classes 

d’effecteurs dont l’adénylate cyclase. Selon le type de protéine G associé au récepteur, 

l’activité de l’adénylate cyclase sera activée (Gαs, pour les récepteurs D1-like) ou inhibée 

(Gαi, pour les récepteurs D2-like) (Figure 7). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

L’une des conséquences principales de l’accumulation intracellulaire d’AMPc  est 

l’activation de la protéine kinase AMPc dépendante (PKA), qui pourra, entre autre, 

phosphoryler des canaux potassique et moduler l’activité électrique des neurones. Ainsi, 

Figure 7 : RCPG et voie de signalisation AMPc dépendante. (1) activation du récepteur par 
un signal externe. (2) activation des protéines Gαs ou Gαi. (3) activation via Gαs ou inhibition 
via Gαi de la production d’AMPc par l’adénylate cyclase (A.C). (4) activation de la protéine 
kinase A (PKA) par l’adénosine monophosphate cyclique (AMPc) suite à la dissociation de ses 
sous-unités régulatrices (R) et catalytiques (C). 

RD1-like RD2-like 
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l’activation de la PKA par la signalisation D1-like dépendante va diminuer la conductance 

potassique et entraîner ainsi une dépolarisation du neurone. A l’inverse, l’inactivation de la 

PKA par la signalisation D2-like dépendante va augmenter la conductance potassique et 

entraîner ainsi une hyperpolarisation du neurone. D’autres types de canaux ioniques dont les 

canaux calciques de type lent (L-types channel) peuvent être activés par la PKA, et concourir 

à la modulation de l’activité électrique des neurones (Baufreton 2003). 

 

Le complexe Gβγ peut quant à lui moduler l'activité d'effecteurs au moins aussi 

nombreux que ceux contrôlés par les Gα. On retrouve des enzymes (phospholipases A2 et 

C…) (Katz 1992), l’adénylate cyclase (Federman 1992) ainsi qu'un nombre important de 

kinases (MAP kinases, tyrosines kinases…), et des canaux potassiques à rectification entrante 

("GIRK: G protein-coupled inwardly rectifying K+").  

 

1.3. Pharmacologie  
 

 Le critère majeur de classification des récepteurs a été la pharmacologie (pour revue 

voir Andersen et al., 1990; Kebabian et Calne, 1979). Trouver des molécules qui distinguent 

entre elles les deux grandes familles D1 et D2 est simple. La dopamine possède une affinité 

micromolaire pour les récepteurs D1 et nanomolaire pour les D2. D'autre part, le SCH-23390 

(7-chloro-2,3,4,5-tetrahydro-3-methyl-5-phenyl-1H-3-benzazepine-7-ol) est le prototype de 

l'antagoniste spécifique des récepteurs D1 et le SKF-38393 (2,3,4,5-tetrahydro-7,8-dihydroxy-

1-phenyl-1H-3-benzazepine) celui des agonistes D1. Pour la classe D2, le quinpirole et la 

bromocriptine représentent des agonistes classiques alors que le raclopride et le spipérone 

sont des antagonistes spécifiques. Beaucoup d’antagonistes dopaminergiques sont utilisés en 

clinique pour leur propriété antipsychotique (halopéridol ou chloropromazine) (voir partie 
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IV.2.). Par contre, sans vouloir passer en revue de façon exhaustive toutes les molécules 

capables de moduler l'activité des récepteurs, il reste difficile de trouver des composés 

discriminant les différents récepteurs à l'intérieur de chaque classe (Table 1). 

 

 D1-like    D2-like     
  D1 D5   D2 D3 D4 
Agonistes       
Dopamine 0,9 - 2340 <0,9 - 261  2,8 - 474 5,1 - 24 30 - 46 
Apomorphine 0,7 - 680 122 - 166  0,7 - 24 20 - 32 4 
Bromocriptine 440 - 672 450  5,3 - 12,6 5 - 7,4 290 - 340 
Quinpirole 1900 n.d.  4,8 - 576 5,1 - 24 30 - 46 
SKF-38393 1 - 150 0,5 - 100  150 - 9560 5000 1000 - 1800 
       
Antagonistes       
Butaclamol 0,9 - 3 .5 - 27  0,7 - 0,8 4,1 - 11,2 38 - 21 
Clozapine 100 - 261 194 - 336  56 - 230 83 - 620 .09 - 42 
Chloropromazine 73 - 90 130 - 314  0,5 - 3 1,1 - 6,1 35 
Halopéridol 27 - 203 33 - 151  0,6 - 1,2 2,7 - 7,8 2,3 - 5,1 
Spipérone 99 - 350 135 - 4500  0,06 - 0,37 0,32 - 0,71 0,05 - 4 
Raclopride 18 000 n.d.  .1 - 5 1,8 - 3,5 237 - 2400 
SCH-23390 0,11 - 0,35 0,11 - 0,54  270 - 1100 314 - 800 3000 - 3560 
Sulpiride 20 400 - 45 000 11 000 - 77 270  2,5 - 71 8 - 206 21 - 1000 
α-flupentixol 36,1-200 n.d.   3,8 60 n.d. 
  

 

 

 

 

 

D’autres moyens moins directs peuvent également stimuler le système 

dopaminergique. Il s’agit de substances pharmacologiques qui ont un effet sur la biosynthèse, 

la dégradation ou la biodisponibilité de la dopamine (Figure 8). Elles sont largement utilisées 

dans le traitement de maladies comme la maladie de Parkinson (stimulation de la synthèse de 

dopamine par la Lévodopa et diminution de la dégradation par des inhibiteurs de la MAO-B et 

la COMT), le traitement des psychoses, des troubles déficitaires de l’attention avec 

Table 1 : Pharmacologie usuelle dopaminergique. 
Ce tableau exprime l’affinité (Ki en mmol) de plusieurs agents dopaminergiques pour les 
différents sous types de récepteurs dopaminergiques. On peut noter qu’il est extrêmement 
difficile d’obtenir un agent pharmacologique spécifique d’un sous-type donné. 
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hyperactivité  -TDAH- , ou des dépressions (inversion ou blocage du système de recapture des 

monoamines par les amphétamines, le méthylphénydate, ou le bupropion et la cocaïne). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.4. Distribution des récepteurs DA au sein des gan glions de la base  
 

L’expression des cinq types de récepteurs dopaminergique au sein des différentes 

structures du réseau des GB n’est pas clairement établie. Bien que des études de binding 

autoradiographique aient été réalisées très tôt, il a fallu attendre le développement d’outils 

cellulaires et moléculaires plus spécifiques (hybridation in situ,  RT-PCR, production 

d’anticorps spécifiques pour l’immunolocalisation…) pour obtenir une cartographie de la 

distribution des récepteurs dopaminergiques au sein du réseau. Il n’existe cependant pas, 

Figure 8 : Stratégies pharmacologiques activatrices du système dopaminergique.  
Principales substances pharmacologiques qui ont un effet sur la biosynthèse, la dégradation ou 
la biodisponibilité de la dopamine 
D’après Moussa B. H. Youdim, Dale Edmondson & Keith F. Tipton, 2006. 
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encore à l’heure actuelle, de représentation sûre de l’expression des récepteurs puisque 

beaucoup d’études reste encore controversées. A la lumière des connaissances actuelles, nous 

allons donc essayer d’établir cette cartographie des RD au sein des GB (Figure 9), qui semble 

essentielle à la compréhension des mécanismes physiopathologique de la régulation de l’acte 

moteur. 

 

Au niveau du striatum, il est couramment admis que les MSN expriment de façon 

différentielle les RD1 et les RD2 selon qu’ils projettent sur la SNr et le GPi (voie directe) ou 

le GPe (voie indirecte) (DeLong 1990 ; Gerfen 1990). Cependant, la ségrégation totale de ces 

différentes voies reste controversée puisque des études de RT-PCR ont montré une plus 

grande coexpression des RD1 et RD2 au niveau des MSN que celle prédite par les études 

d’hybridation in situ (Nicola et al., 2000 ; Surmeier et al., 1993). Des études 

d’immunohistochimie n’ont pas permis de trancher sur la question puisque certains révèlent 

une forte ségrégation de l’expression des RD1 et des RD2 (Hersch and Ciliax 1995 ; Lei and 

Jiao 2004) alors que d’autres démontrent une coexpression certaine au niveau des mêmes 

MSN (Nadjar et al., 2006 ; Aizman O 2000). L’hypothèse de la ségrégation des RD1 et RD2 

au niveau du striatum à été très utile dans la compréhension du fonctionnement de la 

circuiterie des ganglions de la base. Mais il ne faut pas oublier que d’autres sous-types de 

récepteurs dopaminergiques (D3 et D4) sont également exprimés au niveau du striatum 

(Smith and Villalba 2008 ; Nicola et al., 2000). La colocalisation de ces différents sous-types 

et les RD1 et RD2 eux-mêmes, soulève l’hypothèse d’une interaction fonctionnelle entre les 

différents sous-types de récepteurs dopaminergique au niveau d’un même neurone au sein des 

GB (Smith and Villalba, 2008). Par exemple, une interaction RD1-RD3 est proposée dans la 

physiopathologie des dyskinésies induite par le traitement L-DOPA (Le Moine et al., 1996 ; 

Bezard et al., 2003 ; Guigoni et al., 2005 ; Aubert et al., 2005 ; Berthet et al., 2009). 
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Bien que le striatum soit de loin la principale cible des neurones dopaminergiques, le 

GP et le NST reçoivent aussi des afférences dopaminergiques en provenance de la SNc. La 

modulation dopaminergique extrastriatale est moins connue, mais n’en reste pas moins un 

élément capital à la compréhension du circuit moteur (pour revue Smith 2000 et 2008). Elle 

pourrait même expliquer des observations paradoxales qui ont été faites, en comparaison avec 

le modèle classique des ganglions de la base. 

  

Au niveau du pallidum, on connaît deux populations neuronales distinctes, les 

neurones de projection pallidostriataux et les neurones pallidosubthalamiques expriment  la 

parvalbumine et sont au nombre de 60%. Des expériences d’hybridation in situ (Smith and 

Kieval 2000) ont permis de mettre en évidence que les deux populations expriment des 

récepteurs D2. Les ARNm des RD3 et RD4 ont également été détectés, mais bien que 

quelques neurones les coexpriment avec les RD2, la majorité des neurones expriment un seul 

type de récepteur dopaminergique (Gurevich and Joyce, 1999).   

 

Au niveau du NST, les deux familles de récepteurs dopaminergiques ont pu être mis 

en évidence par des expériences de binding autoradiographiques (Boyson et al., 1986 ; 

Savasta et al., 1986 ; Bouthenet et al., 1987 ; Johnson et al., 1994 ; Flores et al., 1999) ou 

d’hybridation in situ (Svenningson and Le Moine, 2002 ; Flores et al., 1999). Cependant, les 

controverses ne cessent de grandir quant à la localisation pré et/ou post synaptique de ces 

récepteurs. En ce qui concerne les RD2-like, les ARNm des RD2 et des RD3 ont été révélés 

au niveau des corps cellulaires des neurones du NST, mais pas ceux des RD4, ce qui 

suggérerait que les RD4 sont présents exclusivement sur les afférences du NST (Flores et al., 

1999). Les ARNn codant pour les RD5 ont été révélés dans une seule étude d’hybridation in 
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situ (Svenningson et Le Moine 2002). Elle démontre cependant une forte expression des RD5, 

alors que celle des RD1 est indétectable. En accord avec cette étude, d’autres équipes ont pu 

mettre en évidence l’absence d’expression des ARNm codant pour les RD1 au niveau du NST 

chez le rats ou l’Homme (Boyson et al., 1986 ; Fremeau et al., 1991 ; Augood et al., 2000).  

En combinant les expériences d’hybridation et d’autoradiographie, les résultats tendent à 

prouver que les RD1 se situent exclusivement sur les afférences du NST alors que les RD5 

sont présent sur les corps cellulaires. L’étude de l’expression des RD5 est réapparue 

récemment suite à la production d’un anticorps spécifique de ce sous-type (Ciliax et al., 2000 

; Khan et al., 2000). De nombreux corps cellulaires ont pu être marqués au niveau du NST. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 9 : Localisation anatomique des récepteurs DA au sein des ganglions de la 
base. Les fibres GABA sont en bleu; les fibres DA en vert et les fibres glutamatergiques 
en rouge. SNc: substance noire pars compacta et pars reticulata ; GPe et GPi: globus 
pallidus externe et interne ; NST: noyau sous-thalamique. PV : parvalbumine ; Enk : 
enképhaline. 
(D’après Smith, 2000 et 2008, Bevan et al. 2006.) 
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2. Le cas du récepteur D5 : un récepteur constitutivement actif  

2.1. Activité constitutive : Généralités  
2.2.1. Définition de l’activité constitutive : notion d’agoniste inverse 

 

Les modèles classiques décrivant l’activation des RCPGs proposent l’existence d’un 

équilibre entre deux états fonctionnels distincts du récepteur: un état inactif R et un état actif 

R* (Figure 10).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Dans ce modèle initialement introduit par Monod., (1965), le récepteur non lié à un 

ligand est considéré comme quiescent et le changement de conformation du récepteur suite à 

la liaison d’un ligand définit son efficacité (Clarke and Bond, 1998) (Figure 11). Ainsi, la 

fixation d’un agoniste sur son récepteur entraîne un effet dose dépendant (par exemple 

Figure 10 : Influence des ligands sur l’équilibre entre les deux états d’un récepteur.  
Les récepteurs existent soit sous la forme inactive R, soit sous la forme active R*. La position 
de l’équilibre entre ces formes varie en fonction de chaque récepteur et est altérée par la 
présence de ligands de ces récepteurs. Les agonistes stabilisent la forme R* alors que les 
agonistes inverses stabilisent la forme R et les antagonistes définissant le point d’équilibre. 
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augmentation de la concentration d’AMPc pour les RD1-like) qui nous permet d’évaluer son 

efficacité comprise entre 0 et 1, alors que l’efficacité d’un antagoniste est nulle. Les agonistes 

modifient l’équilibre entre R et R* de par leur plus forte affinité pour R* et favorisent donc la 

stabilisation de cette forme. Par contre, les antagonistes ont une affinité identique pour les 

deux formes. Ainsi, en absence d’agoniste (ou en présence d’antagoniste), l’équilibre entre R 

et R* détermine le niveau d’activité basale du récepteur. Ce modèle théorique a été adapté 

aux RCPGs (Bond et al., 1995; Costa and Herz, 1989; Leff et al., 1997; Samama et al., 1993). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Plusieurs études (De Lean et coll., 1980; Kenakin, 2004; Samama et coll., 1993)  ont mis 

en évidence la capacité de certains ligands des RCPG à limiter l’activation des protéines G 

et/ou à diminuer le taux de formation basale de second messager en absence d’agoniste, c’est-

à-dire à réduire l’activité constitutive du récepteur (ou activité spontanée du récepteur en 

absence de l’agoniste). Cette activité constitutive est due à une isomérisation spontanée du 

Figure 11 : Efficacité des différents ligands en fonction de leur concentration.  
L’efficacité des ligands d’un récepteur est définie par leur capacité à produire une réponse. 
L’efficacité d’un agoniste est comprise entre 0 et 1 alors que celle d’un agoniste inverse est 
comprise entre -1 et 0. Celle d’un antagoniste est nulle.  
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récepteur de la forme R à R*, la forme R* interagissant efficacement avec la protéine G pour 

initier la régulation des effecteurs. La majorité des ligands ayant permis la mise en évidence 

de ce phénomène étaient initialement caractérisés comme des antagonistes. Or, la diminution 

de l’activité constitutive d’un récepteur étant un phénomène actif, il a été défini comme 

agonisme; le fait que la réponse observée soit opposée à celle d’un agoniste normal a permis 

de qualifier ces ligands d’agonistes inverses (Figure 11). Dans le modèle classique 

d’activation du récepteur à deux états, les agonistes inverses possèdent une plus forte affinité 

pour les récepteurs sous la forme R, ce qui diminue la proportion de récepteurs R* et réduit 

donc l’activité basale du système de transduction (Milligan et coll., 1995) (Figure 10).De 

même que l’agonisme est associé à une efficacité, la propriété moléculaire associée à 

l’agonisme inverse possède une efficacité négative comprise entre 0 et -1 (Figure 11). Il est 

intéressant de noter que la mise en évidence d’agonistes inverses remet en question la notion 

d’antagoniste. En effet, l’absence d’effet en condition basale doit être évaluée sur ces 

systèmes constitutivement actifs avant de pouvoir attribuer le terme «vrai antagoniste neutre» 

à un ligand (Kenakin, 2004). Ces systèmes permettent donc de distinguer un antagoniste d’un 

agoniste inverse, lequel se comporte exactement comme un antagoniste compétitif sur un 

récepteur ne possédant pas d’activité constitutive (Kenakin, 2001). Pour cela, l’identification 

d’un agoniste, d’un antagoniste et d’un agoniste inverse dépend de l’état d’activité basale 

dans lequel se trouve le RCPG (Milligan et Bond, 1997). 
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2.2.2. Expression de l’activité constitutive in vitro 

 

 Les caractéristiques des agonistes inverses peuvent être observées dans des systèmes 

exprimant des taux élevés d’un récepteur possédant une forte activité effectrice basale. Pour 

cela, la majorité des études disponibles sont réalisées sur des lignées cellulaires transfectées 

pour exprimer les récepteurs natifs ou mutés (Milligan et al., 1995). 

 

 Les techniques de biologie moléculaire ont permis de générer des mutations 

spécifiques au niveau des régions impliquées dans le couplage des récepteurs aux protéines G 

et modifier ainsi l’activité basale des récepteurs. Les récepteurs adrénergiques ont constitué 

un outil de choix dans la génération de ces mutants constitutifs (Allen et al., 1991; Ren et al., 

1993; Samama et al., 1993). En effet, que ce soit pour les récepteurs α2 ou β2, les auteurs ont 

rapporté une augmentation considérable de la sensibilité des réponses biologiques pour ces 

récepteurs possédant des mutations localisées au niveau de la partie C-terminale de la 

troisième boucle intracellulaire. Ces mutants entraînent une activation constitutive de leur 

voie de transduction, traduite respectivement par la diminution du taux d’AMPc pour les α2 

(Ren et al., 1993) et son augmentation pour les β2 (Samama et al., 1993), et ceci en absence 

d’agoniste. 

 

 Il existe également des récepteurs natifs, présentant une activité constitutive. Celle-ci a 

déjà été rapportée dans la littérature pour les récepteurs dopaminergiques D5 (Tiberi et al 

1994) ou encore pour les récepteurs 5-HT1D, 5-HT2A et 5-HT2C (Barker et al., 1994; Grotewiel 

and Sanders-Bush, 1999; Thomas et al., 1995) lorsqu’ils sont exprimés dans des systèmes 

hétérologues.  
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Il est cependant important de noter que l’expression d’une activité constitutive de 

récepteurs natifs relève d’une surexpression de ces récepteurs dans des systèmes d’expression 

hétérologue. En effet, de même que la mutation d’un récepteur peut modifier l’équilibre entre 

les formes R et R*, des niveaux d’expression élevés des récepteurs augmenteraient l’activité 

basale du système. Cette hypothèse est clairement supportée par les données montrant que 

l’augmentation des taux d’expression des récepteurs β2-adrénergiques natifs dans des lignées 

cellulaires entraîne une augmentation de l’activité basale de l’adénylate cyclase (Adie and 

Milligan, 1994; Samama et al., 1993). Ainsi, le niveau d’activité basale d’un système, et donc 

le taux de récepteurs à activité constitutive, peut être augmenté si la concentration en 

récepteur est augmentée, mais aussi si la concentration en protéine G est augmentée (Burstein 

et al., 1995).  

 

Il est donc primordiale, mais non moins délicat, d’évaluer l’activité constitutive d’un 

RCPG, dans des conditions « physiologiques », in vivo. 

 

2.2.3. Expression de l’activité constitutive in vivo 

 

Bien qu’il soit relativement aisé d’induire l’activité constitutive d’un récepteur et de 

mette en évidence les propriétés d’agoniste inverse de nombreux composés dans des systèmes 

recombinants, démontrer de telles propriétés dans des systèmes natifs in vivo reste encore un 

challenge. La stratégie la plus couramment employée et la plus sélective permettant de sonder 

cette activité basale in vivo est d’utiliser une approche pharmacologique (Harvey et al., 1999; 

Millan et al., 1999b; Morisset et al., 2000). Cette approche est basée sur l’identification 

préalable de composés présentant des propriétés distinctes d’agoniste, d’agoniste inverse et 

d’antagoniste dans des systèmes recombinants. Ensuite, les différents ligands caractérisés sont 
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testés sur un système in vivo. La mise en évidence d’une activité constitutive d’un récepteur 

repose sur l’identification d’effets opposés des agonistes inverses par rapport aux agonistes, 

alors que les antagonistes sont sans effet par eux-mêmes et bloquent à la fois les effets des 

agonistes et agonistes inverses. Grâce à cette approche pharmacologique, Harvey et al., 

(1999) et De Deurwaerdere et al., (2004) ont pu valider l’existence d’une activité constitutive 

in vivo des récepteurs 5-HT2, alors que Millan et al. (1999b) ont montré que les récepteurs 5-

HT1B n’existent pas sous une forme active de façon constitutive dans des systèmes natifs in 

vivo. 

 

2.2.4. Signification physiologique de l’activité constitutive 

 

 D’un point de vue théorique ou pratique, on peut penser qu’il n’existe pas raison de 

croire que l’utilisation d’un agoniste inverse présente des avantages par rapport à l’utilisation 

d’un antagoniste dans la plupart des situations rencontrées en clinique. En effet, les drogues 

sont généralement utilisées simplement pour entrer en compétition avec l’agoniste endogène 

afin de limiter son action ou de réguler sa libération. Dans ce cadre, la puissance d’une 

molécule, sa biodisponibilité et sa sélectivité sont les propriétés indispensables à son efficacité 

clinique. 

 

Cependant, de nombreux cas suggèrent l’utilisation avantageuse des agonistes inverse 

par rapport aux antagonistes. Cet aspect prend tout son sens si le tissu considéré se trouve 

sous un contrôle tonique médié par l’activité constitutive d’un récepteur. Quelques exemples 

dans la littérature suggèrent l’existence de ce tonus chronique élevé dans certaines maladies, 

c’est-à-dire où l’activité constitutive d’un RCPG constitue l’entité pathologique, et où seul un 

traitement avec un agoniste inverse peut être efficace. C’est le cas de la rétinite pigmentée et 
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l’hyperthyroïdisme (pour revue, Spiegel 1996) ou de certaines maladies auto-immunes (pour 

revue, De Ligt et coll., 2000). Dans ce contexte, il est clair qu’un traitement avec un 

antagoniste serait profitable, mais pas aussi efficace qu’un traitement avec un agoniste inverse 

(Milligan et al., 1995). La surexpression ou l’expression inappropriée de RCPGs, entraînant 

une activité constitutive, a également été rapportée comme étant à l’origine de pathologies 

comme les tumeurs endocrines (De Herder et al., 1994). Aussi, dans le cerveau de patients 

schizophrènes, il a été reporté des taux considérablement élevés de récepteurs 

dopaminergiques de type D4. Cette étude de Seeman et al., (1993) constitue un exemple d’une 

surexpression de récepteurs dans lequel des agonistes inverses sélectifs pour le récepteur D4 

offriraient un bénéfice thérapeutique considérable par rapport à un antagoniste. 

 

2.2. Activité constitutive des récepteurs D5 :  
 

Tiberi et Caron ont montré en 1994 que l’activité indépendante de l’agoniste de 

récepteurs appartenant à une même famille (même ligand naturel) peut être sensiblement 

différente, comme c’est le cas des RD1 et des RD5. L’expression hétérologue des RD5 dans 

les cellules HEK entraîne une activation constitutive considérable de l’adénylate cyclase alors 

que celle des RD1 est quasi nulle. 

 

 Avec le RD5, des antipsychotiques aux propriétés d’antagonistes D2 comme la 

fluphénazine, l’α-flupentixol, ou le butaclamol, diminuent l’activité basale de l’adénylate 

cyclase (Cai et al 1999). Par contre, le SCH 23390 est sans effet. On peut donc considérer ces 

antagonistes comme agonistes inverses des RD5. De plus, cette baisse d’activité est 

accompagnée d’une perte de couplage à Gs pouvant atteindre les 80%. Une des premières 

analyse d’expression des RD1 et RD5 humain dans des cellules hétérologues CHO avait 
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montré que la stimulation de l’adénylate cyclase était 20 fois plus forte pour les RD5 que pour 

les RD1 (Pedersen et al 1994).  

 La recherche des régions importantes pour cette activité constitutive a été entreprise 

grâce à la fabrication de chimères entre les RD1 et les RD5 humains. Les mutations Phé 264 

Ile et Leu 286 Ala rendent les RD1 constitutivement actif (Charpentier et al 1996, Cho et al 

1996). Plus précisément, la substitution entre les acides aminés Phé 264 pour le RD1 et Ile 

288 pour le RD5 permet d’intervertir les activités basales de ces récepteurs (Charpentier et al 

1996). Une des conséquences de l’apparition de cette activité constitutive induite des RD1 est 

l’émergence d’une inhibition agoniste-indépendante de l’adénylate cyclase et une 

augmentation de la phosphorylation des récepteurs par les GRK (G-protein coupled Receptor 

Kinase), comme celle observée pour les récepteurs adrénergiques α2 et β2 (Pei et al 1994). 

 Il existe très peu de données concernant l’implication des RD5 dans la régulation de 

l’acte moteur, principalement car la pharmacologie manque cruellement d’agents 

suffisamment spécifiques des RD5 pour en caractériser le rôle. Cependant, l’existence de 

souris K.O. pour les RD1 ou RD5, a rendu possible l’étude de ce récepteur, malgré toute les 

limites que l’on attribut à ce genre d’outils. Des caractérisations comportementales (Centonze 

D et al 2003 ; Holmes A et al 2001), ont établi que les RD5 joueraient un rôle inhibiteur 

modéré dans la modulation de l’acte moteur normal. Ces effets minimes pourraient 

s’expliquer par une éventuelle compensation du K.O. par les RD1 restants. D’un point de vue 

électrophysiologique, des études menées récemment au laboratoire par Baufreton et 

collaborateurs (2003 et 2005) ont permis de mettre en évidence l’importance des RD5 du NST 

dans la régulation du mode de décharge des neurones : leur activation favoriserait 

l’émergence de bouffées de potentiels d’action (voir partie IV.1.), caractéristique 

physiopathologique de la maladie de Parkinson. 
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IV. Ganglions de la base et système dopaminergique : 
considérations physiopathologiques 
 

 Comme nous l’avons vu précédemment, il y a de plus en plus d’évidences qui tendent 

à confirmer le rôle important que la dopamine peut jouer au niveau du NST. Ce noyau reçoit 

des projections dopaminergiques (Meibach and Katzman, 1979; Campbell et al., 1985; 

Hassani et al., 1997) et expriment des récepteurs dopaminergiques (Dawson et al., 1988a; 

Dawson et al., 1988b; Flores et al., 1999, Svenningson 2002) qui sous-tendent les réponses 

fonctionnelles du NST à de nombreux agents dopaminergiques (Ruskin and Marshall, 1995; 

Kreiss et al., 1996 ; Hassani et al 1997 ; Ni et al 2001). D’autre part, la modulation 

dopaminergique du NST jouerait un rôle clé dans les altérations retrouvées chez les modèles 

expérimentaux de troubles moteurs de type parkinsoniens. 

 

1. Dopamine, noyau sous-thalamique et maladie e Parkinson 
 

1.1. Modulation dopaminergique physiologique du NST  : 
 

 Les premières études de la modulation dopaminergique du NST ont été réalisées chez 

le rat, après des injections microiontophorétiques d’agents dopaminergiques (Campbell et al., 

1985; Mintz et al., 1986a). Cependant, les résultats rapportés sont contradictoires. En effet, 

alors que Campbell (1985) avait montré que l’application locale de dopamine diminuait de 

façon significative la fréquence de décharge de la plupart des neurones du NST, Mintz et 

collaborateurs (1986) ont montré que la dopamine exerce une influence principalement 

excitatrice sur l’activité des neurones du NST. Ceci sera confirmé par d’autres études 

électrophysiologiques (Ni 2001a et 2001b). En effet, des études lésionnelles menées par Ni et 

collaborateurs (2001), ont révélées que l’injection de 6-OHDA au niveau du NST diminue la 
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fréquence de décharge des neurones et augmente légèrement la proportion des neurones 

déchargeant en bouffées. Ce qui conforte l’hypothèse de Mintz selon laquelle la dopamine 

aurait une action excitatrice sur les neurones du NST.  

 

Les effets opposés observés lors de l’application locale de dopamine peuvent 

s’expliquer par le fait que les neurones du NST expriment à la fois des RD1-like et des RD2-

like (Martres et al., 1985; Boyson et al., 1986; Savasta et al., 1986; Bouthenet et al., 1987; 

Mansour et al., 1992; Johnson et al., 1994; Kreiss et al., 1996; Flores et al., 1999). De plus, 

des études in vivo ont permis de mettre en évidence que la dopamine ou la stimulation des 

RD1 peuvent à la fois inhiber ou exciter l’activité évoquée ou spontanée des neurones (Kitai 

et al., 1976; Norcross and Spehlmann, 1978; pour revue Nicola et al., 2000). Des études in 

vitro ont également montré que les effets excitateurs ou inhibiteurs des agonistes D1-like sont 

dépendants de l’état de dépolarisation membranaire des neurones (Hernandez-Lopez et al., 

1997). Ces auteurs ont mis en évidence que lorsque le potentiel de membrane est maintenu au 

dessus de -60mV ou à -80 mV, des potentiels proche de ceux observés in vivo respectivement 

au cours des vagues d’activation corticale et au repos (Wilson & Kawaguchi, 1996), les D1-

like facilitent l’activation cellulaire. Enfin, d’autres évidences en faveur d’un effet excitateur 

des agonistes D1-like sont apportées par l’étude de l’expression du proto-oncogène c-fos 

(Berretta et al., 1992; Gerfen et al., 1990).    

 

L’ensemble de ces données laisse penser que la dopamine aurait une influence 

excitatrice sur les neurones du NST, ce qui va à l’encontre de l’hypothèse selon laquelle 

l’hyperactivité subthalamique observée au cours de la maladie de Parkinson serait due, au 

moins en partie à la perte de l’innervation dopaminergique directe nigrosubthalamique. 
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Cependant les mécanismes exacts entraînant cette hyperactivité pathologique du NST, qui 

n’est en aucun cas remise en question, restent à élucider. 

 

1.2. Modulation dopaminergique physiopathologique d u NST :  
 

En effet, il ne fait nuls doutes que le NST est le siège de modifications 

électrophysiologiques dramatiques au cours de la maladie de Parkinson. Et ce, que se soit 

chez des patients parkinsoniens (Benazzouz et al 2002, Hutchison et al 1998 et 2004) ou chez 

les modèles animaux de la maladie de Parkinson, le rat 6-OHDA (Hassani 1996 ; Kreiss 

1997 ; Vila et al 2000 ; Ni et al 2001) et le singe MPTP (Bergman et al 1994). Les 

modifications les plus reproduites d’une étude à l’autre restent le changement affectant dans le 

mode de décharge des neurones du NST. En effet, alors qu’en conditions contrôles ces 

neurones déchargent majoritairement de façon tonique, régulière ou légèrement irrégulière, la 

déplétion dopaminergique qui intervient dans la maladie de Parkinson entraîne une 

désorganisation drastique du mode de décharge entraînant les neurones du NST à décharger 

en bouffées, les potentiels d’action sont alors émis de façon groupée, à haute fréquence 

(Figure 12). 

Comment est-ce que la dopamine module l’activité des neurones du NST en 

conditions pathologiques ? Quel est le rôle de la dopamine dans la mise en place de ces 

modifications électrophysiologiques ? Pourrait-on supprimer ces modifications pathologiques 

par des « mécanismes dopaminergiques » ? Ce sont autant de questions auxquelles nous 

allons tenter de répondre dans la partie qui suit. 
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1.2.1. Origine de l’hyperactivité du NST en conditions pathologiques 

 

Plusieurs études ont déjà montré que les effets de la dopamine sur le NST sont 

différents selon que le système dopaminergique nigro-strié est intact ou non (Kreiss 1997, 

Hassani et Féger 1999). Cependant les résultats rapportés sont une fois de plus en désaccord. 

Hassani montre que l’injection par infusion d’apomorphine diminue la fréquence de décharge 

chez le rat intact alors qu’elle l’augmente chez le rat lésé. Cet effet serait médiés par les RD2 

Figure 12 : Changement dans le mode de décharge des neurones du NST en conditions 
pathologiques.  
En conditions contrôles les neurones du NST décharge de façon régulière (A) alors qu’une 
déplétion dopaminergique entraîne un mode de décharge en bouffées (B).  

A

B
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puisque seul, le quinpirole reproduit les mêmes effets. Kreiss et collaborateurs ont réalisé des 

injections intraveineuses de ces mêmes substances et montrent des effets totalement opposés : 

une augmentation de l’activité subthalamique chez le rat intact après injection d’apomorphine, 

alors qu’ils observent une diminution chez le rat ayant subit une lésion du système 

dopaminergique. D’autres études montrent quant à elles que la dopamine a une action 

excitatrice sur l’activité des neurones du NST, et ce quelque soit l’état du système 

dopaminergique (Ni et al 2001), et que cette action serait médiée par les RD1. 

 

Ces différences peuvent s’expliquer par les voies d’administrations utilisées. En effet, 

la prédiction que les neurones du NST deviennent hyperactifs lorsque le système 

dopaminergique est déplété (Albin et Delong 1989, Alexander et Crutcher 1990) est basée sur 

l’hypothèse de la déplétion en dopamine striatale et donc de la levée d’inhibition 

GABAergique pallido-subthalamique (Miller and Delong, 1987; Albin et al., 1989; Robledo 

and Féger, 1991). En accord avec cette hypothèse, les neurones pallidaux montrent une 

activité diminuée chez les rats lésés (Miller and Delong, 1987; Pan and Walters, 1988; Filion 

and Tremblay, 1991), et les neurones du NST sont hyperactifs également lorsque le GP a été 

détruit (Ryan et Clark, 1992; Ryan et al., 1992). Cependant ces données restent controversées 

et la revue publiée par Levy et collaborateurs (1997) laisse entrevoir que d’autres mécanismes 

que la levée d’inhibition GABAergique pallido-subthalamique peuvent également intervenir 

pour expliquer l’hyperactivité du NST.  

 

Ceci pourrait être le cas de la perte d’innervation dopaminergique directe nigro-

subthalamique. En effet, il a été montré que l’injection de 6-OHDA au niveau du NST 

modifie la fréquence mais aussi le mode de décharge des neurones du NST (Ni et al. 2001). 
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Un autre élément qui ne peut pas être exclu concerne l’augmentation de l’influx 

excitateur exercé sur le NST (Overton et Greenfield, 1995; Hassani et al., 1996), 

potentiellemnt par le cortex qui représente l’afférence majeure glutamatergique que reçoit le 

NST (Afsharpour, 1985; Rouzaire-Dubois and Scarnati, 1987; Canteras et al., 1990). De plus 

la stimulation corticale augmente la proportion des neurones déchargeant en bouffées (Kitai 

and Deniau, 1981; Fujimoto and Kita, 1993) et exprimant c-fos dans le NST (Wan et al 1992). 

 

1.2.2. Les récepteurs dopaminergiques contrôlent le mode de décharge des 

neurones du NST in vitro 

 

 Des travaux récents du laboratoire ont montré que les bouffées de potentiels d’action, 

qu’elles soient spontanées ou évoquées, sont potentialisées par l’application d’agoniste des 

récepteurs D1-like (Baufreton et al. 2003) in vitro. Cependant, n’ayant pas à disposition 

d’outils pharmacologiques suffisamment puissants et spécifiques pour discriminer les RD1 et 

les RD5 au sein de la famille des RD1-like, l’équipe à utilisé une technique de RT-PCR sur 

cellule unique pour déterminer quel type de  récepteur dopaminergique était impliqué dans la 

genèse de ces bouffées. Les neurones capables de décharger en bouffées expriment les RD5 et 

non les RD1 (Baufreton et al 2003). La même équipe a montré que les bouffées de potentiels 

d’action sont potentialisées par l’activation des RD5 (augmentation de la durée des bouffées 

et du nombre de potentiels d’action par bouffée) alors qu’elles sont inhibées par l’activation 

des récepteurs D2 qui hyperpolarisent les neurones capables de décharger en bouffées, les 

plaçant ainsi hors de la gamme de potentiel où les bouffées peuvent être déclenchées 

(Baufreton et al 2005). L’ensemble de ces travaux suggère que les différents types de 

récepteurs dopaminergiques localisés au niveau du NST seraient capables de contrôler le 

mode de décharge des neurones de ce noyau (Figure13). 
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2. Dopamine, antipsychotiques et troubles moteurs 
  

 Les traitements cliniques par des antipsychotiques peuvent être associés à l’apparition 

de troubles moteurs de type parkinsonien comme l’hypokinésie et la catalepsie. D’autres 

troubles peuvent y être associés comme les dyskinésies tardives. Ces effets secondaires 

moteurs sont définis comme étant des syndromes extrapyramidaux (EPS), et sont supposés 

être dus aux propriétés d’antagoniste des RD1 et RD2 des antipsychotiques (Ban et Lehmann, 

1974 ; Richelson, 1984 ; Ehmann et al., 1987). Les drogues ayant de grandes susceptibilités à 

déclancher des EPS sont définies comme étant des « antipsychotiques typiques » (ex : 

halopéridol, flupentixol…) (Seeman et Van Tol, 1994, Chetrit et al 2009) alors que les 

drogues dépourvues d’effets secondaires moteurs sont définis comme des « antipsychotiques 

atypiques » (ex : clozapine) (Coward, 1992 ; Meltzer et al, 1999).  

 

Figure 13 : Les récepteurs dopaminergiques contrôlent le mode de décharge des 
neurones du NST. Dans la maladie de Parkinson, les neurones du NST déchargent en 
bouffées, propriété conférée par les RD5, alors que le mode de décharge régulier en 
conditions contrôles est sous-tendu par l’activation des RD2 (d’après Baufreton et al., 2005). 
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 La plupart des travaux réalisés ont tenté de distinguer les sites et les mécanismes 

d’actions des antipsychotiques typiques et atypiques. Une hypothèse est que les 

antipsychotiques typiques ont une plus grande susceptibilité à induire des EPS de par leur 

affinité plus prononcée pour les RD2 (Farde et al., 1988; Farde and Nordstrom, 1992; Farde et 

al., 1992; Kapur et al., 2000; Mukherjee et al., 2001). La plus grande partie de ces études est 

consacrée à l’expression de c-fos au niveau du striatum (Nguyen et al., 1992 ; Robertson et 

al., 1992 ; MacGibbon et al., 1994). En effet, tous les antipsychotiques partagent le fait 

d’induire une expression de c-fos prononcée au niveau du noyau accumbens (Wan et al 1995), 

ce qui pourrait être mis en relation avec l’activité thérapeutique antipsychotique de ces 

drogues. Cependant, seuls les antipsychotiques typiques semblent induire l’expression de c-

fos dans la partie dorsolatérale du striatum, partie dite sensori-motrice riche en RD2 (Boyson 

SJ 1986). De plus, cette étude a également montré qu’il peut exister une corrélation entre 

l’intensité du marquage c-fos observé dans le striatum et la sévérité des EPS induits par 

différents antipsychotiques.  Ainsi, l’halopéridol est la substance testée qui induit la plus 

grande expression de c-fos et les troubles moteurs les plus prononcés, alors que l’expression 

de c-fos est bien moins importante pour la chlorpromazine et la risperidone, produisant des 

EPS moins sévères, tout en ayant les mêmes effets thérapeutiques (même marquage c-fos 

observé au niveau du noyau accumbens). 

 

 Cependant, peu d’études se sont intéressées aux mécanismes électrophysiologiques qui 

sous-tendent l’apparition d’EPS induite par les antipsychotiques typiques. Notons néanmoins 

une étude réalisée par Bruggman et collaborateurs (Bruggman et al 1997), qui a montré que 

les antipsychotiques affectaient l’activité électrique de la SNr de façon différentielle selon 

qu’ils soient qualifiés de typiques ou atypiques.  
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V. Objectif général du projet de recherche 
 
 

L’objectif général de ce travail de thèse s’inscrit dans l’optique d’une meilleure 

compréhension de la physiopathologie des ganglions de la base et son implication dans la 

manifestation des désordres moteurs associés à la maladie de Parkinson et aux effets 

secondaires extrapyramidaux consécutifs à l’utilisation des antipsychotiques typiques. 

 

La première partie de ce travail a consisté à vérifier l’hypothèse selon laquelle 

l’activité constitutive des récepteurs dopaminergiques D5 est impliquée dans la genèse de 

l’activité pathologique en bouffées des neurones du NST et par conséquent la manifestation 

des désordres moteurs de type parkinsonien. Pour répondre à cette question, nous avons choisi 

d’utiliser une approche pharmacologique. L’utilisation d’un agoniste inverse, l’α-flupentixol, 

appliqué localement au niveau du NST, nous a permis de bloquer cette activité intrinsèque et 

ainsi d’évaluer son impact dans le contexte de la maladie de Parkinson en utilisant plusieurs 

approches expérimentales chez un modèle animal de cette maladie, le rat 6-OHDA. 

 

L’effet de l’injection locale de l’α-flupentixol dans le NST a été étudié sur: 

 

1- l’hypolocomotion et l’asymétrie induite par la lésion unilatérale de la voie 

dopaminergique nigro-striée en utilisant les techniques d’actimetrie (open field) et 

le test d’ajustement des pas (stepping test), 

2- l’activité électrique en bouffées des neurones du NST utilisant la technique 

d’enregistrement électrophysiologiques extracellulaires chez le rat anesthésié à 

l’uréthane, 
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3- l’hyperactivité métabolique du NST et de sa cible principale, la SNr en utilisant 

l’analyse histochimique de la cytochrome oxidase, un marqueur de l’activité 

neuronale (pour revue, Hirsch et al., 2000). 

 

Dans un second temps, nous avons voulu caractériser les effets comportementaux et 

électrophysiologiques de l’injection systémique de l’ α-flupentixol. En plus de son rôle 

d’agoniste inverse des récepteurs dopaminergiques D5, l’α-flupentixol possède aussi les 

propriétés d’antagoniste des récepteurs D2 faisant de lui un antipsychotique typique utilisé 

classiquement en psychiatrie. Nous avons donc étudié les effets de l’injection intrapéritonéale 

aigue de l’α-flupentixol sur le comportement moteur (hypokinésie et catalepsie) et les 

corrélats électrophysiologiques associés en réalisant des enregistrements extracellulaires des 

neurones de l’ensemble des structures des ganglions de la base à savoir le NST, le GP, la SNr 

et deux populations du striatum (les neurones de projection striato-nigraux et striato-

pallidaux). Cette étude nous a permis de proposer une vue d’ensemble des modifications de 

l’activité neuronale au sein du réseau des ganglions de la base induits par une injection aigue 

de cet antipsychotique typique, l’α-flupentixol. Cependant, afin d’étudier les troubles moteurs 

associés à un traitement chronique, nous avons choisi d’utiliser un autre antipsychotique 

capable d’induire des dyskinésies tardives en plus d’une hypokinésie et catalepsie. 

 

Dans un troisième temps, nous avons comparé les effets d’un traitement aigu et d’un 

traitement chronique de l’halopéridol sur le comportement moteur et sur l’activité électrique 

des neurones du NST. L’halopéridol étant un antipsychotique typique connu pour induire des 

dyskinésies tardives chez l’homme quand il est utilisé de façon prolongée. 
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I. Modèle d’étude 
 
 Toutes les expériences ont été réalisées sur des rats mâles de souche Wistar d’un poids 

compris entre 280 et 380g. Placés à l’animalerie du laboratoire sous un cycle de 12h de jour / 

12h de nuit et à température constante de 22°C, les animaux sont nourris ad libitum et ont 

libre accès à l’eau. Toutes les expériences ont été réalisées en accord avec la directive du 24 

Novembre 1986 (86/609/EEC) du Conseil de la Communauté Européenne, concernant 

l’utilisation d’animaux de laboratoire. 

 

1. Lésion du système dopaminergique :  
 

Les animaux sont rendus hémiparkinsoniens par une injection stéréotaxique unilatérale 

de 6-hydroxydopamine (6-OHDA) dans le faisceau médian du télencéphale (MFB, medial 

forebrain bundle) selon les coordonnées stéréotaxiques de l’atlas du cerveau de rat (Paxinos et 

Watson, 1996). En effet, au niveau du MFB se trouvent les fibres dopaminergiques issues de 

la SNc qui projettent sur le striatum. En injectant la 6-OHDA, toxine spécifique des neurones 

catécholaminergiques, à cet endroit, les corps cellulaires des neurones dopaminergiques 

nigraux seront lésés de façon rétrograde, mimant ainsi la dégénérescence caractéristique de la 

maladie de Parkinson. 

 

Avant l’anesthésie par injection intra péritonéale (i.p.) d’hydrate de chloral à 8% (5 

ml/kg), le rat est traité à la désipramine 0,4% (5 ml/kg) (inhibe la recapture de la 

noradrénaline, donc protège les neurones noradrénergiques de la lésion à la 6-OHDA).  

Le rat traité et anesthésié est ensuite placé sur un cadre stéréotaxique (KOPF, Unimecanique, 

France). Le crâne est mis à nu puis séché afin de distinguer les repères anatomiques à la 

surface du crâne : bregma et lambda. A l'aide de l'atlas stéréotaxique de Paxinos et Watson, le 

MFB est atteint en déplaçant la canule des coordonnées suivantes : AP (antéropostérieur) :  



Matériel & Méthodes 

 73 

-2,8 mm par rapport au bregma ; L (latéral) : -2,0 mm par rapport à la ligne médiane ; DV 

(dorsoventral) : -8,4 mm par rapport à la surface (Figure 14). La 6-OHDA (12,5 µg) est 

dissoute dans un volume de 2,5 µl de NaCl 0,9% et injectée dans le MFB.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

2. Lésion du Globus Pallidus :  
 

De la même façon que pour la lésion du système dopaminergique, le rat anesthésié à 

l’hydrate de chloral 8% est placé sur un cadre stéréotaxique et le GP est atteint en déplaçant la 

canule des coordonnées suivantes : AP (antéropostérieur) : -1,0 mm par rapport au bregma ; L 

(latéral) : -3,0 mm par rapport à la ligne médiane ; DV (dorsoventral) : -6,5 mm par rapport à 

la surface. 0,4 µl d’acide iboténique à 8mg/ml dissout en PBS stérile à pH7.4 est injectée dans 

le GP. La mort des neurones interviendra suite à un choc excitotoxique puisque l’acide 

iboténique va stimuler de façon intense les récepteurs au glutamate et provoquer une entrée 

Figure 14 : Localisation du MFB par ses coordonnées stéréotaxiques sur une coupe 
frontale de cerveau de rat (D’après Paxinos et Watson, 1996). 

 

MFB 
-8.40 

-2.00 
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massive de calcium dans la cellule. Le neurone ne parvient plus à réguler son homéostasie et 

entre en apoptose suite à l’activation des caspases. 

 

3. Validations histologiques :  
 

3.1. Vérification de la lésion dopaminergique:  
 

L’immunohistochimie de la tyrosine hydroxylase (TH) a permis de vérifier l’étendue de la 

lésion du système dopaminergique. Brièvement, les coupes de 20 µm sont fixées dix minutes 

dans du PAF 4 %, les peroxydases endogènes sont ensuite inhibées trente minutes par de 

l’H 2O2 0,3 %, puis les coupes sont saturées et perméabilisées trente minutes dans du PBS 

0,1M-BSA 1 %-Triton X-100 0,3 %. Elles sont alors incubées toute la nuit à température 

ambiante avec un anticorps primaire anti-TH (fait chez la souris) dilué au 1/10000e. Après 

rinçage en PBS, elles sont incubées deux heures avec un anticorps secondaire anti-souris 

couplé à l’enzyme HRP dilué au 1/1000e. Les coupes sont alors rincées en PBS, puis révélées 

avec de la DAB (Kit DAB Vector). La réaction est stoppée par de l’eau distillée, les lames 

sont déshydratées puis claircies au xylène avent d’être montées entre lames et lamelles. La 

figure 15 montre d’une part la perte unilatérale de l’innervation dopaminergique striatale (A) 

et d’autre part la diminution considérable de neurone TH immunoractifs au niveau de la SNc 

(B), suite à l’injection unilatérale de 6-OHDA au niveau du MFB. 
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Figure 15 : Vérification de la lésion du système dopaminergique. 
Coupe de striatum (A) et de SNc (B) montrant un marquage de la tyrosine hydroxylase. 
L’injection de 6-OHDA au niveau du MFB va entraîner la destruction des fibres 
dopaminergiques allant de la SNc au Striatum de façon antérograde et la perte massive de 
corps cellulaire au niveau de la SNc de façon rétrograde. L’absence de marquage reflète donc 
une lésion dopaminergique unilatérale totale.  
 

 

3.2. Vérification de la lésion du GP : 
 
 La mort cellulaire des neurones du globus pallidus est appréciée par une coloration au 

crésyl violet. Brièvement, les coupes de 20 µm sont déshydratées dans des bains croissants 

d’alcool puis réhydratées, avant d’être incubées environ deux minutes dans une solution de 

crésyl violet filtrée à 40%. Enfin, les coupes sont déshydratées et claircies au xylène avant 

d’être montées entre lames et lamelles (Figure 16). 
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Figure 16 : Vérification de la lésion du globus pallidus. 

Coloration au crésyl violet montrant la perte de corps cellulaire neuronaux au niveau du GP 
après injection d’acide iboténique (B) en comparaison avec le coté controle (A).  
 

4. Implantation de guide canule : 
 

L’implantation consiste à positionner un guide canule 1mm au dessus du NST afin de 

pouvoir réaliser des injections locales de substances pharmacologiques sur des animaux 

éveillés. Les implantations seront réalisées sur des rats préalablement lésés à la 6-OHDA. La 

préparation de l’animal se fait de la même façon que pour la lésion, deux semaines après 

celle-ci. Une fois le guide canule positionné aux coordonnées stéréotaxique du NST (AP :  

A 

B 
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- 3,8 mm ; L : 2,5 mm ; P : - 7,5 mm) un casque en ciment dentaire est coulé sur le crâne pour 

maintenir le guide canule en place. Pour les expériences de comportement, une canule sera 

descendue dans le guide canule de façon à injecter la substance pharmacologique localement 

au niveau du NST, dans un volume de l’ordre du nanolitre. 

 

II. Substances pharmacologiques : 
 
 Au cours de cette étude, différentes substances pharmacologiques dopaminergiques 

ont été utilisées. Leur nom usuel, leur propriété, la concentration à laquelle elles ont été 

utilisées (en injection intra-péritonélae, locale au niveau du NST, et in vitro sur tranche de 

cerveau contenant le NST) ainsi que le fournisseur de chacune d’entre elles sont indiqués dans 

la table 2.  

Concentration Nom Propriété(s) 
in vivo i.p.  in vivo locale  ex vivo in vitro 

Fournisseur  

SKF 38393 agoniste D1-like x x 10-4 - 10-9   Sigma 

SCH 23390 antagoniste D1-like x x 10-4 - 10-9   Sigma 

flupentixol 
agoniste inverse 
D5  1 µM 

fluphénazine antagoniste D2 2 µM 

butaclamol   

0,3 mg/kg 4 µg 10-4 - 10-9 

2 µM 

Sigma 

raclopride antagoniste D2 x 4 µg x 5 µM Sigma 

halopéridol antagoniste D2 1 mg/kg x x   Sigma 
 

 

 

Les concentrations utilisées pour les expériences in vivo ont été déterminées sur la 

base d’une étude bibliographique montrant des effets sur l’activité motrice spontanée des rats  

(Hess et al., 1988, Pitts et al.,  2000). Pour les expériences in vitro, nous nous sommes basés 

sur les travaux antérieurs menés au laboratoire (Baufreton et al., 2003 et 2005). Pour le 

GTPγS ex vivo, nous avons réalisés des courbes dose-réponse pour chacun des agents testés.  

Table 2 : Agents dopaminergiques utilisés pour les différentes expériences. 
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III. Enregistrements électrophysiologiques : 
 

1. Enregistrement extracellulaire unitaire in vivo : 
 

1.1. Chirurgie : 
 

Les animaux sont préalablement anesthésiés à l’uréthane 20% dissous dans du NaCl 

0,9 % (1,3 g/kg). Les rats sont disposés et immobilisés sur le cadre stéréotaxique, lui-même 

placé dans une cage de Faraday. Une incision cutanée médiosagittale est réalisée dans le scalp 

afin de mettre à nu la boîte crânienne, laquelle est ensuite séchée afin de distinguer les repères 

anatomiques bregma et lambda. A l’aide de l’atlas stéréotaxique de Paxinos et Watson (1996), 

la position théorique des structures ciblées est déterminée selon les coordonnées suivantes : 

- Striatum : AP : +1,2 mm ; L : -3 mm ; P : 3,5 – 5,5 mm 

- Globus Pallidus : AP : -1mm ; L : -3 mm ; P : 5,7 – 7,3 mm 

- Noyau sous-thalamique : AP : -3,8mm ; L : -2,5 mm ; P : 6,8 – 8,2 mm 

- Substance noire pars réticulata : AP : -5,3 mm ; L : -2,5 mm ; P : 7,5 – 8,6 mm 

Les coordonnées antéropostérieure (par rapport au bregma) et latérale (par rapport à la ligne 

médiane) sont alors reportées sur les axes gradués du cadre stéréotaxique afin de repérer 

l’aplomb du site d’enregistrement. Une craniectomie est alors réalisée à l’aide d’une fraise 

permettant le passage et le placement de l’électrode d’enregistrement selon les trois valeurs 

des coordonnées stéréotaxiques. La dure mère est ensuite dégagée avant de descendre 

l’électrode dans la structure souhaitée.  
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1.2. Caractéristique des pipettes : 
 

 Les microélectrodes sont préparées à partir de capillaires de verre (150F, WPI, UK) 

étirés à l’aide d’une étireuse horizontale (WPI, UK). L’extrémité de l’éléctrode 

d’enregistrement est cassée sous microscope afin d’obtenir une ouverture dont le diamètre 

interne est inférieur à 1µm. L’impédance est mesurée et comprise entre 6 et 11 MΩ. Elles sont 

remplies d’une solution de NaCl 0,9% contenant 4% de bleu de Pontamine.   

 Pour les enregistrements électrophysiologiques des neurones du NST avec injection 

locale de drogues au niveau du site d’enregistrement, des doubles électrodes sont 

confectionnées. Les mêmes électrodes d’enregistrement sont préparées au préalable, puis 

unifiées à l’aide de colle à composite dentaire à une pipette d’injection angulée dont 

l’ouverture est de 20µm. La distance entre les deux extrémités des pipette est d’environ 

200µm. La figure 17 schématise une « double pipette ». 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure 17 : Schéma d’une double pipette 
Les pipettes d’enregistrement et d’injection sont étirées, cassées respectivement à moins 
d’1µm et 20 µm, assemblées, en espaçant les pointes d’environ 200 µm, et collées (avec de la 
colle à composite dentaire) sous une loupe binoculaire. Des barreaux sont ajoutés pour 
solidifier la double pipette. 
 

200 µm 

Pipette 

d’injection 

Electrode 

d’enregistrement 
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1.3. Acquisition des signaux : 
 
Les enregistrements extracellulaires unitaires des neurones des structures extra 

striatales sont réalisés chez les rats anesthésiés à l’uréthane 20%. Il s’agit de rats contrôles ou 

ayant subit une lésion du système dopaminergique trois semaines auparavant. L’activité 

spontanée des neurones est filtrée (bande passante entre 300 Hz et 3 KHz) et amplifiée grâce 

au système « Neurolog » (Digitimer, USA). L’acquisition du signal est réalisée à l’aide du 

système « PowerLab » (AD Instruments, USA). L’activité spontanée du neurone est 

enregistrée de façon continue toutes les dix minutes. Les 30 premières minutes sont utilisées 

pour s’assurer de la stabilité de l’activité du neurone. Ensuite, la drogue est injectée par voie 

intra-péritonéale, ou localement au niveau du site d’enregistrement. L’activité neuronale est 

enregistrée durant 1 à 2 heures jusqu’à l’obtention  d’un éventuel retour au niveau de base. 

Pour les enregistrements extracellulaires unitaires in vivo des neurones striataux, 

quatre types de neurones peuvent être enregistrés. Les neurones toniques du striatum (TAN : 

tonically active neurons) sont caractérisés par leur fréquence de décharge régulière comprise 

entre 2 et 6 Hz. Ils sont supposés être les interneurones cholinergiques. Les interneurones 

GABA (FSI : fast spiking interneurons) sont caractérisés par la durée de leurs potentiels 

d’actions, qui est bien plus faible que celle de tout les autres types neuronaux du striatum, 

ainsi que par leur capacité à décharger en courte bouffées de 2 à 5 potentiels d’actions en 

réponse à une stimulation corticale (Mallet et al., 2005 et 2006). Ces deux populations 

d’interneurones n’ont pas été étudiées ici, nous nous sommes intéressés uniquement aux deux 

autres populations de neurones striataux, les neurones de projections, également appelés 

neurones épineux de taille moyenne (MSN : medium spiny neurons). Ils projettent 

directement sur le GP et la SNr. Les MSNs ont été enregistrés dans la partie dorsolatérale du 

striatum en parallèle avec l’enregistrement de l’activité électrocorticale (EEG). Chez le rat 

anesthésié à l’uréthane, l’activité corticale montre un rythme caractérisé par des ondes lentes 
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de large amplitude, dont la fréquence avoisine les 1 Hz. Une stimulation antidromique de la 

SNr nous a permis de différencier et d’identifier les MSN striato-pallidaux (de la voie 

indirecte) et striato-nigraux (de la voie directe), comme précédemment publié par Mallet et 

collaborateur en 2006. Une électrode bipolaire concentrique (SNEX-100, Rhodes Medical 

Instrument, USA) est implantée dans le partie dorsale de la SNr (AP : -4,9 mm ; L : -2,4 mm ; 

P : -8 mm). Les neurones striato-nigraux répondent à la stimulation antidromique de la SNr 

suivant les critères suivants : (1) latence constance de la réponse, (2) loi du « tout-ou-rien » 

selon que l’intensité de la stimulation est ajustée juste au dessus ou en dessous du seuil de 

déclenchement des potentiels d’action, et (3) collision des potentiels d’actions antidromique et 

orthodromique. La plupart des MSNs étant silencieux ou déchargent à très faible fréquence 

(<0.1Hz), le potentiel d’action orthodromique requis pour la collision est évoqué par une 

stimulation cortical, et induira la stimulation antidromique  de la SNr alternativement 30 ms 

ou 3 ms après (Figure 18).  

 

 

 

 

 

 

Figure 18 : Identification antidromique des neurones striato-nigraux. 
La stimulation corticale engendre un potentiel d’action dit orthodromique au niveau des 
MSN enregistrés. La stimulation antidromique de la SNr déclanchée 3msec après 
l’apparition du PA orthodromique provoque une collision entre le PA orthodromique et 
le PA antidromique qui disparaît alors lorsqu’on est en présence d’un MSN striato-
nigral. 
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Les MSNs qui ne présentent pas les caractéristiques électrophysiologiques des interneurones, 

et qui ne répondent pas à la stimulation antidromique de la SNr sont qualifiés comme 

neurones striato-pallidaux (Mallet et al., 2005).En utilisant un double marquage, les mêmes 

auteurs ont pu montré que ces MSNs expriment les ARNm de l’enképhaline, reconnu comme 

étant un marqueur spécifique des neurones de projections striato-pallidaux.  

Dans le but de tester la dynamique striatale en réponse à la stimulation corticale, nous 

avons utilisés un protocole qui consiste en l’application de vingt paires de stimulation émises 

à intervalle de 100 ms, comme précédemment décrit (Mallet et al., 2005). Les index utilisés 

ont donc été l’intensité de stimulation corticale requise pour évoquer 50 % de réponse (10 

potentiels d’action sur 20 paires de stimulation), et le nombre de réponse observé obtenu pour 

une intensité de stimulation corticale donnée. 

 

1.4. Analyse de l’activité neuronale enregistrée : 
 
Les enregistrements sont analysés en « off-line » en utilisant trois logiciels de 

traitement du signal. « Spike histogram » (ADInstruments, USA) permet dans un premier 

temps de discriminer les potentiels d’action du bruit de fond. Seul  « Neuroexplorer » 

(AlphaIOmega, Allemagne) permet de déterminer les paramètres électrophysiologiques 

comme la fréquence moyenne de décharge correspondant au nombre de potentiels d’action 

par seconde, l’intervalle moyen entre les potentiels d’action (IIS), ou encore le cœfficient de 

variation de l’IIS, défini comme le ration de la déviation standard sur l’IIS moyen, ici utilisé 

comme indice de régularité du mode de décharge. Ensuite, nous avons utilisé un algorithme 

mis au point au Laboratoire « pattern » nous permettant de déterminer le mode de décharge 

des neurones selon la méthode de Kaneoke et Vitek (1996). Cette méthode est basée sur le 

concept de distribution de densité et une définition statistique rigoureuse du mode de 

décharge. Ainsi, trois modes sont déterminés : régulier, irrégulier, et en bouffées (Figure 19).  



Matériel & Méthodes 

 83 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

1.5. Validation du site d’enregistrement : 
 

1 sec

A- Régulier 

B- Irrégulier 

C-  Bouffées 

Figure 19 : Les trois types de mode de décharge des neurones du noyau sous-
thalamique. 
A. régulier, B. irrégulier, C. en bouffées. 
A gauche, un exemple d’enregistrement brut. 
Au milieu, l’histogramme d’intervalle inter-spikes (IIS). 
A droite, l’histogramme de densité . 
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A la fin de chaque séance d’enregistrement électrophysiologique, et afin de localiser le 

site d’enregistrement, une injection iontophorétique (DAM 80i, WPI, UK) de bleu de 

pontamine est réalisée via la pipette d’enregistrement. L’animal est sacrifié, puis le cerveau 

est prélevé, congelé dans de l’isopentane à - 45°C et stocké à -80°C. 

 

Afin de localiser le site d’enregistrement électrophysiologique ou le site d’injection in 

situ, une coloration histochimique à l’acétylcholine estérase est pratiquée sur les coupes 

histologiques contenant la structure cible (Figure 20). En effet, cette coloration nous a permis 

de bien distinguer les différentes structures sur les coupes, et le contraste qu’elle produit 

facilite le repérage du point de bleu de pontamine, matérialisant le site d’enregistrement 

électrophysiologique. Seuls les rats présentant un point bleu dans les structures d’intérêts ont 

été sélectionnés pour les analyses statistiques des données électrophysiologiques. 

 

Les coupes sont rincées avec un tampon acétate 0,2 M (27,2 g d’acétate de sodium 

dans un litre d’eau distillée ; pH 5,9) avant d’être incubées 4h sous agitation dans la solution 

d’incubation (180 ml de tampon acétate 0,2M, 0,75 g de glycine, 0,5 g de sulfate de cuivre, 

0,2 g d’iodure d’acétylcholine). Après un rinçage avec un tampon acétate 0,2M, les lames 

sont révélées au sulfure d’ammonium (dilué au 1/100e en tampon acétate 0,2M), puis rincées 

trois fois avant d’être montées entre lame et lamelle.  
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1.6. Analyses statistiques : 
 
Pour les paramètres électrophysiologiques de fréquence de décharge et de coefficient 

de variation de l’intervalle inter-spike,  les analyses statistiques ont été effectuées suivant une 

analyse de variances à une voie (one-way ANOVA) à mesure répétée, suivit d’un test post-

hoc de Dunnet’s. 

Pour l’analyse de la répartition des populations neuronales selon leur mode de 

décharge régulier, irrégulier ou en bouffées, un test χ2 a été réalisé. 

 

 

 

 

A B C 

Figure 20 : Localisation du site d’enregistrement électrophysiologique dans le (A) GP, 
(B) NST, (C) SNr. Le contraste que produit la coloration de l’acétylcholine esterase sur les 
coupes facilite le repérage du point de bleu de pontamine (flèches).  
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2. Patch-clamp in vitro : 
 

Les expériences d’électrophysiologie in vitro ont été réalisées par le Dr. Anne 

Taupignon du laboratoire Mouvement Adaptation Cognition (CNRS UMR5227), grâce à la 

technique du patch-clamp « en aveugle » sur tranche de cerveau de rat. 

Cette technique consiste à enfoncer une électrode dans une tranche jusqu'à ce qu’elle touche 

un neurone, en veillant à la maintenir dans les limites du noyau dont on a au préalable repéré 

les contours sous une loupe binoculaire. Il est nécessaire d’appliquer une pression positive à la 

pipette afin d’éviter qu’elle ne soit bouchée par des débris cellulaires lors de la descente. 

L’électrode est descendue dans l’épaisseur de la tranche à l’aide d’un micromanipulateur 

manuel. Un créneau de potentiel de -10 mV toutes les 10 ms permet de suivre la résistance de 

la pipette pendant l’approche des neurones. Ce sont les variations de la résistance de la pipette 

qui indiquent la présence d’un neurone à proximité de la pointe de l’électrode. La pression 

appliquée est alors immédiatement relâchée. Cette dépression permet de sceller de façon 

étanche la pointe de la pipette à la membrane du neurone. Cette configuration appelée 

« cellule attachée » permet d’enregistrer l’activité électrique des neurones sans perturber le 

milieu intracellulaire. Soumis à de légères  dépressions, le patch de membrane sous la pipette 

casse, donnant accès au milieu intracellulaire du neurone : c’est la configuration « cellule 

entière ». Dans cette configuration, nous pouvons soit manipuler le potentiel du neurone 

(mode « courant imposé ») soit enregistrer les courants ioniques traversant la membranes 

(mode « potentiel imposé »).  

 

2.1. Préparation des tranches : 
 
Des tranches frontales sont préparés à partir de cerveaux de rats Wistar, élevés au laboratoire 

et âgés de 18 à 22 jours. Après décapitation, le cerveau est rapidement extrait et placé dans un 

milieu enrichi en sucrose (solution de prélèvement, table 3), oxygéné par un mélange de 95% 
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d’O2 et 5% de CO2, et préalablement refroidi entre 0 et 5°C. A cette température, la solution 

de prélèvement ralentit le métabolisme cellulaire des neurones et la faible concentration en 

ions sodium et calcium permet de réduire l’excitabilité cellulaire et l’activité synaptique. Le 

cerveau est ensuite coupé au vibratome (VT 1000S, Leica), et quatre tranches de 350-400 µm 

d’épaisseur, dont 2 ou 3 contiennent le NST, sont conservées. Chaque tranche est placée 

contre une membrane poreuse d’où diffuse le mélange O2-CO2, dans une cuve contenant le 

milieu extracellulaire (solution de périfusion, table 3). Les tranches peuvent être ainsi 

conservées vivantes pendant une douzaine d’heures. Après deux heures, une tranche est 

transférée dans une cuve d’enregistrement de type « immergé ». Une pompe péristaltique est 

utilisée pour permettre la périfusion de la solution d’enregistrement à un débit constant de 3 

ml/min. Un système d’application plus rapide permet l’application de substances-test. Deux 

capillaires placés en amont de la pipette de patch près de la surface de la tranche appliquent 

alternativement soit la solution d’enregistrement, soit la solution-test. La solution intra-pipette 

contient : 120mM Kgluconate, 10mM NaCl, 10mM KCl, 11mM EGTA, 10mM HEPES, 

1mM CaCl2, 2mM ATP-Mg, 0.4mM GTP-2Na (pH= 7.25-7.35, osmolarité 390 mOsm). Pour 

étudier les propriétés des potentiels plateaux, qui sont les marqueurs de la capacité à produire 

des bouffées de potentiels d’action in vitro (Beurrier et al. 1999), ceux-ci ont été induit par un 

pulse de courant dépolarisant à partir d’un potentiel de membrane hyperpolarisé à environ -60 

mV. Les enregistrements sont effectués en présence d’inhibiteurs de la transmission 

synaptique rapide (40 µM AVP, 5 µM CNQX, 5 µM GABAzine) et d’un antagoniste D2 afin 

de d’inhiber les RD2-like (5 µM raclopride). 
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composition NaCl KCl MgCl2 HEPES CaCl2 NaHCO3 Glucose NaH2PO4 Sucrose 

prélèvement - 2 7 - 0.5 26 11 1.15 250 

périfusion 124 3.6 1.3 1.25 2.4 26 10 - - 

 

Table 3 : Composition des solutions de prélèvement et de périfusion (en mM).  
Osmolarité ~ 310mOsm , pH ~7.35 
 

2.2. Caractéristiques des pipettes : 
 
 

Les pipettes sont étirées à partir de capillaires de verre borosilicatés (GC150F-10, 

Clarck Electromedical Instrument) à l’aide d’une étireuse verticale (L/M-3P-A, List Medical). 

Remplies de milieu « potassium gluconate », elles ont une résistance de 11 MΩ. 

 

2.3. Acquisition des signaux : 
 

 
La mesure du potentiel et du courant membranaire est effectuée grâce à un 

amplificateur de patch-clamp (Axopatch 1D, Axon Instruments). Les protocoles 

expérimentaux, l’acquisition et le traitement des données sont réalisées avec le logiciel 

pClamp (version 9.2, Axon Instruments) et Origin (V..6.1, MicroCAL).  

 

2.4. Analyses statistiques : 
 
Les comparaisons statistiques ont été réalisées en utilisant les tests non paramétriques 

de Wilcoxon pour les données appariées, et de Mann-Whitney pour celles non appariées. La 

représentation graphique en « boites à moustaches » est utilisée en raison des faibles effectifs. 

La boite représente la distribution des données, avec pour ligne centrale la médiane. Les 
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contours de la boite représentent les quartiles alors que les moustaches représentent les 5 et 95 

percentiles. Le carré correspond à la moyenne.  

 
 

IV. Tests comportementaux : 
 

1. Evaluation de l’activité motrice globale : actimétrie : 
  

Les conséquences comportementales de la lésion à la 6-OHDA, ainsi que celles de 

l’injection de l’α-flupentixol sont étudiées en mesurant l’activité locomotrice des animaux.  

Cette activité est mesurée à l’aide d’un actimètre (Biosep, USA) équipé de deux barres 

contenant des faisceaux infrarouges. Ce système permet de mesurer 3 types de mouvements : 

horizontaux, verticaux et stéréotypés. En parallèle à la mesure d’actimétrie, les animaux sont 

filmés par une caméra et analysés visuellement pour déterminer d’éventuels comportements 

anormaux, non détectés par le système. Après la chirurgie, les animaux sont habitués à être 

manipulés par l’expérimentateur. Quatre injections de sérum physiologique (NaCl 0,9%) ont 

été pratiquées pendant quatre sessions consécutives d’habituation. A partir du 4ème jour, les 

injections de NaCl sont alternées avec l’injection d’agoniste inverse D5 et/ou d’antagoniste 

D2. 

 

2. Evaluation de l’asymétrie : Stepping test :  
 

La lésion unilatérale du système dopaminergique de la voie nigro-striée a pour 

conséquence d’induire une asymétrie chez l’animal. Ainsi, les troubles moteurs apparaitront 

du coté opposé à la lésion (décussation des fibres au niveau du Pont). Le « stepping test » 

permet d’évaluer cette asymétrie. De ce fait, on compte le nombre d’ajustements que fait 

l’animal du coté controlatéral (coté opposé à la lésion) en immobilisant ses trois autres pattes, 
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sur une distance de  90 cm pendant 5 s,  en comparaison avec le côté ipsilatéral (côté de la 

lésion). 

Les analyses statistiques ont été réalisées sur 10 animaux selon le test de student, 

apparié, non paramétrique (Wilcoxon) pour les comparaisons ipsi/contro et selon le test de 

student non apparié, non paramétrique (Mann-Whitney) pour les comparaisons entre les 

groupes traités et non traités à l’α-flupentixol. 

 

3. Evaluation de la catalepsie : Bar test :  
 

 Le test standard de la barre a été utilisé afin de déterminer le score de catalepsie 

obtenu par les animaux ayant subit un traitement aux antipsychotiques typiques (α-flupentixol 

ou halopéridol). Toutes les vingt minutes après l’injection de drogues, et ce pendant trois 

heures, les deux pattes avant des animaux sont placés sur une barre suspendue à 9 cm de la 

surface. Nous avons mesurés le temps entre le placement de l’animal sur le barre et le moment 

où il ôte complètement une patte de la barre. Afin d’éviter tout désagrément à l’animal, nous 

n’avons pas fait durer l’expérience plus de deux minutes. 

 

V. GTPγS : 
 

1. Principe :  
 

Le GTPγS permet de détecter l’activation d’un récepteur grâce à l’utilisation d’un 

analogue du GTP non hydrolysable radiomarqué. En effet, l’activation, d’un RCPG nécessite 

le recrutement de GTP, entraînant ainsi un changement de conformation du récepteur et 

l’activation de la protéine G associée (voir introduction partie III.1.2., et Figure 21). Ici, 

l’utilisation de GTPγS radiomarqué va donc permettre de quantifier le niveau d’activation des 
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RCPG du NST dans différentes conditions, puisque le niveau de fixation de ce ligand sera 

proportionnel au taux d’activation des RCPG présent sur la coupe. 

 

 

Figure 21 : Cycle d’activation d’un récepteur couplé à la protéine G 
Le ligand en se fixant à son récepteur, va activer la protéine G associée à celui-ci, par le 
recrutement de GTP. Puis le récepteur reviendra à son état initial, c’est-à-dire découplé de la 
protéine G par l’hydrolyse du GTP en GDP. Dans le protocole expérimental utilisé, la 
quantité de GTPγS fixée sera fonction du niveau d’activation des RCPG. 
 

Dans le but de vérifier que les RD5 présente une activité constitutive in vivo, nous 

avons comparé le signal obtenu en conditions basales (n=12 chez 4 animaux) à celui obtenu 

lorsque les RD5 sont stimulés par un agoniste le SKF 38393 (n=12 chez 4 animaux), par un 

antagoniste le SCH 23390 (n=12 chez 4 animaux) ou par l’α-flupentixol (n=12 chez 4 

animaux). L’analyse statistique a été réalisée selon un test de student, non apparié, non 

paramétrique (Mann-Whitney). 
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2. Protocole :  
 

Des coupes de cerveau de 20µm contenant le NST sont incubées vingt minutes à 

température ambiante dans un tampon de saturation (tampon 1) (composition pour 20 mL de 

tampon, soit 10 lames : 605 mg de Tris, 61 mg de MgCl2, 7,608 mg d’EGTA, 584 mg de 

NaCl et 4 µL d’adénosine déaminase), puis vingt minutes à température ambiante dans un 

tampon de radioprotection (tampon 2) (composé de 15 mL de tampon 1, 13,3 mg de GDP et 

30 µL de DTT), et enfin trente minutes à 30°C dans le tampon d’incubation (tampon 3) 

(contenant 6 mL de tampon 2 et 60 µL de GTPγ35S). Le tampon est alors divisé en trois 

fractions, une composée uniquement de tampon 3 (activité basale), une deuxième contenant 

du tampon 3 et du GTPγS à 2,5 µL/mL (activité non spécifique) et la troisième fraction 

composée de tampon 3 et de la substance pharmacologique testée (SKF 38393, SCH 23390 ou 

α-flupentixol). Les coupes sont lavées deux fois avec un tampon Tris-HCl 50 mM pendant 

quinze minutes à 4°C et séchées, puis elles sont mise en cassette sous film 

autoradiographique, et conservées en chambre noire pendant 2 à 5 j à 4°C selon l’intensité de 

marquage désirée. Les films sont révélés en chambre noire par incubation dans différents 

bains : révélateur, rinçage dans l’eau,  fixateur, rinçage dans l’eau et séchés, pour ensuite les 

quantifier par densitométrie à l’aide d’un logiciel spécialisé (Mercator).  

 

VI. Cytochrome Oxydase : 
 

1. Principe :  
 

Parmi les nombreuses activités métaboliques requises pour maintenir la fonction 

neuronale, la plus importante correspond au fonctionnement de la pompe  Na/K-ATPase, qui 

consomme environ 60% de la quantité totale d’ATP présente dans le cerveau. Cet ATP 

provient essentiellement du métabolisme oxydatif du glucose, dont l’étape ultime est 
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catalysée par le complexe cytochrome oxydase I (CO-I). Ainsi, l’accumulation de CO-I dans 

une structure donnée, est le reflet direct de son état d’activation. 

Grâce à cette technique, nous avons pu comparer les différences d’activité métabolique qui 

existent en conditions normales, pathologiques, et après application d’α-flupentixol. Pour 

chaque condition 4 animaux ont été utilisés avec 4 coupes par structure et par animal. 

L’analyse statistique a été réalisée selon un test non apparié, non paramétrique, le Mann-

Whitney. 

 

2. Protocole :  
 

Les expériences ont été réalisées sur des animaux contrôles et lésés à la 6-OHDA 

ayant reçu une injection locale de NaCl 0,9%, ou sur des animaux lésés 6-OHDA ayant reçu 

une  injection locale d’α-flupentixol puis sacrifiés quatre-vingt-dix minutes après injection. 

Les cerveaux sont alors prélevés, congelés dans de l’isopentane à -45 °C puis conservés au 

congélateur à -80°C. Les coupes de Striatum, GP, NST, SNr (d’animaux normaux, lésés et 

traités) sont placées trente-cinq minutes à 37°C dans un tampon d’incubation contenant 100 

mL d’HEPES 0,1M pH 7,4 et 4,5 g de sucrose, 22,4 mg de cytochrome C, 115,23 mg de DAB 

et 125 mg d’ammonium nickel sulfate 1%. Puis la réaction est stoppée avec un tampon de 

fixation (PAF 4% dans un tampon sodium phosphate) pendant dix minutes. Les lames sont 

rincées à l’eau distillée avant d’être déshydratées et montées entre lames et lamelles. Elles 

seront ensuite quantifiées par densitométrie à l’aide d’un logiciel spécialisé (Mercator). 
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I. Implication des récepteurs dopaminergique D5 dans la 
physiopathologie de la maladie de Parkinson. 
 

1. Résumé 
 
La maladie de Parkinson est une pathologie neurodégénérative caractérisée par des 

symptômes moteurs cardinaux : akinésie ou bradykinésie, rigidité, tremblements de repos et 

troubles de la posture. Ces symptômes sont la conséquence d’une dégénérescence progressive 

des neurones dopaminergiques de SNc, ce qui provoque une déplétion en dopamine dans le 

striatum et d’autres structures extrastriatales comme le NST ou le GP. L’organisation 

fonctionnelle des ganglions de la base est ainsi altérée. 

 

Le NSTest considéré comme la « driving force » de cet ensemble de structures 

puisqu’il exerce une influence excitatrice sur les structures de sortie du système. Il joue un 

rôle crucial dans l’exécution d’un mouvement volontaire normal. En effet, sa lésion entraîne 

l’apparition de mouvements anormaux involontaires comme l’hémiballisme. On sait 

également que les neurones du NST montrent une activité électrique pathologique en bouffées 

dans les modèles animaux de la maladie de Parkinson ainsi que chez les patients 

parkinsoniens. De plus, la lésion ou la SHF du NST réduit considérablement tous les 

symptômes moteurs.  

 

Des études d’hybridation in situ ont révélé une forte expression des ARNm codant 

pour les RD5 au niveau du NST, alors que le taux d’expression des autres récepteurs est 

faible. De plus, les neurones capables de décharger en bouffées expriment les RD5 et non les 

RD1 et les bouffées de potentiels d’action sont potentialisées par l’activation des RD5 

(augmentation de la durée des bouffées et du nombre de potentiels d’action par bouffée). A 

l’inverse, l’activation des récepteurs D2 place les neurones hors de la gamme de potentiel où 
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les bouffées peuvent être déclenchées et remplace la décharge en bouffées par une activité 

tonique. Les RD5 montrent une caractéristique fonctionnelle qui les différencie des autres 

types de récepteurs à la dopamine : ils présentent une activité constitutive importante en 

absence de ligand. Il a été montré que la simple expression des RD5 dans un système 

hétérologue accumule autant d’AMPc que la stimulation de ces récepteurs par une dose 

maximale de dopamine. L’activité intrinsèque des RD5 prend donc une importance 

particulière dans le contexte de la maladie de Parkinson. En effet, quand les symptômes de la 

maladie apparaissent, la dégénérescence nigrique est déjà avancée et le taux de dopamine 

circulant est très bas. On peut donc penser que les RD2 ne sont plus activés, alors même que 

l’activité des RD5 persiste. Dans ce contexte, la capacité à décharger en bouffées ne sera plus 

réprimée mais au contraire favorisée. On peut alors imaginer que, comme dans d’autres 

structures, l’activité en bouffées du NST perturbe le traitement de l’information au sein du 

circuit moteur, contribuant ainsi à l’apparition des  symptômes moteurs parkinsoniens. 

 

Notre hypothèse étant que l’activité intrinsèque des RD5 contribue à l’émergence de la 

décharge en bouffées des neurones du NST quand le niveau de dopamine est bas. Nous avons 

étudié l’effet de son inhibition, d’une part sur la décharge en bouffées des neurones du NST 

dans un modèle animal de la maladie de Parkinson, et d’autre part sur les troubles moteurs 

induits par la déplétion dopaminergique chez le même modèle. L’activité intrinsèque des RD5 

a été inhibée par un agoniste inverse : l’α-flupentixol (Martin et coll., 2001).  

 

Dans un premier temps, des études de patch-clamp in vitro nous ont permis de 

caractériser et de choisir l’α-flupentixol comme agoniste inverse des RD5. En effet, il est 

capable d’induire les effets opposés de ceux observé lors de la stimulation de ces récepteurs 

par un agoniste : diminution de la durée du potentiel plateau et diminution du nombre de 
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potentiel d’action dans le potentiel plateau, sans affecter la fréquence de décharge spontanée 

des neurones du NST.  

D’autres part, nous avons également mis en évidence grâce à des expériences de 

GTPγS menées ex vivo, que les RD5 du NST présentent une activité constitutive in vivo, et 

que celle-ci a été bloquée par l’injection locale d’α-flupentixol. Le blocage de cette activité 

intrinsèque d’une part, améliore le comportement locomoteur d’animaux rendu 

hémiparkinsonien par l’injection stéréotaxique de 6-OHDA, et d’autre part réduit la tendance 

des neurones du NST à décharger en bouffées, signature physiopathologique de la maladie de 

Parkinson.  

De plus, l’injection locale d’α-flupentixol normalise l’hyperactivité métabolique 

obtenue chez le rat 6-OHDA au niveau du NST et de la SNr. 

 

Les résultats de cette étude démontrent pour la première fois l’implication des RD5 

dans la physiopathologie de la maladie de Parkinson et ainsi ouvrent la voie à de nouvelles 

approches thérapeutiques de la maladie, basées sur l’utilisation d’agents pharmacologiques 

spécifiques. 
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ABSTRACT 

 
Dopamine D5 receptors are characterized by a high constitutive activity. This may contribute 

to the emergence of burst firing in subthalamic neurons, a pathological activity associated 

with the motor symptoms in Parkinson's disease. Here we show that local injection of an 

inverse agonist of D5 receptors into the subthalamic nucleus strongly reduced the burst 

discharge capacity of neurons in vitro and converted pathological burst firing into tonic, 

single spike-firing in the rat model of the disease. Moreover, the same treatment dramatically 

alleviated motor impairment in this model and normalized metabolic hyperactivity in the 

subthalamic nucleus and the substantia nigra pars reticulata, the output structure of basal 

ganglia. Our findings are the first to demonstrate the involvement of D5R in the 

pathophysiology of Parkinson's disease. This not only represents a major paradigm shift in our 

understanding of the disease but also opens up new avenues for therapeutic approaches based 

on specific pharmacological agents. 
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INTRODUCTION 

 

Parkinson’s disease (PD) is a neurological disorder characterized by a gradual degeneration of 

dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta (SNc), leading to marked 

dopamine depletion in the striatum, the primary projection region 1, as well as extrastriatal 

nuclei of the basal ganglia, including the subthalamic nucleus (STN) 2. As a result, STN 

neurons, which normally exhibit a tonic discharge pattern, become hyperactive and discharge 

in bursts 3-5. It is not known whether this phenomenon plays a key role in parkinsonian motor 

symptoms (akinesia, rigidity, and rest tremor). However, these symptoms are alleviated by 

either STN ablation 6,7, high frequency electrical stimulation 8,9(, and local pharmacological 

inhibition 10,11. In vitro electrophysiological studies have suggested that dopamine D5 

receptors (D5R), a subgroup of the D1 receptor family expressed in the STN 12 which have 

the unique property of high agonist-independent constitutive activity 13-15, contribute to the 

emergence of burst firing in STN neurons 16,17. Abnormal burst firing may interfere with 

normal information processing within the basal ganglia, as it does in other systems 18,19, thus 

exacerbating PD motor symptoms. We tested the hypothesis that inhibiting the constitutive 

activity of D5R using an inverse agonist depressed the burst firing of STN neurons, resulting 

in an alleviation of motor impairment in the 6-hydroxydopamine rat model of PD. 
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RESULTS  

 

D5R inverse agonists weaken STN burst firing in vitro 

A number of psychoactive drugs have been shown to act as inverse agonists of 

recombinant D5R 13,14,20-22. Fluphenazine, butaclamol, and flupenthixol exhibit the greatest 

affinity and specificity for D5R 23. Burst firing in the STN in vitro is significantly potentiated 

by D1 family receptor agonists. Potentiation involves D5R, but not D1R, and results in both 

an increased number of spikes in each burst and a longer burst duration, with no change in 

intraburst firing frequency 16. Application of butaclamol and flupenthixol, but not 

fluphenazine, to STN neurons in rat brain slices, at concentrations used on recombinant D5R 

(1-2 µM), significantly modified the specific features of evoked bursts (Fig.1a,b), with partial 

reversibility. Only flupenthixol acted as an inverse agonist of D5R: it was the only drug to 

significantly reduce mean burst duration as well as the average number of spikes in each 

burst, without any significant change in the intraburst firing frequency. Burst duration was 

reduced by 28 % (1.11 ± 0.27 s to 0.79 ± 0.22 s, n=11, Wilcoxon matched pairs signed rank 

test, p<0.0186) and the average number of spikes in evoked burst by 33%, (1.11 ± 0.27 to 

0.79 ± 0.22 , n=11, p<0.001), without any significant change in intraburst firing frequency (40 

± 5 Hz and 38 ± 7 Hz; n=11, p>0.8311). Furthermore, as shown in figure 1c, depicting a 

neuron that fired spontaneously in bursts in the control condition, flupenthixol application 

resulted in an irregular discharge of action potentials and burst firing resumed on wash. This 

made flupenthixol the ideal drug for the following experiments. 
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D5R in the STN display constitutive activity 

In vitro experiments have shown that recombinant D5R exhibit constitutive 

activity 13,14. However, no data are available concerning the activated state of STN 

D5R. We used a guanosine 5’(γ-[35S] thio)triphosphate (GTPγ-35S) binding assay (Sim 

et al., 1995, 1996) to examine D5R-activated G proteins in brain slices. SKF 38393, a 

D1/D5 agonist, stimulated dose-dependent GTPγ-35S binding within the STN 

(maximum increase over basal level: 61% , one-way ANOVA, F=12.26, p<0.0001), 

indicating an increase in the activated state of local D5R (Fig. 2a). Another D1/D5 

antagonist, SCH 23390, had no effect (Fig. 2b, one-way ANOVA, F=1.85, p=0.1016). 

Flupenthixol had an inverse agonist effect on local D5R, decreasing GTPγ-35S binding 

by 52% (Fig. 2c, one-way ANOVA, F=21.90, p<0.0001). Furthermore, as a specificity 

control, prior incubation with the D1/D5 antagonist blocked the effect of both the 

D1/D5 agonist and D5R inverse agonist (Fig. 2d). Taken together, these data provide 

the first evidence of D5R constitutive activity within the STN and confirm the inverse 

agonist property of flupenthixol. 

 
A D5R inverse agonist reverses STN burst firing 

Extracellular recordings in urethane-anesthetized rats (n=12) were used to test the 

hypothesis that flupenthixol reduced the burst discharge capacity of STN neurons in vivo. 

Single unit recordings in the STN of dopamine-depleted rats exhibited a higher percentage of 

burst-firing neurons than sham-lesioned rats [53.3% (34/63 neurons) vs 13.5% (8/59)]. 

Interestingly, local application of flupenthixol in the STN turned the pathological burst-firing 

activity into tonic, single-spike firing (n=6/6, χ2=8.00, p=0.0047), without any effect on 
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regularly-discharging neurons (Fig. 3) (n=6/6, χ
2=0.00, p=1). No significant modification in 

the firing rate was observed (F=0.59, p=0.71). As flupenthixol also exerts a D2R antagonist 

activity, we examined the effect of local injection of raclopride on neuronal activity in the 

STN (n=12) of 12 urethane-anesthetized rats. Raclopride did not modify the firing rate 

(F=0.77, p=0.83) or the firing pattern of any of the STN neurons tested (χ2=0.00, p=1) (Fig. 

3). Saline injection under the same conditions did not induce any change in the firing rate 

(F=0.71, p=0.54) or pattern of STN neurons (χ
2=0.00, p=1).  

Together, these results demonstrate that the impact of flupenthixol on firing patterns was 

mediated by D5R in the STN. 

 
A D5 inverse agonist alleviates motor impairment 

To test the hypothesis that flupenthixol reversed motor impairment induced by 

dopamine depletion, we assessed the behavior of adult male rats following intrasubthalamic 

injection with flupenthixol or saline. The outcome of dopamine depletion by 6-OHDA and 

flupenthixol treatment was assessed by analyzing spontaneous locomotor activity, using an 

open field actimeter, and asymmetry in forelimb motor activity, using the stepping test. These 

motor behaviors were assessed 3 to 4 weeks after dopamine depletion. As previously shown 

24,25, dopamine depletion impaired locomotor activity, reducing mean scores by 44% in 

dopamine-depleted rats compared to sham-lesioned animals (Mann-Whitney test, p=0.0313). 

Local flupenthixol injection (4µg in 200nl) significantly improved locomotor activity, which 

increased by 39%, in comparison with the measurements following a saline injection on the 

previous day (Fig. 4a, n=19, Wilcoxon test, p=0.0144). In a post-challenge test to verify that 

this increase was due to flupenthixol injection, all the rats received a saline injection on the 

next day and were re-exposed to the actimeter. Every time the saline vehicle was injected, 

there was no significant difference between pre- and post-injection measurements(data not 
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shown). Once again, in view of flupenthixol's D2R antagonist activity, the effects of 

raclopride, a selective D2R antagonist, on locomotor activity were investigated. Injecting 

raclopride into the STN (4µg in 200nl) had no effect (Fig. 4a, n=15, p=0.7250), confirming 

that the beneficial impact of flupenthixol was due to its action on D5R in the STN. In 

agreement with previous studies 26, unilateral dopamine depletion led to a 66% deficit in 

contralateral paw use  (8.86±0.49 ipsilateral vs 2.98±0.53 contralateral, Wilcoxon test, 

p<0.0001, Figure 4b). Local injection of flupenthixol into the STN on the dopamine-depleted 

side alleviated this asymmetry by 65.62±0.53% (2.98±0.53 vs 5.76 ± 1.03 Mann-Whitney test, 

p=0.0137). Local flupenthixol application in the STN thus alleviated the motor symptoms of 

dopamine-depleted rats. 

 

A D5 inverse agonist normalizes metabolic activity 

The metabolic correlates of motor improvement were investigated by measuring the 

expression of cytochrome oxidase (COx), an endogenous marker for neuronal activity 27,28, in 

the STN and its efferent structure, the pars reticulata of substantia nigra, the principal output 

structure of the basal ganglia in the rat. As previously reported 29-31, following dopamine 

depletion by 6-OHDA in rats (n=4), the COx expression level in the STN (74.5%, p<0.0001) 

and SNr (146.5%, p<0.0001) was significantly higher than  in sham-lesioned animals (n=4) 

(Fig. 5). Furthermore, an increase in activity was also observed in the Zona Incerta. This 

abnormal hyperactive metabolism was normalized by injecting flupenthixol into the STN, 

using the same protocol applied to test motor behavior. Flupenthixol induced a significant 

decrease in COx levels in the STN (78.6%, n=4 rats p=0.0002) and  SNr (151.2%, n=4 rats, 

p=0.0028). Similar results were obtained in sham-lesioned animals (n=4 rats, STN, p=0.3828; 

SNr, p=0.7193). These data show that the blockade of STN D5R constitutive activity reversed 

metabolic hyperactivity generated by dopamine depletion in both the STN and SNr. 
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DISCUSSION 

 

 Our results revealed the agonist-independent constitutive activity of D5R in the STN  

and demonstrated that it was blocked by flupenthixol, an inverse agonist. Constitutive 

activity, the functional signature of D5R, has been suggested to contribute to burst firing in 

STN neurons in vitro 16,17. It was blocked by flupenthixol, resulting in a reduction in the burst-

discharge capacity of STN neurons in rat brain slices. Interestingly, in dopamine-depleted 

rats, when flupenthixol was injected directly into the STN, the pathological burst firing of 

STN neurons became a tonic single-spike firing and, subsequently, alleviated the subjects' 

motor impairment, previously induced by dopamine depletion. As flupenthixol is not only an 

inverse agonist of D5R, but also an antagonist of D2R, the fact that intrasubthalamic injection 

of raclopride, a selective D2R antagonist, had no electrophysiological or behavioral effects, 

ruled out the involvement of D2R. However, as D5R is a subtype of the D1R family, the 

effects observed may be due to the action of flupenthixol on D1R. This is not the case, as 

D5R, but not D1R, potentiate burst firing in STN neurons by modulating an L-type calcium 

conductance 16. This is in agreement with the findings of the only study using in situ 

hybridization for dopamine D1, D2, D3, and D5 receptor mRNAs 12, which revealed that only 

D5R mRNA was highly expressed in STN neurons. Similarly, other studies have failed to 

detect D1R mRNA in rat and human STN 32-34. 

 

 Burst firing is a hallmark of PD. These experiments revealed that flupenthixol did not 

modify the mean firing rate of STN neurons or the firing pattern of the tonically-discharging 

neurons, but turned pathological burst-firing activity into tonic single-spike firing. These 

results strongly support the involvement of D5R in the burst firing of STN neurons. In several 

brain systems burst firing patterns have been shown to contribute to enhanced synaptic 
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neurotransmitter release, compared to tonic single-spike firing 35-37. If this is the case in the 

STN, the enhanced proportion of burst firing recorded after dopamine depletion may translate 

into functional hyperactivity, expressed, for example, by an increase in COx expression levels 

in the STN and its major efferent target, the SNr 31,38. Accordingly, in 6-OHDA-lesioned rats 

COx expression levels in the STN and SNr increased dramatically compared with those of 

sham-lesioned animals and flupenthixol normalized this pathological metabolic hyperactivity 

in these two major basal ganglia structures. This parallels the switch from pathological burst 

firing to normal tonic firing, assumed to be responsible for the attenuation of parkinsonian 

motor impairment. 

 

 Our findings are the first to demonstrate the involvement of D5R in the pathophysiology 

of PD due to their constitutive activity. Furthermore, application of a D5R inverse agonist 

attenuated motor impairment. This not only represents a major paradigm shift in our 

understanding of the pathophysiology of PD but also opens up new avenues for therapeutic 

approaches based on specific pharmacological agents. 
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FIGURES AND LEGENDS 

 

Figure 1: Flupenthixol weakens evoked bursts in burst-competent neurons and 
minimise spontaneous burst firing. 

Of the three antipsychotics, 
fluphenazine, butaclamoland 
flupenthixol, described as 
inverse agonists of 
recombinant D5 receptors in 
heterolog systems, 
butaclamol and flupenthixol 
significantly weaken evoked 
bursts. Flupenthixol only 
affected burst duration and 
number of action potentials 
fired per burst whilst leaving 
firing frequency unchanged 
in the same way as agonists 
of D5 receptors do. 
Flupenthixol reduced, 
whereas agonists increased, 
both parameters, thus 
behaving as an inverse 
agonist of D5 receptors. (a) 
Representative examples of 
the action of the 3 drugs on 
bursts (top traces) evoked by 
depolarizing stimuli (bottom 
traces) in subthalamic 
neurons patched in coronal 
mid-brain slices. (b) Box plot 
summary of typical features 
of evoked bursts with the 3 
drugs. (c) Flupenthixol turns 
burst firing into irregular 
firing in a neuron that was 
found spontaneously 
bursting. Note that the bath 
contained inhibitors of fast 
synaptic transmission and 
raclopride, an inhibitor of 
D2R. 
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Figure 2: D5R located in the rat STN exhibit constitutive activity, which can be 
blocked by flupenthixol. 

(a-c) Histograms showing the dose response effects of D1/D5 receptor agonist, SKF 
38393 (a) and antagonist, SCH 23390 (b) and D5R inverse agonist, flupenthixol (c) on 
GTPγS binding in the STN as assessed by optical density. (d) SCH 23390 blocked the 
effects of both SKF 38393 and flupenthixol. Data represent mean ± s.e.m. of optical 
density values. *: p<0.05, **: p<0.01, compared with basal optical density. 
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Figure 3: Flupenthixol reverses the pathological burst firing activity of STN neurons 
(a) Representative photomicrographs of the striatum (left) and the pars compacta of 
substantia nigra (SNc, right) obtained by immunohistochemistry of tyrosine hydroxylase of 
brain slices from a dopamine-depleted rat. Note the dramatic lesion of cell bodies in the SNc 
and fibers in the striatum ipsilateral to the side, which received stereotactic injection of 6-
hydroxydopamine into the medial forebrain bundle. (b-h) Representative examples of spike 
trains recorded from STN neurons in sham-lesioned (b) and 6-OHDA-lesioned rats before 
(c,d) and after local injection of flupenthixol (Flup, e) or raclopride (Raclo, f). (g,h) Schematic 
representation of the effects of flupenthixol (g) or raclopride (h) on STN neurons discharging 
in tonic single spike or burst firing. Note that only flupenthixol was able to turn the 
pathological burst firing activity into a tonic single spike firing activity. 
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Figure 4: Flupenthixol reduces motor disabilities in dopamine-depleted rats. 
(a) Locomotor activity counts in sham-lesioned rats (n=10, white bars), and 6-OHDA 
unilaterally-lesioned rats before (black bars) and after (grey bars) local injection of 
flupenthixol (Flup, n=19) and raclopride (Raclo, n=15) into the STN (4µg/200nl). Only 
flupenthixol improved locomotor activity of 6-OHDA-lesioned rats. (b) The asymmetry in 
paw use was partially but significantly reversed by local injection of flupenthixol into the 
STN (n=10). Values are presented as the mean ± s.e.m. *: p<0.05, ***: p<0.0001, ns: non 
significant. Full and dashed lines: Mann-Whitney and the Wilcoxon matched-pairs signed 
ranks test, respectively. 
 
 
 
 



Résultats 

 113 

 
 
 
Figure 5: Flupenthixol normalizes the metabolic overactivity in the STN and SNr 
(a,c) Representative photomicrographs of the metabolic activity revealed by cytochrome 
oxidase staining in the STN (a) and SNr (c). (b,d) STN and SNr overactivity in dopamine 
depleted rats (black bars), in comparison with sham-lesioned animals (white bars), was 
normalized by a flupenthixol (Flu) injection into the STN (grey bar). Data represent mean ± 
s.e.m. of optical density values. ***: p<0.0001, **: p<0.001 ns: non significant. Scale bar: 
250 µm. Note that, in addition to the increased level of COx in the STN and SNr, the figure 5 
shows an increased level of COx in the zona incerta (ZI) in agreement with a previous study 
showing hyperactivity of ZI neurons in hemiparkinsonian rats 41. 
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METHODS 

 

Animals 

Experiments were carried out on Wistar rats (Charles River, L’Arberesle, France) according 

to published procedures and methods 40,41. The study received approval from the local 

“Aquitaine et Poitou-Charente” Ethics Committee (Bordeaux, France).  

 

In vitro experiments  

In vitro patch clamp electrophysiology was performed as previously described 16. As 

fluphenazine (dihydrochloride salt), flupenthixol (cis-(z)flupenthixol dihydrochloride) and 

butaclamol, ((+)–butaclamol hydrochloride, all supplied by Sigma, Saint Quentin Fallavier, 

France) exert a D2 antagonist activity, the bath solution was supplemented with raclopride 

(5µM), a pure D2 antagonist. Bursts were evoked every 20-30 sec and their typical features  

were measured off line throughout the recordings (usually lasting 15-20 min), using pClamp 

software (Molecular Devices, Foster City, CA). The control values were then calculated from 

the average of the 6 evoked bursts preceding drug application, while the test values were the 

mean of the 3 bursts before and after the burst showing the maximum change. 

 

Ex vivo experiments 

GTPγ-35S binding autoradiography.  Agonist or antagonist receptor-stimulated GTPγ-35S 

binding in the STN was measured by autoradiography, as previously described 42,43. Ex vivo 

STN-containing brain coronal slices were incubated in GTPγ-35S (0.04 nM) at 25°C for 30 

minutes, in the absence (basal conditions) or presence (stimulated conditions) of the drugs 

(SKF 38393, SCH 23390 or flupenthixol) at 6 different concentrations. After exposure to β-

radiation-sensitive film, relative GTPγ-35S autoradiographic binding was materialized by 
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optical density (OD) values in the STN, measured using the Mercator image analysis system 

(ExploraNova, La Rochelle, France). 14C standards were used to ascertain that all values were 

in a linear domain range. 

 

In vivo experiments 

Rats weighing 280-300 g received stereotaxic unilateral injections of 6-OHDA (Sigma, 

France) or its saline vehicle into the medial forebrain bundle 3-4 weeks before behavioral 

testing and electrophysiological recordings, as previously described 40. The effectiveness of 

the 6-OHDA lesion was assessed using tyrosine hydroxylase immunoreactivity, as previously 

reported 44. To assess the behavioral effects of drug injection into the STN, rats were 

chronically implanted with guide cannulae (Phymep, Paris, France) using stereotaxy under 

chloral-hydrate anesthesia (400 mg/kg, i.p., Sigma). The tip of the guide cannula was lowered 

to 1 mm above the STN, according to the Paxinos and Watson brain atlas 45. 

 

Cytochrome oxidase (COx) histochemistry.  The COx histochemical reaction was quantified 

using the metal-enhanced technique, as previously described 30,46. COx activity was analyzed 

by densitometry, using the Mercator system, as previously described 30,47. Digital images of 

each stained section were obtained and optical density was measured on four consecutive 

sections throughout the STN and SNr.   

 

In vivo extracellular electrophysiology.  Single-unit recordings were made in rats anesthetized 

with urethane (1.2 g/kg, i.p.), as previously reported 40,41. A double-barreled pipette assembly, 

similar to that described previously 48, was used for STN neuronal activity recordings and 

simultaneous local microinjection of the drugs. Basal firing of the neurons was recorded for 

20 minutes before drug injection to ascertain the stability of discharge activity, then 
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flupenthixol, raclopride, or the saline vehicle were injected directly into the STN, using brief 

pulses of pneumatic pressure (Picospritzer III, Royston Herts, U.K.). In all experiments, a 

total volume of 20 nl was infused over 200 msec. Firing patterns were analyzed using the 

method developed by Kaneoke and Vitek 49, as previously described 38,50.   

 

Behavioral assessment.  Spontaneous locomotor activity was measured using a photoelectric 

actimeter (Actitrack, Bioseb, France), as previously described 40,41. Flupenthixol or raclopride 

(4µg/200nl saline, Sigma) was then injected directly into the STN and locomotor activity was 

measured again. A post challenge test of spontaneous locomotor activity took place one day 

after drug injection. The stepping test 26 was used to assess the asymmetry induced by a 

unilateral lesion of the nigrostriatal pathway. Values represent the number of adjusting steps.  

 

Statistical analyses 

Statistical analyses were carried out using Prism software (GraphPad Software, San Diego, 

CA). The Mann-Whitney and Wilcoxon matched-pairs signed ranks test were used to compare 

behavioral and patch clamp data from different groups and the same animals before and after 

treatment, respectively. The unpaired t-test was used for COx histochemistry and GTPγ-35S 

data. For electrophysiological analysis, firing rates before and after drug injection were 

compared using a one-way ANOVA with repeated measures, followed by the Dunnett’s test 

(post-hoc), and the distribution of the firing pattern was assessed using a χ
2 test. 
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Dans le but de faciliter l’utilisation thérapeutique de l’α-flupentixol, nous avons testé 

ses effets lorsqu’il est administré de façon systémique. Cependant, les propriétés 

d’antagoniste des  RD2 de l’α-flupentixol, qui font de se composé un antipsychotique typique, 

utilisé classiquement en psychiatrie, nous ont conduits à observer des effets comportementaux 

opposés à ceux attendus, c’est-à-dire un renforcement des désordres moteurs chez le rat 6-

OHDA, mais également l’apparition de ces même troubles chez le rat contrôle. Nous nous 

sommes alors intéressés aux mécanismes électrophysiologiques qui sous tendent les troubles 

moteurs induits par l’utilisation d’antipsychotiques, puisque très peu référencés dans la 

littérature. 

 

II. Implication des ganglions de la base dans la manifestation des 
troubles moteurs induit par les antipsychotiques typiques 
 

1. Résumé 
 

Les traitements de certains troubles psychiatriques par des antipsychotiques (APD) 

typiques sont accompagnés de troubles moteurs importants appelés syndromes 

extrapyramidaux (EPS). Ils se manifestent à court terme par des états cataleptique et 

hypokinetique, et induisent à long terme l’apparition de dyskinésies tardives, essentiellement 

orofaciales. Communément, ces troubles moteurs induits par l’utilisation d’APD typiques sont 

qualifiés de « parkinson-like ». Cependant, les mécanismes électrophysiologiques qui sous-

tendent l’émergence d’EPS ne sont pas connus. Les ganglions de la base étant impliqués dans 

le contrôle de l’acte moteur volontaire, et surtout étant le siège de modifications 

électrophysiologiques importantes associées aux troubles moteurs de la maladie de Parkinson, 

nous nous sommes intéressés à l’implication de cet ensemble de structures sous-corticales 
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dans la manifestation de effets secondaires consécutifs à un traitement aigu ou chronique par 

des APD typique. 

 

Dans un premier temps, nous avons étudier l’activité électrophysiologique de 

l’ensemble de structures des ganglions de la base (Striatum, GP, NST, et SNr) suite à une 

injection systémique d’α-flupentixol. Cette substance est capable d’induire une catalepsie et 

une hypokinésie chez le rat, matérialisant les EPS induits par les APD typiques. Nous avons 

montré que l’administration par voie intra-péritonéale, de flupentixol (0.3 mg/kg) induit des 

changements drastiques de l’activité électrique au sein du réseau des ganglions de la base. En 

effet, nous avons observé une diminution de la fréquence de décharge des neurones du NST et 

de la SNr, accompagnée d’une désorganisation de l’activité électrique au niveau de ces deux 

noyaux. Par contre, une augmentation de la fréquence de décharge des neurones du GP sans 

modification du mode de décharge a été observée. Au niveau du striatum, l’α-flupentixol 

n’induit aucune modification de l’activité spontanée des neurones stiato-pallidaux et striato-

nigraux. Cette étude offre une vue d’ensemble sur les mécanismes éléctrophysiologiques à 

l’origine des effets secondaires extrapyramidaux induits par les antipsychotiques, et souligne 

le caractère fondamental de la désorganisation de l’activité électrique des ganglions de la base 

dans les troubles moteurs. De plus, nous avons montré que la lésion du GP abolit à la fois la 

catalepsie et les modifications électrophysiologiques observées au niveau du NST induit par 

l’ α-flupentixol. De ce fait, nous en avons conclu que ce noyau occupe une place centrale dans 

la mise en place de phénomènes physiopathologiques à l’origine des syndromes 

extrapyramidaux. 

 

Ces effets secondaires moteurs associés aux traitements par des APD typiques sont 

supposés être dû à leur propriété d’antagoniste des RD2. Afin de cibler de façon plus 
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spécifique les RD2, nous avons utilisé l’halopéridol (1mg/kg) dans deux conditions 

expérimentales chez le rat : i) un traitement aigu, suite à une seule injection, connu pour 

induire une catalepsie et une hypokinésie et ii) un traitement chronique par des injections 

répétées sur 21 jours, connu pour induire les même désordres moteurs associés à la 

manifestation de dyskinésies orofaciales. Nous avons étudié les effets de ces deux traitements 

sur l’activité électrique des neurones du NST. Nous avons montré que les deux types de 

traitement n’induisent aucune modification de la fréquence de décharge des neurones du NST, 

par contre changent de façon identique le mode de décharge de ces neurones. Un pourcentage 

important de neurones décharge en bouffées oscillatoires en comparaison avec le groupe 

contrôle. Cette étude montre que le NST est impliqué dans la manifestation de troubles 

moteurs de types catalepsie te hypokinésie, mais pas dans la mise en place des dyskinésies 

tardives induites par un traitement chronique à l’halopéridol.  
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2. Article 2 :  
 

Involvement of Basal Ganglia Network in Motor Disabilities Induced by 

Typical Antipsychotics. 

 

Jonathan Chetrit, Bérangère Ballion, Steeve Laquitaine, Pauline Belujon, Stéphanie Morin, 

Anne Taupignon, Bernard Bioulac, Christian E. Gross, Abdelhamid Benazzouz. 

 

PLoS ONE 4(7): e6208. doi:10.1371/journal.pone.0006208 
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Acute versus chronic treatment with Haloperidol: neuronal correlates in 

the subthalamic nucleus 
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ABSTRACT 
 
Typical antipsychotic drugs (APDs), are used extensively to treat psychotic disorders but, 

long-term treatment is counterbalanced by the property of the APDs to induce extrapyramidal 

side-effects (EPS) such as catalepsy/hypokinesia and tardive dyskinesia (TD). The 

subthalamic nucleus (STN) has been shown to play a key role in the motor control but little is 

known about its implication in the pathophysiology of EPS. The present study aimed to 

investigate whether the STN is involved in the manifestation of motor disabilities induced by 

acute and chronic treatments with a typical APD, haloperidol. Effects of these two treatments 

was studied upon (i) behavioral motor activity and catalepsy measured by an open field and 

the bar test respectively and (ii) STN neuronal activity using extracellular recordings in vivo. 

We show that acute as well as chronic treatment with haloperidol (1 m/kg) induced catalepsy 

and hypokinesia and that only repeated injections of haloperidol during 21 days induced 

tardive orofacial dyskinesia. Electrophysiological data show that both acute and chronic 

haloperidol treatments induced a significant increase in the number of STN neurons 

discharging with bursts and prominent oscillatory firing in the 0.5-2 Hz range. Importantly, 

this oscillatory pattern was not accompanied by changes in the firing rate in comparison with 

controls. Our study reports evidence to show that catalepsy and hypokinesia induced by acute 

as well as chronic treatment with haloperidol are triggered by oscillatory burst firing of STN 

neurons and that this pattern of discharge is not related to the manifestation of oral dyskinesia. 

 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 



Résultats 

 141 

INTRODUCTION  
 
Typical antipsychotic drugs (APDs), are used extensively to treat psychotic disorders but, 

long-term treatment is counterbalanced by the property of the APDs to induce extrapyramidal 

side-effects (EPS) such as catalepsy/hypokinesia and tardive dyskinesia (TD) (Browne et al., 

1996). TD is an iatrogenic syndrome of persistent abnormal involuntary movements, 

characterized by repetitive, stereotyped, choreoathetoid movements of the oro-buccal-lingual-

facial musculature, though other parts of the body may also be affected (e.g. limbs, trunk) (for 

review see (Kane, 1995). Although their pathophysiology is not well understood, catalepsy 

and TD may have some mechanisms in common with parkinsonism and levodopa-induced 

dyskinesia related to dysfunctions in basal ganglia circuitry. Furthermore, acute injection of 

D1 or D2 antagonists as well as D1/D2 antagonists in the rat are well known to induce 

catalepsy and hypokinesia without dyskinesia (Degos et al., 2005; Chetrit et al., 2009). 

However, in addition to catalepsy and hypokinesia, long term treatment leads to the 

development of TD in the rat (Bishnoi et al., 2008) and monkey (Crossman et al., 1984; 

Stoessl and Rajakumar, 1996). As very little information is available on the neuronal 

correlates of motor side effects induced by APDs (Degos et al., 2005; Chetrit et al., 2009), it 

is necessary to investigate the changes in basal ganglia nuclei associated with these motor 

disabilities. 

Among the basal ganglia, the subthalamic nucleus (STN), which represents the 

only glutamatergic structure of the basal ganglia, has been shown to play a key role 

in the control of movement. It has been linked with hemiballismus, since STN-lesion 

is associated with the appearence of abnormal involuntary movements (AIMs) 

(Whittier, 1947; Hammond et al., 1979). These AIMs can be also reproduced by 

pharmacological manipulations of GABA transmission after “in situ” injection of 
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GABA agonists or antagonists in non-human primate (Crossman et al., 1984; Baron et 

al., 2002). Moreover, several studies have demonstrated that abnormal STN neuronal 

activity is associated with the manifestation of parkinsonian motor symptoms 

(Bergman et al., 1994) and that lesions-induced dyskinesia (Bergman et al., 1990; Aziz 

et al., 1991) or high frequency stimulation (Benazzouz et al., 1993; Limousin et al., 

1998; Krack et al., 2003) improved parkinsonian motor symptoms. Other evidence 

has shown that local unilateral infusion of the 5-HT2C agonist into the subthalamic 

nucleus induced orofacial dyskinetic movements, which were blocked by systemic 

administration of the 5-HT2C antagonists. Altogether, these studies show that the 

STN is implicated in the manifestation of hypokinesia and orofacial dyskinetic 

movements, however, the neuronal correlates of these motor disorders in the STN is 

still unknown. 

The present study aimed to investigate whether STN neuronal activity is 

involved in the manifestation of motor disabilities induced by acute and chronic 

treatments with a typical APD, haloperidol. Effects of these two treatments was 

studied upon (i) behavioral motor activity and catalepsy measured by an open field 

and the bar test respectively and (ii) STN neuronal activity using extracellular 

recordings in vivo. 
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MATERIALS AND METHODS 

Animals 

 Adult male Sprague-Dawley rats, weighing 280-380 g were used for behavioral, in 

vivo electrophysiological and histochemical experiments. Animals were provided by the 

“Centre d'Elevage Depré” (Saint Doulchard, France) and arrived at least one week before use. 

They were housed five per cage under artificial conditions of light (light/dark cycle, light on 

at 7:00 a.m.), temperature (24°C), and humidity (45%) with food and water available ad 

libitum. All animal experiments were carried out in accordance with the European 

Communities Council Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC). 

 

Chronic treatment with antipsychotic. 

 During 21 days, which is the necessary time reported to induce orofacial dyskinesia in 

rats, animals received chronically haloperidol (1 mg/kg, Haldol®, Janssen-Cilag, Neuss, 

Germany). Haloperidol was diluted in isotonic saline and injections were given i.p. in a 

volume of 0.25 ml/100 g body weight. All solutions were freshly prepared before injection. 

Orofacial dyskinesia were monitored each days by placing rats in individual cages just after 

daily injections and observing its abnormal orofacial movements as previously described 

(ref). 

 

Evaluation of motor activity (Open-field actimeter) 

 Spontaneous horizontal locomotion, vertical activity (or rearing) and stereotyped 

movements were measured using a photoelectric actimeter (Actitrack, Panlab, S.L., 

Barcelona, Spain), as previously described (Dulawa et al., 1999; Belujon et al., 2007; Chetrit 

et al., 2009). Briefly, the apparatus consisted of a transparent cage that was connected to a 

photoelectric cell. Light beams detected movement and the total locomotor activity of each rat 



Résultats 

 144 

were recorded over two sessions of 10 minutes each day. All testing in the actimeter were 

done in an isolated room between 8:00 a.m. and 1:00 p.m. Spontaneous locomotor activity 

was recorded during four consecutive days (days 1-4; 2 times 10 minutes each) in which rats 

were habituated to manipulation by the experimentor. The first session of 10 minutes was 

considered as the daily habituation. Only the locomotor activity recorded during the second 

session of 10 minutes on day 4 was used for data analysis. Rats received injection 20 minutes 

prior the placement in the actimeter. 

 

 Statistical analyses were done using Prism (GraphPad Software, San Diego, CA). 

Values were compared using the Wilcoxon matched-pairs signed ranks test. 

 

Evaluation of catalepsy scores (bar test) 

 The standard bar test was used to determine the intensity of catalepsy 40 minutes after 

drug injection as previously reported (Sanberg et al., 1984; Chetrit et al., 2009). Both of the 

rat’s forepaws were placed on a horizontal bar (diameter, 0.7 cm), which was 9 cm above the 

surface. We recorded the time from placing the forepaws to the first complete removal of one 

of them from the support bar with a cutoff time of 120 seconds, which is termed here as 

descent latency. 

 

Extracellular recordings 

 Extracellular single-unit recordings were made in rats anesthetized with urethane (1.2 

g/kg, i.p.) as previously reported (Tai et al., 2003; Belujon et al., 2007; Chetrit et al., 2009), 

one day after the arrest of haloperidol treatment. Extracellular neuronal activity was 

amplified, bandpass-filtered (300-3000 Hz) using a preamplifier (Neurolog, Digitimer, UK), 

displayed on an oscilloscope, transferred via a Powerlab interface (AD Instruments, Charlotte, 
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NC, USA) to a computer equipped with Chart 5 software (AD Instruments, Charlotte, NC, 

USA). Only neuronal activity with a signal-to-noise ratio > 3:1 was recorded and used for 

further investigation. Basal firing of neurons was recorded for 20 minutes before drug 

injection to ascertain the stability of the discharge activity. The last recording site was marked 

by electrophoretic injection (Iso DAM 80, WPI, Hertfordshire, UK) of Pontamine sky blue 

through the micropipette at a negative current of 20 µA for 7 minutes. After completion of 

experiments, animals were sacrificed by an overdose of urethane, the brains removed, frozen 

in isopentane at –45 °C and stored at –80 °C. Fresh-frozen brains were cryostat-cut into 

coronal 20 µm sections for further validation of the location of recording track into the STN 

as previously described (Tai et al., 2003; Belujon et al., 2007; Chetrit et al., 2009). To this 

aim, acetylcholine esterase staining was used to contrast structures and make easier the 

location of the Pontamine sky blue dots marking the recording sites. Only those brains in 

which the location of the Pontamine sky blue dot was clearly visible in the target structure 

were used for data analysis. 

 

Data analysis 

 The activity of each neuron was analyzed with a spike discriminator using a spike 

histogram program (AD Instruments, Charlotte, NC, USA) and firing parameters (firing rates, 

interspike intervals and power spectra oscillation frequency) were calculated using 

Neuroexplorer program (AlphaOmega, Nazareth, Israel). Interspike interval, autocorrelogram 

and power spectra histograms were constructed using the same program. Firing patterns were 

analyzed using the method developed by (Kaneoke and Vitek, 1996) as previously described 

(Boraud et al., 1998; Tai et al., 2003).  
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RESULTS 

 

Effects of acute haloperidol injection on locomotor activity 

As previously reported (Belujon et al., 2007; Chetrit et al., 2009), using an open field 

photoelectric actimeter, the behavior of the animals was stable after three days habituation, 

indicating that the rats were accommodated to their test environment. Values are presented as 

mean of counts per 10 minutes ± S.E.M. Results reported as “control” on figure 1 correspond 

to the measure on day 4 after intraperitoneal saline injection. Multicomparisons between the 

three groups (n=8) show a significant difference for the three parameters (one way ANOVA, 

F=21.01, p<0.0001 for horizontal movements; F=20.03, p<0.0001 for rearing; F=20.60, 

p<0.0001 for stereotypy). Acute injection of haloperidol (1 mg/kg) significantly decreased 

horizontal activity by 96.3% (42.7 ± 18.4 vs 1174.0 ± 189.3 in control, Dunnett’s test, 

p<0.01), rearing by 98.8% (0.3 ± 0.2 vs 33.5 ± 5.9 in control, p<0.01) and stereotypy by 

77.3% (261.0 ± 59.1 vs 1551.0 ± 135.0 in control, p<0.01). A post-challenge test on day 6, in 

which haloperidol was replaced by saline vehicle, show that the same parameters are still 

affected without any return to the basal level. Relative to control values, horizontal activity 

(532.8 ± 116.3) decreased by 54.6% (p<0.01), rearing (11.5 ± 4.2) by 45.4% (p<0.01) and 

stereotypy (846.8 ± 185.3) by 77.3% (p<0.01). 

The same rats (n=8) were used for the bar test to measure the cataleptic effect of 

haloperidol. When placed on the bar, control rats moved from their awkward position. In 

contrast, 40 minutes after systemic acute injection of haloperidol a dramatic cataleptic state 

was observed. The rats maintained their position on the bar with a mean of 22.1 ± 4.5 s 

(descent latency) and this cataleptic state persisted the day after (10.8 ± 3.5 s descent latency) 

even without any additional injection of haloperidol (Fig. 1B). Statistical test showed a 
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significant difference in comparison with control values (one way ANOVA, F=18.31, 

p<0.0001). 

 

Effects of chronic haloperidol injections on locomotor activity 

All animals (n=9) developed orofacial dyskinesia 18 to 20 days after the beginning of 

systemic injections of haloperidol (1 mg/kg/day during 21 days). Systemic injections of 

haloperidol significantly decreased all the movement parameters at all the tested time points 

(one way ANOVA, F=14.69, p<0.0001 for horizontal movements; F=8.13, p<0.0001 for 

rearing; F=14.60, p<0.0001 for stereotypy). On day 21, horizontal activity decreased by 

93.6% (92.0 ± 43.6 vs 1433.0 ± 284.0 in control, Dunnett’s test, p<0.01), rearing by 86.7% 

(2.9 ± 1.72 vs 21.8 ± 5.2 in control, p<0.01) and stereotypy by 81.9% (307.9 ± 26.1 vs 1707.0 

± 203.0 in control, p<0.01). Any potentiation of motor disturbances induced by the chronic 

treatment was observed since no significant differences were observed between days 0, 7, 14 

and 21 (one way ANOVA, F=1.74, p=0.16 for horizontal movements; F=1.03, p=0.41 for 

rearing; F=2.36, p=0.07 for stereotypy). 

The same rats (n=9) were used for the bar test to measure the cataleptic effect of 

haloperidol. Repeated systemic injections of haloperidol induced dramatic catalepsy states at 

all the time points of the tests (Fig. 2D). One way ANOVA test shows a significant difference 

between all the groups (F=17.24, p<0.0001). At day 21, the rats maintained their position on 

the bar with a mean descent latency of 30.22 ± 3.90 s. Any potentiation of catalepsy induced 

by repeated injections of haloperidol was observed since no significant differences were 

observed between days 0, 7, 14 and 21  (One way ANOVA, F=2.55, p=0.08) 
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Effects of haloperidol injections on STN neuronal activity 

In control rats, the mean firing rate of STN neurons (n=59 in 6 rats) was 11.4 ± 1.0 spikes/s. 

No significant differences were observed neither after acute (8.8 ± 1.4 spikes/s, n= 67 in 6 

rats) nor after chronic treatment (8.4 ± 0.8 spikes/s, n= 69 in 6 rats) with haloperidol (one way 

ANOVA, F=1.934, p=0.147) (Fig. 3A). However, both acute and chronic haloperidol 

treatments induced significant changes in the distribution of firing patterns of STN neurons in 

comparison with control rats (χ2=12.785, p=0.001 and χ2=10.720, p=0.004, respectively) (Fig. 

3B). Indeed, 35.4% of STN neurons are bursty (vs 14.5% in control rats), 23.1% are irregular 

(vs 14.5% in control rats) and 41.5% are regular (vs 71.0 % in control rats). Chronic treatment 

did not potentiate electrophysiological modifications as 29.4% of recorded STN neurons are 

bursty, 26.5% are irregular and 44.1% are regular (χ
2=0.573, p= 0.751). Moreover haloperidol 

induced an increase in the number of oscillatory neurons after acute (25/67, 37.3%, χ
2=10.72, 

p=0.001) and chronic (22/69, 31.9%, χ2=7.27, p=0.007) treatments in comparison with 

controls (7/59, 11.9%). However, no difference was observed between acute and chronic 

populations (χ2=0.44, p=0.50). Figure 4 shows a representative example of oscillatory 

neurons. Examination of power spectra showed preferential low frequency oscillations with 

the same rhythmic character in the three groups The mean±S.E.M. of oscillation frequencies 

was 0.95±0.18 Hz (range: 0.27–1.0 Hz) in control rats, 1.05±0.09 Hz (range: 0.6-2.07 Hz) in 

acute haloperidol-treated rats and 0.94±0.17 (range: 0.5-2.04 Hz) in chronic treated rats. No 

significant difference was observed between the three group (Kruskal Wallis test, F=1.92, 

p=0.38). 
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DISCUSSION 

 

Our study shows that both acute and chronic administration of haloperidol (1 mg/kg) 

induced catalepsy and hypokinesia and that a minimum of 18 days of treatment was necessary 

for the development of orofacial dyskinesia. Catalepsy and hypokinesia were associated with 

oscillatory burst firing of STN neurons at low range frequencies and that this pattern of 

discharge is not related to the manifestation of oral dyskinesia. 

 

Behavioral results show that acute injection of haloperidol (1mg/kg) induced 

hypokinesia and catalepsy that persisted at least one day after treatment. These motor 

disturbances, qualified as extrapyramidal side-effects, were similar to those already reported 

in other studies including in our group (Degos et al., 2005; Chetrit et al., 2009). They were not 

accompanied by dyskinesia, as these abnormal involuntary movements necessitated a long 

term treatment (see below). Electrophysiological recordings of STN neuronal activity in 

urethane-anesthetized rats have shown dramatic changes in the distribution of the firing 

pattern, without any change in the firing rate. In fact, the percentage of irregular and burst-

firing neurons increased in comparison with controls. Bursty neurons were characterized by a 

rhythmic oscillant firing of spike train in the 0.5-2 Hz frequency range. These results are in 

agreement with other studies, which showed similar changes in other basal ganglia nuclei 

after haloperidol or D1/D2 antagonist treatments. Burkhardt et al. (Burkhardt et al., 2007) 

have shown that acute dopamine blockade with high-dose haloperidol induced prominent 

oscillatory firing in the 6-8 Hz frequency range of either the striatum and globus pallidus and 

that this oscillatory pattern was not accompanied by consistent changes in the firing rate. 

Moreover, another group have shown that after dopamine blockade, most of the substantia 

nigra pars reticulata (SNr) neurons became irregular and bursty with a marked rythmic 
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character at low frequency range (0.2-1 Hz) (Degos et al., 2005) similar to that was found in 

our study. Degos et al. (2005) have also shown that the mean firing rate of SNr neurons was 

not modified after the injection of neuroleptics. The difference observed in the frequency 

range of oscillations recorded in the STN/SNr and that of the striatum and GP and that of 

Degos et al. (2005) could be explained by the fact that in Degos and our study recordings 

were made under general anesthesia, which is known to induce slow cortical waves, whereas 

recordings in the striatum and GP (Burkhardt et al., 2007) were done in awake freely moving 

rats characterized by activated cortical waves. 

 

Chronic treatment with the same dose of haloperidol did not potentiate catalepsy and 

hypokinesia. Nevertheless, it induced orofacial dyskinesia. This phenomenon was 

accompanied by similar changes in the STN neuronal activity than those observed after acute 

haloperidol treatment. We report an increase in the percentage of burst-firing neurons with 

oscillation rythms at the same frequency range without a change in the firing rate. These data 

indicate that changes in the STN neuronal activity are involved in the development of motor 

disturbances, hypokinesia and catalepsy but not in the development of orofacial dyskinesia 

induced by repeated injections of haloperidol. Interestingly, a recent study had rise the 

hypothesis of different functional subcircuits associated with akinetic and dyskinetic 

dysfunctions in the basal ganglia network: one, including STN and SNr, involved in 

parkinsonian-like motor symptoms, and the other one, including the entopeduncular nucleus 

(EP), preferentially involved in L-Dopa induced-dyskinesia (Lacombe et al., 2009). L-DOPA 

treatment induced a global “wake up” of the striatal efferences of the direct pathway, which 

resulted in a dramatic decrease of metabolic activity in the EP but not in the SNr. This study 

highlights the entopeduncular nucleus hypoactivity as a major cellular substrate of L-Dopa-

induced dyskinesia.  
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The electrophysiological changes observed in the STN after the administration of 

typical APDs depend on the nature of the drug used. In contrast to the present 

electrophysiological data, in our previous study (Chetrit et al., 2009), in which we used the 

same protocols in the same experimental conditions, we have shown that acute injection of α-

flupentixol induced EPS paralleled by a decrease in the firing rate and a disorganization of the 

firing pattern of STN neurons. This discharge pattern disorganization was characterized by a 

switch from a tonic regular to an irregular firing pattern without rythmic oscillations. This 

difference could be due to the fact that clinically α-flupentixol is classified in the frontier 

between typical and atypical APDs depending on its receptor-binding profile (Kuhn et al., 

2000). These authors suggest that α-flupentixol has to be labeled at least a “partial atypical 

neuroleptic”. 

 

 

CONCLUSION 

Our study reports evidence to show that catalepsy and hypokinesia induced by acute as 

well as chronic treatment with haloperidol are triggered by oscillatory burst firing of STN 

neurons and that this pattern of discharge is not involved in the development of oral 

dyskinesia. 
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FIGURES AND LEGENDS 

 

 

 

 

 

 

 
Figure 1. Acute injection of haloperidol 
induces hypolocomotor activity and 
catalepsy 
(a-c) Histograms illustrating the scored motor 
activity recorded during the second ten 
minutes session thirty minutes after the 
injection of saline (control) or haloperidol 
(Halo D0, n=8), and one day after haloperidol 
injection (Halo D+1). Note that haloperidol 
induced a significant decrease in the scored 
horizontal activity (a), stereotypic movements 
(b) and rearing activity (c) in comparison 
with control values even one day after the 
injection. Values are presented as the mean ± 
S.E.M. cts/10min = counts/10 minutes. 
(d) The cataleptic effect of an acute injection 
of haloperidol forty minutes after the 
injection on day 0 and one day after. Values 
are presented as the mean ± S.E.M. of the 
latency measured from paw placement until 
the first complete removal of one paw from 
the bar during the catalepsy test. 
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Figure 2. Chronic injections of haloperidol induces hypomotor activity and catalepsy 
(a-c) Histograms illustrating the scored motor activity recorded during the second ten minutes 
session thirty minutes after the injection of saline (control) or haloperidol respectively on day 
0, 7, 14 and 21 of the treatment. Note that haloperidol induced a significant decrease in the 
scored horizontal activity (a), stereotypic movements (b) and vertical activity (c) in 
comparison with controls. Values are presented as the mean ± S.E.M. cts/10min = counts/10 
minutes. 
(d) Evolution of catalepsy induced by chronic treatment with haloperidol forty minutes after 
the injection. Values are presented as the mean ± S.E.M. of the latency measured from paw 
placement until the first complete removal of one paw from the bar during the catalepsy test. 



Résultats 

 156 

 

 

 

 

Figure 3: Effects of acute and chronic haloperidol treatment on STN neuronal 
activity 
(a)  Both acute and chronic treatment with haloperidol had no effect on the firing rate 
of STN neurons recorded in urethane anaesthetized rats. 
(b)  Firing pattern distribution of STN neurons recorded in control rats and in rats 
that received acute or chronic treatment with haloperidol. Note that both acute and 
chronic haloperidol treatments induced an increase in the proportion of irregular and 
burst-firing neurons within the STN, in comparison with controls. White: regular 
neurons, grey: irregular and black: burst-firing neurons. **: p<0.01 (Chi Square test: 
χ2). 
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Figure 4: Haloperidol-induced prominent 
oscillatory firing pattern in STN neurons. 
(a) Representative example of 10 seconds 
extracellular recording of an oscillatory STN 
neuron after haloperidol treatment. (b) interspike 
interval histogram, (c) autocorrelogram and 
(d) The power spectral density of the same 
oscillatory neuron in (a). 
(e) Histograms representing the mean±S.E.M. of 
frequency of oscillations of all burst-firing 
neurons recorded in the STN, in control rats 
(control) and in animals that had received acute 
([-] Dysk) or chronic ([+] Dysk) injections of 
haloperidol. [-] Dysk: rats without orofacial 
dyskinesia; [+] Dysk: rats with orofacial 
dyskinesia. 
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III. Publications annexes. 
 

J’ai participé au sein de l’équipe, à des travaux connexes visant à mieux comprendre le 

rôle de l’innervation dopaminergique striatale et extrastriatale sur la modulation de l’activité 

électrique des ganglions de la base. Ces travaux ont fait l’objet de deux publications.  

 

1. Article 4 : 
 

Intrapallidal injection of 6-hydroxydopamine induced changes in dopamine 

innervation and neuronal activity of globus pallidus  

 

Rabia Bouali-Benazzouz, Chun Hew Tai, Jonathan Chetrit and Abdelhamid Benazzouz. 

 

Neuroscience 164(2): doi:10.1016/j.neuroscience.2009.07.034  
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2. Article 5 : 
 

D2 receptor stimulation, but not D1, restores striatal equilibrium in a rat 

model of Parkinsonism. 

 

Bérangère Ballion, Francois Frenois, Camila L. Zold, Jonathan Chetrit, M. Gustavo Murer, 

Francois Gonon. 

 

Neurobiology of Disease 35 (2009) 376–384 
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La première partie de cette thèse a permis de mettre en évidence pour la première fois 

l’implication des RD5 du NST dans la physiopathologie de la maladie de Parkinson. Jusqu'à 

présent, l’activité constitutive agoniste indépendante des RD5, n’avait pu être démontrée que 

sur des récepteurs recombinants, exprimés dans des systèmes hétérologues (demshyshyn et 

al., 2000). Ici, nous avons pu montrer que les RD5 natifs, exprimés au niveau du NST, 

présentent une activité constitutive. De plus, l’inhibition de cette activité intrinsèque par une 

approche pharmacologique utilisant un agoniste inverse, améliore les troubles moteurs induits 

par la déplétion dopaminergique chez le rat. Parallèlement à ces effets comportementaux, l’α-

flupentixol injecté localement au niveau du NST, abolit la capacité des neurones du NST à 

décharger en bouffées, signature pathologique de la maladie de Parkinson, sans affecter les 

neurones qui déchargent de façon régulière, ni la fréquence de décharge de l’ensemble des 

neurones enregistrés. Ce résultat confirme l’importance des bouffées du NST dans la 

manifestation des troubles moteurs de la maladie de Parkinson, et souligne l’implication de 

l’activité constitutive des RD5 dans la genèse de cette activité pathologique. Ce travail 

conforte donc l’hypothèse selon laquelle la décharge en bouffées des neurones du NST est 

une signature électrophysiologique pathologique associée à la manifestation des troubles 

moteurs de type parkinsonien.  

De plus, nous avons montré que l’application locale d’α-flupentixol normalise 

l’activité métabolique du NST mais également de sa principale cible, la SNr, ce qui tend à 

démontrer un rétablissement de l’équilibre dans la structure de sortie principale du réseau des 

ganglions de la base. Car il ne faut pas perdre de vue le fait que le NST fait partie intégrante 

de ce réseau. Il semble donc très inconvenant d’étudier une seule structure, sans prendre en 

compte les répercutions que cela peut avoir sur l’ensemble du réseau. De ce fait, les 

expériences de cytochrome oxydase que nous avons réalisées, nous ont donc permis d’obtenir 
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une véritable photographie de l’état d’activation du réseau. Comme cela avait déjà été 

rapporté dans la littérature, l’ensemble des ganglions de la base semble être le siège d’une 

hyperactivité métabolique causée par la déplétion dopaminergique du système (Blandini et 

al., 1997 ; Vila et al., 2001 ; Benazzouz et al. 2004). Nous apportons ici la preuve que la 

manipulation pharmacologique locale du NST, peut engendrer un effet réseau puisque le 

rétablissement du niveau d’activité métabolique est rapportée non seulement au niveau du 

NST, mais également au niveau de la SNr, principale cible du NST, et structure de sortie 

majeure du réseau des GB.  

D’autre part, nous apportons également un argument qui confirme l’hypothèse selon 

laquelle l’activité en bouffées des neurones d’une structure donnée, peut être considérée 

comme une hyperactivité de la dite structure. En effet, il ne fait nul doute que l’hyperactivité 

fréquentielle engendre une libération accrue de neurotransmetteur, ce qui augmente 

l’efficacité de la transmission synaptique. Cette augmentation est par elle-même le reflet 

d’une hyperactivité. Peut-on de la même façon considérer une activité en bouffées comme une 

hyperactivité ? A la lueur de nos résultats, il semble que nous puissions répondre par 

l’affirmative. En effet, nous avons pu mettre en évidence que la lésion du système 

dopaminergique entraine une modification drastique du mode de décharge des neurones du 

NST et de la SNr, sans affecter leur fréquence. En parallèle, la révélation du complexe de 

cytochrome oxydase nous a permis d’associer ce changement de mode de décharge à une 

augmentation de l’activité métabolique. Ces résultats, associés a l’étude électrochimique 

réalisée par Gonon et collaborateurs (1988), nous permettent de penser que le mode de 

décharge en bouffées, provoque une libération massive de neurotransmetteur, qui peut être à 

l’origine de l’hyperactivité métabolique que nous avons mesurée.  

L’ensemble de ces données met l’accent sur l’importance de l’implication des 

bouffées de potentiels d’action dans la manifestation des troubles moteurs, et sur la nécessité 
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d’un outil pharmacologique spécifique des récepteurs D5, qui pourrait relancer l’espoir d’une 

nouvelle approche thérapeutique pharmacologique dans la lutte contre la maladie de 

Parkinson. 

 

La deuxième partie de ce travail a permis de confirmer le rôle essentiel de la 

désorganisation de l’activité électrique des neurones du NST dans la manifestation des 

troubles moteurs de type parkinsonien (hypokinésie et catalepsie) induits par les 

antipsychotiques typiques. Une nouvelle fois, ce travail souligne le caractère fondamental du 

mode de décharge des neurones, bien plus que de leur fréquence. En effet, l’utilisation d’un 

antipsychotique typique s’accompagne cette fois d’une diminution de la fréquence de 

décharge des neurones du NST et de la SNr, associée à une désorganisation de l’activité 

électrique. Le point commun entre ce modèle expérimental de troubles moteurs, et le modèle 

animal de la maladie de Parkinson demeure l’apparition d’une activité électrique 

désorganisée, irrégulière ou en bouffées, soupçonnée comme étant à l’origine des déficits 

moteurs.  

En revanche, nos résultats montrent que le NST ne semble pas être impliqué dans 

l’émergence de dyskinésies tardives induites par les neuroleptiques. En effet, les 

modifications électrophysiologiques observées après un traitement chronique par des APD 

typiques induisant des dyskinésies tardives, ne diffèrent pas de celles observées après un 

traitement aigu entraînant uniquement des troubles moteurs sans dyskinésies tardives.  

Nous proposons que le GP pourrait participer à cette désorganisation de façon directe. 

En effet, nous avons pu mettre en évidence d’une part que les traitements par un APD typique 

entraîne une augmentation de la fréquence de décharge des neurones du GP, et d’autre part 

que sa lésion abolit les troubles moteurs, et les modifications électrophysiologiques observées 

au niveau du NST. De plus, on peut penser qu’une augmentation de la fréquence de décharge 
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des neurones du GP va conduire à une libération accrue de GABA au niveau du NST, pouvant 

ainsi engendrer une désorganisation de l’activité électrique au niveau de cette structure. 

L’ensemble de ces données suggère qu’une déplétion en dopamine au niveau du GP, 

que ce soit au cours de la maladie de Parkinson par une perte d’innervation dopaminergique 

(comme cela a été démontrée dans l’étude a laquelle j’ai participée, publiée dans le journal 

Neuroscience, Bouali-Benazzouz et al., 2009) ou au cours de traitements par des antagonistes 

dopaminergiques, pourrait contribuer à l’émergence de troubles moteurs.  

 

 

 

Si on considère l’ensemble des résultats présentés dans ce manuscrit, on pourra 

conclure que l’apparition d’un mode de décharge en bouffées au niveau du NST peut être 

considéré comme un leitmotiv dans la genèse des troubles moteurs hypokinetiques et 

cataleptiques de type parkinsonien. Nous avons pu montrer que l’activité constitutive des 

récepteurs D5, démasquée par la déplétion dopaminergique qui survient au cours de la 

maladie de Parkinson, joue un rôle clé dans la manifestation de ce mode de décharge 

pathologique. Cependant, d’autres éléments restent à prendre en considération. Notamment 

lorsqu’on envisage l’intégralité du réseau des ganglions de la base. Ainsi, la réciprocité des 

connections GP-NST pourrait également participer à la genèse de cette activité pathologique, 

au regard du rôle primordial que semble jouer le GP lors de la mise en place des troubles 

moteurs induits par les antipsychotiques typiques.  
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I. Implication des récepteurs dopaminergiques D5 dans la 
physiopathologie de la maladie de Parkinson 

 

Dans le but de compléter cette étude, il est primordial d’utiliser un outil spécifique des 

RD5. Puisque les agonistes inverses décrits ne sont pas strictement spécifiques des RD5 mais 

agissent aussi sur les RD2 (Martin et al., 2001), nous proposons une autre approche qui 

consiste en l’utilisation d’un « peptide découplant » dirigé contre la séquence d’acides aminés 

438-448 du RD5, séquence importante pour son activité constitutive (Demchyshyn et al., 

2000; Tumova et al., 2003). Ce peptide est actuellement rendu pénétrant par fusion d’une 

séquence dérivée de la protéine virale TAT du VIH, en collaboration avec M. Tiberi 

(Université de Montréal, Canada) et M. Garret (Université de Bordeaux, France). Les peptides 

de fusion contenant cette séquence passent les membranes et sont biologiquement actifs. Ils 

vont ensuite agir in situ, par compétition, ce qui empêchera la fixation des RD5 aux 

adénylates cyclases dans le but d’inhiber spécifiquement leur activité intrinsèque. L’utilisation 

de cet outil spécifique novateur devrait nous permettre de confirmer le rôle clé des RD5 dans 

la physiopathologie de la maladie de Parkinson, et en faire une cible particulière dans la 

recherche de nouvelles approches thérapeutique de cette maladie utilisant des agents 

pharmacologiques. 

De plus, il serait également intéressant de poursuivre ces travaux en étudiant les 

réponses électrophysiologiques des cibles du NST, la SNr et le GP, lorsque l’activité 

constitutive des RD5 du NST est bloquée par l’α-flupentixol ou par le peptide découplant. 

 

Enfin, dans un but thérapeutique, des tests précliniques des agents pharmacologiques 

ou des peptides découplants seront réalisés chez un modèle animal de la maladie de Parkinson 

plus proche de l’Homme, le singe MPTP, semble une étape indispensable. 



Perspectives 

 185 

II. Implication des ganglions de la base dans la manifestation des 
troubles moteurs induit par les antipsychotiques typiques 

 

Pour compléter nos études, et au vue de nouvelles données publiées récemment par 

Lacombe et collaborateur (2009), il serait intéressant d’étudier le rôle du noyau ento-

pédonculaire (EP) dans la mise en place des dyskinésies tardives induites par un traitement 

chroniques aux APD. En effet, cette équipe propose l’existence de micro-circuits au sein du 

réseau des ganglions de la base. L’un impliquant le NST et la SNr dans la genèse de l’akinésie 

parkinsonienne et l’autre implquant le noyau EP dans la manifestation des dyskinésies 

induites par la L-Dopa. Pour vérifier cette hypothèse, nous proposons de caractériser l’activité 

électrique des neurones du noyau EP chez des rats traités à l’halopéridol de façon chronique 

après développement des dyskinésies. De plus, une approche lésionnelle visant à détruire le 

noyau EP devrait permettre de valider cette hypothèse, en supprimant la capacité d’un 

traitement chronique à l’halopéridol à induire des dyskinésies tardives. 
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