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Résumé

L’'une des caractéristiques électrophysiologiquegeuna de la maladie de Parkinson
est I'émergence de bouffées de potentiels d’aciionniveau du noyau sous-thalamique
(NST). Des travaux récents menigsvitro ont soulevé I'hypothése de I'implication des
récepteurs dopaminergiques D5 (RD5) dans la gatesette activité pathologique.

Nous avons mis en évidence que les RD5, seulsteggD1-like exprimés au niveau
du NST, présentent une activité constituiiverivo, et que celle-ci est bloquée par l'injection
locale du-flupentixol. Le blocage de cette activité intrigge d’'une part, améliore le
comportement locomoteur d’animaux rendu hémipadiien, et d’autre part réduit la
tendance des neurones du NST a décharger en lmuffé@vo et in vitro, signature
physiopathologique de la maladie de Parkinson. 4éemble de ces données souligne le role
clé des RD5 dans la physiopathologie de la malddi€arkinson, ce qui ouvre la voie a de
nouvelles approches thérapeutiques...

Outre cette propriété d’agoniste inverse des RD5&flupentixol est connu pour ses
propriétés antipsychotiques en tant qu’antagonilete RD2. C’est pourquoi lorsqu’il est
injecté de facon systémique il induit des troubtesteurs et une catalepsie caractérisés de
syndrome extrapyramidaux, méme chez les animauxtr@es. Les mécanismes
électrophysiologiques qui sous-tendent cet étaalaptique n'ayant jamais été étudié
auparavant, nous avons mis en évidence que l'adtration, par voie intra-péritonéale o€’
flupentixol induit des changements drastiques detivité électrique au sein du réseau des
ganglions de la base. En effet, nous avons obssmeéaugmentation de la fréquence de
décharge des neurones du globus pallidus et unaution de celle-ci au niveau du NST et
de la substance noirpars reticulata accompagnée d'une désorganisation de l'activité
électrigue au niveau de ces deux noyaux. Cetteeétiile une vue d’ensemble sur les
mécanismes électrophysiologiques a I'origine déstekecondaires extrapyramidaux induits
par les antipsychotiques, et souligne le caracténelamental de la désorganisation de

I'activité électrique des ganglions de la base dessroubles moteurs.

Mots clé : maladie de Parkinson, noyau sous-thalamique, t@gepD5, dopamine,

antipsychotiques, syndromes extrapyramidaux.
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Abstract

Burst-firing in the subthalamic nucleus (STN) isv@lmark of Parkinson’s disease.
Previousin vitro studies have raised the hypothesis of the invoarénof dopamine D5
receptor (D5R) in the genesis of this pathologaivity.

Here we have shown that D5R exert a constitutivevigc in vivo, which can be
blocked by local application af-flupentixol. Blockade of this intrinsic activitymproved
locomotor behaviour in an animal model of Parkinsatisease and alleviate burst-firing of
STN neurons botln vitro andin vivo. Taken together, these results highlight the ladg r
play by local D5R in the pathophysiology of Parkin's disease and open the way to new
pharmacological treatment of the disease...

In addition to this property D5R inverse agonigtflupentixol is known for its
antipsychotic properties as a D2R antagonist. Taere when injected systemically, it
induced motor disturbances and catalepsy charaetkds extrapyramidal motor side-effects.
The electrophysiological mechanisms underlying taitaleptic state had never been studied
before. Here we have demonstrated that the intiéepeal administration oé-flupentixol
induced dramatic changes in the electrical actigitghe basal ganglia network. Indeed, we
observed an increase in firing rate of globus gaflineurons and a decrease in both STN and
substantia nigrpars reticulata accompanied by a disorganisation of the eledtactvity of
these two nuclei. This study provides an overvidwhe electrophysiological mechanisms
underlying extrapyramidal motor side-effects indlidey antipsychotics, and stresses the
fundamental nature of the disorganisation of thectelcal activity in the basal ganglia

network as a source of movement disorders.

Key Words: Parkinson’s disease, subthalamic nucleus, dopammeeceptor, dopamine,
antipsychotics, extrapyramidal motor side-effect.
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Préambule

La dégénérescence progressive des neurones dopgioues de lgpars compactale
la substance noire (SNc) est la caractéristiquentistie de la physiopathologie de la maladie
de Parkinson. L'apport original de Ehringer et H&rewicz en 1960 montrant la premiére
preuve directe d’'une déplétion sévére de dopamimes de striatum chez les patients
parkinsoniens, a défini la scéne des champs derewoh sur le réle de la dopamine dans la
régulation de l'activité du striatum en conditiolmsmale et pathologique, pour le demi siecle
qui suivit. Les premiéres études de Hornykiewicarl€bn et d'autres ont également fourni
une solide base pour le développement de la dapgtieédans le traitement de la maladie de
Parkinson (pour revue, Hornykiewicz, 2001, 20020&)0 Depuis, un nombre important de
travaux nous a permis une meilleure compréhensmradrégulation des fonctions des
ganglions de la base par la dopamine (Campbell.etl@35; Mintz and Herberg, 1986;

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

Les ganglions de la base représentent la cibleureapes neurones dopaminergiques
nigro-striés. Cet ensemble de structures souscetet traite les informations issues de
'ensemble du cortex cérébral et est impligué densontréle des comportements moteurs
dans les aspects cognitifs, émotionnels et motimagls du comportement (Graybiel, 2005 ;
Mink, 1996). Il comprend un ensemble de structugess-corticales dont le striatum, les
segments interne et externe du globus pallidus (GRoyau entopédonculaire chez les
rongeurs - et le GPe), la substance réticulée mipaote (SNc et SNr) et le noyau sous-
thalamique (NST). On ne peut pas se passer desmesudopaminergiques dans le contréle
des actes moteurs et des processus cognitifs retlystonctionnement est impliqué dans les
syndromes extrapyramidaux (dyskinésies iatrogengarkinsonisme) conséquents a
I'utilisation chronique de neuroleptiques, des gatastes des récepteurs dopaminergiques.

bY

Ces évidences clinigues et précliniques ont vradiablement contribué a élaborer les
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modeéles anatomo-fonctionnels des ganglions deda atour des neurones dopaminergiques
(Albin et al., 1989 ; Alexander et Crutcher, 199DeLong et al., 1990). L'une des avancées
majeures a été accomplie a la fin des années 1880 I|'atroduction de la notion de voies
"directes et indirectes" dans le modéle des gargylde la base (Albin et al., 1989) et une
répartition différentielle des récepteurs dopangitpres D1 et D2. Les D1 étant localisés sur
les neurones de projection de la voie directe €t08 sur ceux de la voie indirecte. Le
striatum représentait la seule structure d’entrég glanglions de la base transmettant les
informations en provenance du cortex vers les &tras de sortie des ganglions de la base via
ces deux voies.

De toute évidence, le modéle anatomo-fonctionnglgdaglions de la base représente
un schéma simplifié de ce réseau et cette visiductéice a été examinée et contestée suite a
de nombreux travaux réalisés au cours des annéSudMeier and Kitai, 1993; Parent and
Hazrati, 1995a, b; Levy et al., 1997; Nadjar et2006). Ce modele a été malgré tout la pierre
angulaire de la recherche actuelle sur les gamgjlilenla base et a servi d’outil essentiel pour
la relance des thérapies neurochirurgicales damsaladie de Parkinson (Bergman et al.,
1990; Benazzouz et al., 1993). Ceci a contribuffrac ane nouvelle place de choix au NST,
considéré jusqu'a lors comme un simple relais deola indirecte. En effet, depuis une
guinzaine d’années maintenant, de part sa positoirale d’'un point de vue connectivité et
fonctionnalité au niveau des ganglions de la basdST est devenu la cible chirurgicale dans
la thérapie de la maladie de Parkinson (Limousial.etl995 ; Kumar et al., 1998 ; Houeto et

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

Au sein des ganglions de la base, le striatumebid la cible majeure des neurones

dopaminergiques de lpars compactade la substance noire (SNc). Bien que complexe et

énigmatique, le réle que joue la dopamine sur ¢uledion des ganglions de la base via la
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modulation de l'activité striatale a été profond@meétudié. Au cours des dix derniéres
années, un certain nombre de travaux ont mis emtalafluence extrastriatale de la
dopamine (pour revue, Smith and Villalba, 2008)nfdes cibles de la SNc, le NST a été
montré recevoir une innervation dopaminergique mvgnance de collatérales issues des
projections nigro-striées. Les neurones du NST imgnt également des récepteurs
dopaminergiques (pour revue, Smith and Kieval, 200@ith and Villalba, 2008) et des
applications locales d’agents dopaminergiques nerdidon activité électrophysiologigire
vitro (Baufreton et al., 2003 ; 200%) vivo (Hassani anf Féger, 1999 ; Ni et al., 2001) et
altérent les comportements moteurs (Parry et 8P4l Le nombre croissant d’arguments
expérimentaux en faveur d’'un contréle dopaminermgigpérant directement sur I'activité des
neurones du NST suggére que l'altération fonctibarde I'activité électrique des neurones
du NST observée au cours de la maladie de Parkimsanrait inclure les déficits

dopaminergiques striataux et extrastriataux.

Notre équipe a montré que la déplétion dopaminaggigar injection locale de la 6-
hydroxydopamine dans le NST induit un changemena dieéquence et du mode de décharge
des neurones du NST (Ni et al., 2001). Une modriadiopaminergique directe du NST peut-
elle étre envisagée comme alternative thérapeufidue travail expérimental de cette thése
s’inscrit dans ce champ de recherche en neuropleatotae visant a une meilleure
compréhension du réle de la dopamine, striataleexdtastriatale, dans la modulation
électrophysiologique du réseau des ganglions dmd$a. Au cours de cette thése, un intérét
majeur a été donné au rdle des récepteurs dopagitjnes D5 dans la physiopathologie de la
maladie de Parkinson. Dans un second temps, noumsawvalué les réponses
électrophysiologiques au sein des noyaux des gargylde la base suite a linjection de

neuroleptiques.
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|. Maladie de Parkinson

1. Généralités

La maladie de Parkinson est une pathologie neusrdigtive décrite pour la premiere
fois en 1817 par le médecin anglais James Parkiosomme « paralysie agitante ». Au cours
de la maladie de Parkinson, toutes les voies dapagigues cérébrales sont atteintes. La plus
touchée est la voie nigro-striée, mais le défioiiaerne également les voies méso-limbique et
meéso-corticale qui peuvent jouer un rble importdans le genese des troubles cognitifs et
certains aspects de I'akinésie (Jayov-Agid et AgRBO ; Scatton et al., 1982). D’autre part,
les neurones dopaminergiques de la voie nigroestyig projettent sur les parties « motrices »
(dorso-latérales) du striatum sont davantage a$egtie ceux qui projettent sur les zones plus

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

La dégénérescence cellulaire n’est jamais totalémen dans les structures les plus
vulnérables telle que la substance noire, maisrsidge études laissent a penser que le
processus dégeénératif est continu. Dans la sulestamaire, la perte des neurones
dopaminergiques est d’environ 1% par an envirooysalque chez le sujet normal, la
dégeénérescence est deux fois moins rapide (Riedesdr, 1976 ; Scherman et al., 1989). En
outre, la perte neuronale au niveau de la substamice est moins sévere que la déplétion en

dopamine au niveau du striatum.

Les lésions de la voie dopaminergique nigro-sta@estituent I'essentiel des anomalies
observées, mais d’autres systémes neuronaux sssittauchés. On note également une perte
d’environ 70 % des voies noradrénergiques du lameruleus (Cash et al., 1987), et

d’environ 50% des voies sérotoninergiques du rgpladiday et al., 1990).
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2. Symptémes

2.1. Troubles moteurs :

Les troubles moteurs associés a la maladie de rRarkisont souvent qualifiés de
symptdmes cardinaux. lls regroupent les quatre f@stions les plus courantes et les plus

handicapantes décrites chez les patients parkieiseni

Il s’agit tout d’abord de Bkinésie ou bradykinésie, qui correspondent respectivement a
la raréfaction voir la privation du mouvement (Widils 1925) et a la lenteur de son exécution.
En d’autres termes, les mouvements volontairesasactérisent par un défaut d'initiation
avec apparition d’'un délai significatif entre ldmaté de réaliser le mouvement et I'exécution
de ce mouvement. Les activités de routines sont goandement perturbées.

La rigidité est assimilée a une hypertonie musculaire gésémliElle est continue et
homogene. La commande volontaire descendante tieuascle dans un état de préparation
anormale et nécessite la mise en route de mécamisorepensatoires pour surmonter les
contraintes physiques additionnelles. La rigidibdeerne la quasi-totalité des muscles avec
une prédominance du versant fléchisseur sur l@meextenseur (Delwaide et al., 1986).

Les tremblements de reposconstituent sans aucun doute le symptdome le plus
caractéristique de la maladie de Parkinson. Ilits'diyn tremblement qui commence
généralement de facon unilatérale, il prédominenageau des extrémités des membres
supérieurs. Les tracés accélérométriques montrepicude fréquence entre 4 et 6 Hz.

L'instabilité posturale est une manifestation tardive de la maladie, gurient apres
de nombreuses années d'évolution. Elle se manifemtedes troubles de I'équilibre qui
provoquent des chutes de plus en plus frequenteagit probablement du symptéme le plus

incommodant, puisque la mobilité est alors rédeitque la sécurité lors des déplacements est
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compromise. Si l'instabilité posturale apparais tié, il y a une forte possibilité qu'elle soit

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

2.2. Troubles non moteurs :

La majorité des symptomes décrits chez le patiarkipsonien correspond a des
symptdmes moteurs. Cependant, les complications matrices ont une place non
négligeable au sein de cette pathologie. Ces coatjuins regroupent des désordres cognitifs,
psychiatriques, ainsi que dasubles du systeme autonomeu dusommeil Il sont souvent
des effets secondaires des traitements anti-parigiss.

Parmi les troubles les plus fréquents, on peutriesslémencegrésentes chez 30% des
patients parkinsoniens. Leurs bases neurobiologigeesont pas encore connues, cependant
le dégénérescence des voies dopaminergiques dtdlinergiques semblent étre impliquées
(Hurtig et al., 2000 ; Apaydin et al., 2002). P&fdes démences peuvent étre accompagnées
de psychosesgénéralement caractérisées par des hallucinatisoslles (Goetz et Stebbins,
1995). La complication non motrice considérée contarus commune est sans nul doute la
dépression En effet, les systemes monoaminergiques (doparsé@retonine, noradrénaline)

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

3. Traitements

Les modéles animaux de la maladie de Parkinsopemiis de développer des plusieurs
stratégies thérapeutiques. Il n’existe cependamst ¢m traitement curatif agissant sur le
processus de neurodégénérescence a l'origine malkdie, mais seulement des traitements
symptomatiques soulageant essentiellement lesla®uboteurs de la maladie de Parkinson.

Il s’agit d’abord d'une approche pharmacologiquesamt a compenser la déplétion
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dopaminergique dans le systéeme nerveux central pate rétablissement des taux de
dopamine circulant (dopathérapie), ii) la stimwatidirecte des récepteurs dopaminergiques
(agonistes dopaminergiques), iii) la potentialzatie ces effets en inhibant la dégradation de
la dopamine résiduelle (inhibiteurs enzymatiquds). dopathérapie étant le traitement
pharmacologique de référence, seul ce point séadment évoqué dans la suite de I'exposé.
Il existe également une approche neurochirurgiqaleconsiste en la stimulation cérébrale a

haute fréquence du NST.

3.1. Traitement pharmacologique : la dopathérapie

Le traitement a la |évo-dopa (L-dopa), précurseerla dopamine, est le traitement
pharmacologique de référence. La L-dopa est e#iicas long terme sur la triade
symptomatique motrice « tremblement-rigidité-rakesgment ». Classiqguement, on décrit

trois étapes du traitement de la maladie de Pakins

1- la lune de miel| période variant de 3 & 6 ans, se définit par queité de vie
pratiguement normale. C’est la période de meillaffieacité du traitement a la L-
dopa, pendant laquelle la triade symptomatiquaets¢ment améliorée.

2- les périodes d#uctuations et de complications motricegjui affectent 60% des
patients aprées 6 ans de traitement. La premiéretudition motrice est la
détérioration de fin de dose (ou « wearing-off ) gorrespond a une perte
d’efficacité du traitement a la L-dopa, les sympédnmoteurs réapparaissent donc
plus rapidement. Des phénomeénes de blocage-déblof@mg «on-off ») sont
également présent durant cette période. L'effiéadit traitement varie chez un

méme patient parallelement a la disponibilité plasgue du médicament. Si le
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taux est élevé, des périodes de dyskinésies seasran évidences, et inversement,
lorsque le taux chute, des périodes d’'akinésie étrddykinésie apparaissent.
3- la troisieme période, la plus handicapante, cooedpa laperte d’efficacité

guasi-totale de la L-dopaet a I'apparition de signes non L-dopa sensibles.

3.2. Traitement chirurgical : stimulation & haute f réguence (SHF) du NST

La SHF du NST améliore I'ensemble des symptémesumstmajeurs de la maladie de
Parkinson (Benazzouz et al., 1993 ; Limousin et 2895, 1998). Cette amélioration de la
fonction motrice permet une diminution importante ld médication antiparkinsonienne (de
I'ordre de 50 a 80% de la dose journaliére) et méhez un bon nombre de patients, I'arrét
total des médicaments dopaminergiques (Vingerteteds, 2002, Moro et al., 1999). C'est a
travers cette diminution des médicaments que l@hwne stabilisation de la réponse motrice
avec une disparition progressive des dyskinésiedestdystonies «off». La SHF du NST
semble avoir un effet essentiellement indirectlesidyskinésies en relation avec l'arrét ou la
diminution de la dopathérapie (Russmann et al.,4R0Q'efficacité sur les signes
parkinsoniens est fortement corrélée a la réponkseladopa qui est ainsi un des facteurs

pronostics les plus importants de l'indication @éire par stimulation sous-thalamique.

A long terme (5 ans), les bénéfices de la SHF dui B8t préservés, particulierement en
ce qui concerne le tremblement et la rigidité (Krat al., 2003). En plus de ces effets
moteurs, le suivi régulier des patients opérésspiarulation cérébrale profonde a révélé des
modifications thymiques et comportementales nétadsiun suivi rapproché. Bien que
présentant un avantage clinique évident ayant getss interventions bilatérales et la

réduction importante des effets secondaires, lmusdition cérébrale profonde présente
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inconvénient de nécessiter I'implantation d’apgits de stimulation a demeure, amenant un
certain risque infectieux et matériel et nécespivey étre optimale, des réglages fréquents par
une équipe entrainée. Ces désavantages laissenttaldnnaturellement la porte ouverte a

d’autres abords thérapeutiques pour cette maladie.

ll. Les ganglions de la base

Les ganglions de la base (GB), appelés égalemsmurogris centraux, forment un
ensemble de structures sous-corticales qui s’'indans le systéme extrapyramidal lié a la
motricité semi-volontaire ou automatique. Leur r@Emeure longtemps mal connu. « Aussi
sombre que le fond de ma cave... » dira méme Kinhiggon en 1920 pour qualifier la
fonction des GB. Deés la fin des années 1940, Véhitdt Carpenter montreront I'implication
de la lésion du noyau sous-thalamique (NST), uranagssentiel des GB, dans la mise en
place de mouvement anormaux choréiques : les maés(Whittier 1947). Cependant, le
véritable champ d’investigations sur la physiologiela physiopathologie des GB s’ouvre
avec la découverte en 1960 de la dégéenérescencamdmrgique nigrale et
’hypodopaminergie striatale subséquente chez laemqts parkinsonien (Ehringer and
Hornykiewicz, 1960). Les GB sont désormais implgj@ans la régulation du mouvement

volontaire.

1. Organisation anatomo-fonctionnelle

La motricité volontaire est essentiellement un pimééne d’origine corticale. Elle fait
intervenir le cortex moteur primaire, l'aire prémog, I'aire motrice supplémentaire, ainsi

gue les cortex associatifs préfrontaux et parié&igure 1). L’activité de ces aires corticales

29



Introduction

est régulée par un ensemble de boucles corticeesmtiso-corticales ou interviennent les

GB.

Cortex moteur primaire — — Cortex somesthésique
Aire motrice— \ / — Lobule pariétal
supplémentaire supérieur

Cortex —.
prémoteur Fibres

corticostriées

Efférents corticaux
\4 vers le tronc et
la moelle

Globus
Globus Pallidus
Pallidus SXterne
Noyau interne
subthalamique |

Thalamus

Striatum
Substance noire —

compacta

Substance noire——
réticulata

Figure 1 : Représentation schématique de la boucle corticois®-cortico-corticale de
'information motrice, faisant intervenir les ganglions de la base.
(D’apres Graybiel et al., 1990)

D’aprés le modele anatomo-fonctionnel classiquenagimis des GB (Albin et al.
1989 ; Alexander et al. 1990), le striatum représda structure d’entrée principale de
information en provenance de plusieurs régiongicales et la substance noire réticulée
(SNr) et le globus pallidus interne (GPi, équivaleln noyau entopédonculaire chez le
rongeur) les structures de sortie, projetant ppigeiment sur les noyaux moteur du thalamus.

Les structures d'entrée et de sortie du réseau Béaes, soit par une voie directe
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monosynaptique, soit par une voie indirecte polggygue faisant relais au niveau du globus
pallidus externe (GPe, équivalent du GP chez Igaor) et du noyau sous-thalamique (NST)
(Figure 2). La voie directe a pour origine les neurones épingel taille moyenne (MSN,
medium spiny neuron) du striatum projetant surNa & le GPi et exprimant la substance P
(Bolam et Smith, 1990) alors que les MSN projetsunt le GPe expriment I'enképhaline
(Gerfen 1990). L’activation de la voie directe atoinigrale faciliterait le mouvement en
désinhibant les neurones thalamo-corticaux, aloesl@ctivation de la voie indirecte striato-
pallido-subthalamo-nigrale inhiberait le mouvementrenforcant l'inhibition de cette méme
voie (Garcia-cairasco et al., 1997). L'équilibretrences deux voies est assuré par
innervation dopaminergique striatale issue deu@stance noire compacte (SNc). Sa perte

entraine des troubles neurologiques important, cetarmaladie de Parkinson.

Cortex
Striatum
D1 2
Thalamus
GPe |
NST
SNc|SNr / GPi

Figure 2 : Représentation schématique du circuit des gangliende la base.

GPe et GPi (globus pallidus externe et internep,ITNnoyau sous-thalamique) ; SNc et SNr
(substance noire compacte et réticulée). Flechesebl: inhibitions GABAergiques ; fleches
rouges : excitations glutamatergiqus ; flechesegertprojections dopaminergiques. D1 et D2 :
récepteurs dopaminergiques D1 et D2.

D’aprés Albin et al. (1989)
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2. Le noyau sous-thalamique : plaque tournantgydeglions des la base.

2.1. Considérations anatomigues du NST

Le NST est I'un des plus petits noyaux des GB. ilidattion de techniques modernes
de tracage a permis de mettre en évidence que TeelstSbien plus qu’un simple relais de la
transmission pallidale. En effet, le NST envoieegbit des projections de la quasi-totalité des
noyaux du réseau. Ceci souligne le fait que le i€ un role crucial dans l'intégration de

I'information au sein des GB.

2.1.1. Afférences

Le NST recoit des projections massives en provanalu cortex (Kitai and Deniau,
1981; Afsharpour, 1985; Canteras et al., 1990; Begjoal., 2008) et du GPe (Carter and
Fibiger, 1978). Le complexe parafasciculaire canttdian du thalamus (CM/PF) (Gerfen et
al., 1982; Groenewegen and Berendse, 1990; Saeikait, 1992; Féger et al., 1994), l'aire
tegmentale ventrale (ATV) (Hassani et al., 19971ae8Nc (Campbell et al., 1985; Hassani et

al., 1997) projettent également sur le NST.

Projections cortico-subthalamiques :

Bien que le striatum soit communément considémange la principale structure
d’entrée de linformation corticale du circuit dganglions de la base, le NST recoit
eégalement des projections excitatrices glutamajeegi du cortex (Kitai et Deniau, 1981;
Bevan et al., 1995). Des évidences anatomiquegjuedi que les projections cortico-
subthalamique est exclusivement ipsilatéral (Afsbar, 1985; Canteras et al., 1990). Chez le
primate comme chez le rongeur, la plupart des exifggs corticale du NST proviennent du

cortex moteur primaire, de I'aire motrice supplétage (SMA), de la pre-SMA, et des partie

32



Introduction

dorsale et ventrale du cortex pré-motor (respectard PMD et PMV) (Nambu et al., 1996,
1997, 2002; Degos et al.,, 2008). D’'autres projestialu cortex cingulaire, du cortex
somatosensoriel, et du cortex insulaire ont étéitééachez les rongeurs et les primates, mais
leur rble reste encore mal connu (Kunzle, 1977818%nakow et al., 1978; Kitai et Deniau,

1981; Afsharpour, 1985b; Jurgens, 1984; Canterak,€t990; Rinvik et Ottersen, 1993).

Projections pallido-subthalamiques :

Les projections du GPe sur le NST sont l'une de pancipales afférences
GABAEérgiques (Fonnum et al., 1978; Oertel et Mughal984, Smith et al., 1987, 1990a;
Smith et Parent, 1988). Elles innervent la quatsilité du noyau (Parent et Hazrati, 1995).
Chez le primate, des neurones de projection distiont été identifiés au niveau du GPe.
13,2% des neurones envoient des projections SUsTe le GPi et la SNr, 18,4% uniquement
sur le NST et le GPi, et 52,6% uniquement sur & MEla SNr (Sato et al., 2000b). Les
fibres pallidales innervent principalement les déred proximales et les corps cellulaires des
neurones du NST, bien que les dendrites plus ds&dient également innervées (Parent et

Hazrati, 1995).

Projections thalamo-subthalamiques :

Des projections du complexe parafasciculaire cemédian du thalamus (CM / PF) ont
été mises en évidence chez le rat (Gerfen et382;1Sugimoto et Hattori, 1983; Sugimoto et
al., 1983; Berendse et Groenewegen, 1990; Fegar, €1994) et le singe (Saper et Loewy,
1982; Sadikot et al., 1992). Par rapport aux ptages du GPe et du cortex, les projections du
CM/PF sont relativement peu importantes (Parertagtrati, 1995b). Elles découlent d'un
nombre restreint de neurones du CM/PF qui inneruast partie discréte du NST (Parent et

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

(Mouroux et Feger, 1995; Scatton et Lehmann, 1882ullon et al., 1985).

Projections nigro-subthalamiques :

Comme nous l'avons mentionné ci-dessus, le NSli également un lien réciproque
avec la SNc (Mintz et al., 1986b; Kita et Kitai, 8@ Berendse et Groenewegen, 1990;
Hassani et al., 1997). La notion de projectional&Nc vers le NST est soulevée puisque la
présence de vésicules axonales dopaminergiques mig¢ en évidence au niveau du NST
(Brown et al., 1979). Il n'existe pas de claireamrigation topographique de cette projection
(Hassani et al.,, 1997). De plus, le NST exprime désepteurs dopaminergiques
postsynaptiques (voir partie 111.1.4), et des étudéectrophysiologiques ont montré qu'il

existe une modulation dopaminergique de 'actidiégé neurones du NST (voir partie IV.1.).

En plus des projections mentionnées précédemmeatitres régions innervent
minoritairement le NST chez le rongeur, comme lganiopédonculopontin, le noyau réticulé
du thalamus, la zona incerta, le locus coeruléngpdthalamus, 'amygdale, le noyau du lit
de la strie terminale, le complexe nucléaire paeal, le noyau tegmental dorsolatéral
(Canteras et al., 1990 ; Parent and Cicchetti, 1998u de données sont disponibles quant a

leur impact sur I'activité du NST.
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2.1.2. Efférences

Le NST projette majoritairement sur les structudessortie des GB, la SNr et le GPi,
mais il projette également sur le GPe (Smith etl8198a). Chez le rat, les neurones du NST
présentent un grand nombre de collatérales (Varkibey and Hattori, 1980; Hammond and
Yelnik, 1983; Kita et al., 1983). Des marquagesacellulaires (Hammond and Yelnik, 1983;
Kita et al., 1983), des données électrophysiolaggqiHammond et al., 1983), et des
marquages utilisant des transporteurs multimod&otam and Smith, 1992; Bevan et al.,
1994a; Bevan et al., 1994b) indiquent qu’'un seuhéme neurone du NST, projette a la fois
sur le GPe, le GPi et la SNr. D’'autres projectivess le striatum (Beckstead, 1983; Kita and
Kitai, 1987), la SNc (Mintz et al., 1986; Kita ahkgtai, 1987; Groenewegen and Berendse,
1990), le noyau pédonculopontin (Hammond et al831¥ita and Kitai, 1987; Parent and
Smith, 1987) et méme la moelle épiniere ont été&iddc Plus récemment, des données
anatomiques et électrophysiologiques ont mis edeénie I'existence d’'une boucle cortico-
subthalamo-corticale mettant en jeu les cortex @énsoteur et préfrontal (Degos et al.,

2008).

L’ensemble de ces données nous emmene a conclule mosition centrale que tient

le NST au sein du réseau des ganglions de agparé 3)
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Figure 2 : Représentation schématique du circuit des gangliende la base.
GPe et GPi (globus pallidus externe et internepTNnoyau sous-thalamique) ; SNc et SNr
(substance noire compacte et réticulée). Flechmsebl: inhibitions GABAeérgiques ; fleches

rouges : excitations glutamatergiqus ; flechesegerprojections dopaminergiques. D1 et D2 :
récepteurs dopaminergiques D1 et D2.
D’aprés Albin et al. (1989)

2.2. Considérations fonctionnelles du NST

Le role du NST comme acteur majeur du contrbleemmoest aujourd’hui indéniable.
Son nom a longtemps été associé aux ballismesquriides accidents vasculaires cérébraux
dans la région du NST entrainent l'apparition deuwemnents anormaux involontaires
(Whittier 1947). Ces mouvements anormaux involoagiont pu étre reproduits chez le
primate non-humain en inactivant le NST par degcinpns localisées d’agonistes des

recepteurs GABA ou apres lésion du noyau (Whitlied7 ; Whittier and Mettler 1949 ;

Hammond 1979 ; Crossman 1984).
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Plus récemment, de nombreuses études ont misiéenée son implication dans la
physiopathologie de la maladie de Parkinson. Ltexise de modeles animaux de la maladie
a permis une extension considérable des invesiitmticonsacrées aux conséquences
fonctionnelles de la dégénérescence dopaminergigua voie nigro-striée. L’'administration
intra-cérébrale de 6-hydroxydopamine (6-OHDA) cHezrongeur, ou I'administration
systémique de 1-Methyl-4-Phenyl-1,2,3,6-Tetrahygrimiine (MPTP) chez le primate non-
humain est a l'origine d’'un grand nombre de pesdtidns fonctionnelles du réseau des GB.
Les altérations les plus marquantes sont sans dbyteeractivité du NST et de ses cibles,
tant au niveau électrophysiologique (Bergman et1894 ; Kreiss et al., 1997 ; Ni et al.,
2001) que métabolique (Vila et al., 1996 et 1983andini et al., 1997 ; Benazzouz et al.,
2004). D’apres ces données, l'inhibition du NSTrdéwaméliorer les symptémes cliniques de

la maladie de Parkinson.

Dans le but de tester cette hypotheése, Bergmah €1990) et Aziz et al. (1991) ont
évalué les effets d'une lésion du NST, soit parntoeoagulation soit a I'acide iboténique,
chez le singe traité au MPTP. Tous les principaoxiies moteurs observés chez le singe
MPTP, incluant akinésie, rigidité des membres enblements de repos, sont atténués par la
lésion du NST. Cependant, cette Iésion est ass@cides états transitoires ou permanents
d’hémiballisme. Le rétablissement de ce « parkirsna expérimental » corrobore donc
'hypothése selon laquelle l'activité excessive d&ST joue un rble clé dans la
physiopathologie de la maladie de Parkinson, efirtoa I'intérét de ce noyau comme cible

chirurgicale thérapeutique.

Afin d’éviter l'apparition d'effets non désirablest irréversibles, comme les
mouvements anormaux involontaires décrit lors dédeon du NST, Benazzouz et al. (1993)
ont remplacé la Iésion du NST par sa stimulatidraate fréquence (SHF). Cette technique

était déja connue pour induire des effets réveesjlgraduels et contrdlables sur les troubles
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fonctionnels, en particulier pour le traitement ttesnblements (Benabid et al., 1987 et 1991).
L’akinésie et la rigidité sont abolies par la SHE'Nchez le singe rendu hémiparkinsonien
par I'injection intra-carotidienne unilatérale dePVIP (Benazzouz et al., 1993 et 1996). Ces
effets bénéfiqgues obtenus chez le modéle animah dealadie de Parkinson ont conduit a
proposer la SHF-NST comme traitement thérapeuticuez des patients parkinsoniens
humains (Pollak et al., 1993 ; Benabid et al.,, 1994 SHF-NST unilatérale et bilatérale

améliore de facon spectaculaires les principawbles moteurs de le maladie de Parkinson :
akinésie, rigidité, troubles de la posture, dysienien période « off » et méme les
tremblements de repos (Limousin et al., 1995a ePbllak et al., 1996 ; Limousin et al.,

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

D’un point de vue métabolique, plusieurs étuddsant des techniques de marquages
au 2-désoxyglucose (Schwartman et al., 1988 ; Mitah al., 1989 ; Palombo et al., 1990) ou
encore des techniques de révélation du complexdella chaine respiratoire mitochondriale
(complexe cytochrome oxidase) (Blandini et al., 89¥ila et al., 2000 ; Benazzouz et al.,
2004) ont confirmé que I'hyperactivité du NST esecaractéristique majeure de la maladie

de Parkinson.

D’un point de vue électrophysiologique, une légaeags significative augmentation de
la fréquence de décharge spontanée des neuromM¢STda été rapportée chez le rat 6-OHDA
et le singe MPTP (Bergman et al.,, 1994). De pless chodifications dans le mode de
décharge ont été constatées (Hassani et al., 196 et al., 2000 ; Bergman et al., 1994 ; Ni
et al., 2001), et comme précédemment suggéré grahéron (1993) et Marsden and Obesso
(1994), cette désorganisation de [I'activité élgetei pourrait étre une conséquence
fonctionnelle crucial de la dégénérescence neuveati@baminergique observée au cours de la
maladie de Parkinson. En effet, les enregistremeffiéstués chez les modeéles animaux rats

6-OHDA et singes MPTP ne sont pas tous en accoollgftthan and Grace 1992 ; Bergman

38



Introduction

et al., 1994 ; Hassani et al., 1996 ; Kreiss et1#97 ; Ni et al., 2001). La variable la plus
couramment rapportée aprés déplétion du systemandoprgique, est le changement de
mode de décharge des neurones du NST, et pantamkdt 'augmentation de la proportion
des neurones capables de décharger en boufféestaletigls d’actions, également appelé
« bursts ». La signification physiopathologique ldemodification du caractére régulier du
mode de décharge des neurones, et en particidimeigence de bouffées, est supportée par
des données montrant une forte augmentation dibdeation de neurotransmetteurs apres
stimulation par des bouffées, en comparaison awec stimulation réguliere (Dutton and
Dyball 1979 ; Lundberg et al., 1986 ; Gonon et B988 ; pour revue Lisman, 1997). D’'un
point de vue fonctionnel, le mode de décharge arffé® est plus « efficace » que le mode
régulier a la méme fréquence de décharge (Berginah, 4994). Grace a I'ensemble de ces
données, nous pouvons considérer qu’aprés unetid@popaminergique, la décharge en
bouffées correspond a une hyperactivité fonctidenghthologique, en comparaison avec le
mode de décharge régulier et continu qui caraetdtitdat normal. Pour exemple, il a été
montré chez le rat 6-OHDA que la proportion de naas dopaminergiques de la SNc
subsistant a la lésion, tend a maintenir les niseaxtracellulaires de dopamine striatale
(Zigmond et al., 1990). Le fait que les neuronetadeNc augmentent également leur activité
en bouffées, constituerait un mécanisme compemsatdin de maintenir 'lhoméostasie

dopaminergique (Bezard and Gross 1998).

L’hyperactivité des neurones du NST décrite par le modele 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 a I'origine de cette hyperactivité sont mal connus. Des études

électrophysiologiques in vitro sur tranches de cerveau de rat, couplées a 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.

lll. Le systéme dopaminergique

La dopamine participe a un grand nombre de fonstatinsysteme nerveux comme la
perception sensorielle (rétine et bulbe olfactl§, régulation de certaines hormones de
I’hypophyse, la thermorégulation, la mémoire, laigt, la récompense (Schultz et al., 1997),
la motricité. Cette catécholamine est largemeritidigge dans le systéme nerveux central des
vertébrés, bien que les neurones capables de daipgane représentent pas plus de 0,3% des
cellules cérébrales. Les techniques permettantufifier les circuits utilisant la dopamine
ont permis de distinguer 8 voies dopaminergiqugeunas dans le cerveau. Quatre de celles-
la prennent naissance dans le mésencépfratpire 4). Il s'agit d’abord du faisceau
dopaminergique associé au circuit de la récompelhsest constitué par laoie méso-
limbique qui part des neurones de l'aire tegmentale vengtinnervent plusieurs structures

du systéme limbiguelont le noyau accumbens. Cette voie est imporiaote la mémoire et

la motivation de nos comportements. En bloquarfaisgeau, les antipsychotiques réduisent
les émotions intenses associées a la schizophpariexempleLa voie méso-corticalepart
aussi de l'aire tegmentale ventrale mais innenedltex frontal et les structures avoisinantes.
Certaines évidences montrent qu’un dysfonctionnérdercette voie pourrait étre a I'origine
des symptbmes de la schizophrénie (hallucinatidésordre de la pensée...). Le blocage de
ce faisceau avec des médicaments réduit les délmmghotiques, mais aussi le
fonctionnement global des lobes frontala. voie nigro-striée qui projette des axones de la

substance noire au striatum (noyau caudé et pudamette région impliquée dans le controle
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moteur. La dégénérescence de ces neurones edeut@ilassociée aux symptdmes de
tremblement et de rigidité musculaire associésradidie de Parkinson. Enfin, mentionnons
une quatrieme voie dopaminergique, V@ie tubéro-infundibulaire, qui projette de

'hypothalamus & I'hypophyse et influence la séorétde certaines hormones comme la

prolactine.

Figure _4: Représentation
schématique des quatre voies
dopaminergiques centrales.

voie,meéso-limbigue : ' Les voies méso-corticale et
méso-limbique proviennent de
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

I'hypothalamus & I'éminence
médiale.

voie méso-corticale

voiz tubéro-infundibulaire

Son action sur des récepteurs spécifiques permetmdduler entre autre le
métabolisme, la mobilité, la différenciation etxiitabilité cellulaire. Elle est également
impliquée dans un certain nombre de pathologiesm®ria schizophrénie, I'addiction aux

drogues et la maladie de Parkinson.

A T'échelle cellulaire, I'action d’'un neuromédiatedépend de sa fixation sur des

récepteurs membranaires spécifiqgues, et de lantias®n de ce signal a des voies de

signalisation intracellulaire. Dans le cas de |painine, ces récepteurs appartiennent a la
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superfamille des récepteurs couplés aux protéineRRGPG) et se répartissent en deux

classes, nommées D1-like et D2-like.

1. Les récepteurs dopaminergiques

Les premiers travaux entrepris sur les réceptenpsminergiques (RD) portaient sur
leurs propriétés pharmacologiques. Sur la baseadmison d’agonistes et d’antagonistes,
deux classes de récepteurs D1 et D2 ont été icamdif(Kebabian et Calne, 1979).
Parallelement a [l'utilisation de composés discremis chacune des deux classes de
récepteurs, la modulation des voies de transdwtitracellulaires a également été un critere
de différenciation. En effet, la classe D1 estrdéfcomme étant capable d’activer I'adénylate
cyclase et de permettre I'accumulation d’AMPc, slgue la classe D2 au contraire inhibe son
activité. Si cette différence fonctionnelle majearkavantage d’étre clairement identifiable et
guantifiable dans la cellule, seule la détermimatie profils pharmacologiques permet de
différencier les récepteurs appartenant a chaceneed classes (pour revue, Andersen et al
1990). A l'heure actuelle la famille des réceptearsa dopamine est composée de sept
récepteurs chez les vertébrés, quatre pour laec@sgD1a, D1b, D1c et D1d) et trois pour la

classe D2 (D2, D3 et D4). Seulement 5 sont retrewlez les mammiféres et sont répartis

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

1.1. Structure

La plupart de nos connaissances de la nature nilalee des récepteurs de la
dopamine provient de leur isolement a partir deghas d’ADN complémentaires (ADNCc) ou
génomiques. L’analyse de leur séquence les clamse ldur grande famille des RCPG. Les

membres de cette famille sont caractérisés parrdaepce de sept hélices hydrophobes
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traversant la membrane plasmique. Elle compte uliemde membres (1% du génome
humain) et on estime a I'heure actuelle qu’ils dartible de 60% des médicaments (Bockaert
et Pin, 1999). La conservation importante des s@mpsede ces récepteurs, particulierement
au niveau des régions transmembranaires, estigifierdes stratégies de clonage choisies
pour les isoler (pour revue, Gingrish et Caron,39% utilisation de PCR avec amorces
dégénérées ou le criblage de banque d’ADNc en tiondipermissives ont permis d’isoler
chez un grand nombre d’espéces les récepteurdaptamine. Ces méthodes ont aussi révélé
des différences d’organisation génique puisquessiécepteurs de la classe D1-like n'ont pas

d’introns, les récepteurs de la classe D2-like @sspdent.

Grace aux séquences, on peut modéliser la steudirces récepteurs (pour revue,
Civelli et al 1993 ; O'Dowd 1993). Si les segmemtansmembranaires (TM) sont bien
conservés, les régions intra et extracellulairest $eaucoup plus variables. Des résidus

hautement conservés au niveau des TM 2, 3, 5 attigipent a la liaison de la dopamine.

Les récepteurs D1-like possédent une longue exté@iterminale cytoplasmique et
une troisieme boucle intra-cytoplasmique courtd.ofsposé les récepteurs D2-like ont une
extrémité C-terminale trés courte et une troisidmecle intra-cytoplasmique beaucoup plus
longue(figure 4). Ces deux régions interviennent dans un certainbnerde régulations de
I'activité du récepteur, la plus importante étamtcbuplage aux protéines G : les récepteurs
D1-like sont associés préférentiellement a la ami® Gus des protéines G, alors que les

récepteurs D2-like sont principalement associégpantéines Gi/Gap (Figure 5).
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Figure 5: Représentation schématique de la structure des rgueurs D1-like (A) et Dz-
like (B), ainsi que de leur couplage respectif aux protéiseG.

1.2. Voies de Signalisation

Les protéines Greprésentent les principaux effecteurs des RCP@peindent toutes
au méme mécanisme d’activatifffigure 6). A I'état inactif, la protéine G comprend les #oi
sous-unités @& Gp et Gy. La sous-unité @ lie une molécule de GDPgyanosine
diphosphateau niveau de son domaine GTPase. Selon le matidsique, I'activation du
récepteur par son agoniste, se traduit par desficettéhns structurales qui favorisent le
couplage du récepteur a la protéine G. Il en résutie diminution de l'affinité de la sous-
unité Gu pour le GDP, qu’elle expulse (Gilman 1987). L'étl transition qui suit, bien
gu’instable, n’en reste pas moins un état de hafiteité pour le récepteur. La fixation du
GTP (présent & de hautes concentrations) au nideala sous-unité & « vide » cléture
finalement cette premiére phase d'activation. Lanséguence majeure de I'échange
GDP/GTP semble étre une dissociation du complexérdtémérique : G-GTP et le
complexe @y (Neer 1995). Les sous-unités dissociées activiems aifférents effecteurs

spécifiques tels quadénylate cyclasfAC), phospholipase QPLC). Pour terminer le cycle,
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la déphosphorylation du GTP en GDP par l'actiomal'lRGS (Regulator of G-protein
signaling) met fin au signal d’activation. Le comyp¢ Gy se recompose, stabilisant la

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

g
; <
(%) »
1‘ .‘o
1=
Récepteur

(état 1)

@ Ol | (état3) &

Y

Figure 6: Cycle d’activation des protéines G hétérotrimériqus. Dans son état actif, un
RCPG peut activer une protéine G en la faisantgpaban état trimérique lié au GDP (état 1) a
un état vide de nucléotide de haute affinité peurdcepteur. Selon le modéle classique, la
liaison du GTP présent & haute concentration dagsllule, entraine d'une part la dissociation
du complexe récepteur - protéine G (état 2) etiidquart la dissociation de la protéine G en ses
deux sous-unités dset G3y (état 3).
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La liaison d’'un ligand sur son récepteur et I'aation successive de la protéine G,
représentent les deux premiéres étapes indispessablla transmission d'un signal a
l'intérieur de la cellule. La protéine oGactivée peut interagir avec différentes classes
d’effecteurs dont I'adénylate cyclase. Selon leetyge protéine G associé au récepteur,
l'activité de I'adénylate cyclase sera activéengGpour les récepteurs D1-like) ou inhibée

(Gai, pour les récepteurs D2-lik@yigure 7).

RD1-like RD2-like
1 RCPG
O\ ( ) Effecteur O\
EXTRACELLULAIRE d ’ .
b31333133333331 IS SETSTEeES
SiikdiELAiELLE sikitiiiil

INTRACELLULAIRE

(2)

protéine G
hétérotrimérique

phosphorylation @ ﬁ) 4)
de canaux,
facteurs de

transcriptions... ~ @ E)

. AMP, + PPi

y Yh osphodiestérase
AMP

PKA

Figure 7 : RCPG etvoie de signalisation AMPc dépendant (1) activation du récepteur par
un signal externe. (2) activation des protéines Gu Gui. (3) activation via @Gs ou inhibition
via Goi de la production d’AMPc par I'adénylate cyclage(). (4) activation de la protéine
kinase A (PKA) par I'adénosine monophosphate cyeiAMPc) suite a la dissociation de ses
sous-unités régulatrices (R) et catalytiques (C).

L’'une des conséquences principales de I'accumulaititracellulaire d’AMPc est
'activation de la protéine kinase AMPc dépenda@®KA), qui pourra, entre autre,

phosphoryler des canaux potassique et moduleriitictélectrique des neurones. Ainsi,
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l'activation de la PKA par la signalisation D1-liklependante va diminuer la conductance
potassique et entrainer ainsi une dépolarisationeduwione. A l'inverse, l'inactivation de la

PKA par la signalisation D2-like dépendante va aeigier la conductance potassique et
entrainer ainsi une hyperpolarisation du neuronauties types de canaux ioniques dont les
canaux calciques de type lent (L-types channely@auétre activés par la PKA, et concourir

a la modulation de I'activité électrique des ne@(Baufreton 2003).

Le complexe @y peut quant a lui moduler l'activité d'effecteurs moins aussi
nombreux que ceux contrblés par les. @n retrouve des enzymes (phospholipases A2 et
C...) (Katz 1992), I'adénylate cyclase (Federman )9ifsi qu'un nombre important de
kinases (MAP kinases, tyrosines kinases...), et draux potassiques a rectification entrante

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

1.3. Pharmacologie

Le critere majeur de classification des réceptauésé la pharmacologie (pour revue
voir Andersen et al., 1990; Kebabian et Calne, 19T7®uver des molécules qui distinguent
entre elles les deux grandes familles D1 et DXiesple. La dopamine possede une affinité
micromolaire pour les récepteurs D1 et nanomoladingr les D2. D'autre part, le SCH-23390
(7-chloro-2,3,4,5-tetrahydro-3-methyl-5-pheny-B-benzazepine-7-ol) est le prototype de
I'antagoniste spécifique des récepteurs D1 et IE-$8393 (2,3,4,5-tetrahydro-7,8-dihydroxy-
1-phenyl-H-3-benzazepine) celui des agonistes D1. Pour lssel®2, le quinpirole et la
bromocriptine représentent des agonistes classigloes que le raclopride et le spipérone
sont des antagonistes spécifiques. Beaucoup d@mtigs dopaminergiques sont utilisés en

clinique pour leur propriété antipsychotique (h&agol ou chloropromazine) (voir partie
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IV.2.). Par contre, sans vouloir passer en revudagen exhaustive toutes les molécules
capables de moduler l'activité des récepteursester difficile de trouver des composés

discriminant les différents récepteurs a l'intériee chaque clasg¢&able 1).

D1-like D2-like

D1 D5 D2 D3 D4
Agonistes
Dopamine 0,9 - 2340 <0,9 - 261 2,8-474 51-24 30 - 46
Apomorphine 0,7 - 680 122 - 166 0,7-24 20 - 32 4
Bromocriptine 440 - 672 450 53-126 5-74 290 - 340
Quinpirole 1900 n.d. 4,8 -576 51-24 30 - 46
SKF-38393 1-150 0,5- 100 150 - 9560 5000 1000 - 1800
Antagonistes
Butaclamol 09-3 5-27 0,7-0,8 41-112 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 06-1,2 2,7-7,8 23-51
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 20400 -45000 11000- 77270 25-71 8- 206 21-1000
a-flupentixol 36,1-200 n.d. 3,8 60 n.d.

Table 1 : Pharmacologie usuelle dopaminergique.

Ce tableau exprime l'affinitéKf en mmol) de plusieurs agents dopaminergiques fesur
différents sous types de récepteurs dopaminergigDaspeut noter qu’il est extrémement
difficile d’obtenir un agent pharmacologique spigie d’'un sous-type donné.

D’autres moyens moins directs peuvent eégalemenmugtr le systeme
dopaminergique. Il s’agit de substances pharmaapleg qui ont un effet sur la biosynthése,
la dégradation ou la biodisponibilité de la dopaafifigure 8). Elles sont largement utilisées
dans le traitement de maladies comme la maladiRadenson (stimulation de la synthese de
dopamine par la Lévodopa et diminution de la déafiad par des inhibiteurs de la MAO-B et

la COMT), le traitement des psychoses, des troulléfcitaires de I'attention avec
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hyperactivité -TDAH- , ou des dépressions (invamsiu blocage du systeme de recapture des

monoamines par les amphétamines, le méthylphényalaie bupropion et la cocaine).

cocaine
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Figure 8 : Stratégies pharmacologiques activatrices du syst@ndopaminergique.

Principales substances pharmacologiques qui oefffehsur la biosynthése, la dégradation ou
la biodisponibilité de la dopamine

D’aprés Moussa B. H. Youdim, Dale Edmondson & Keith F.arip2006.

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

L’expression des cing types de récepteurs dopagimner au sein des différentes
structures du réseau des GB n’est pas clairemabtieét Bien que des études de binding
autoradiographique aient été réalisées trés té,fdllu attendre le développement d’outils
cellulaires et moléculaires plus spécifigues (hddtion in situ, RT-PCR, production
d’anticorps spécifiques pour I'immunolocalisation.ppur obtenir une cartographie de la

distribution des récepteurs dopaminergiques au deiméseau. Il n’existe cependant pas,
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encore a I'heure actuelle, de représentation sérd’ekpression des récepteurs puisque
beaucoup d’études reste encore controverséeslutniare des connaissances actuelles, nous
allons donc essayer d’établir cette cartographgeRI2 au sein des Gfigure 9), qui semble
essentielle a la compréhension des mécanismesoplgisologique de la régulation de l'acte

moteur.

Au niveau du striatum, il est couramment admis seMSN expriment de fagon
différentielle les RD1 et les RD2 selon gu’ils mibgnt sur la SNr et le GPi (voie directe) ou
le GPe (voie indirecte) (DeLong 1990 ; Gerfen 19@8pendant, la ségrégation totale de ces
différentes voies reste controversée puisque dedegtde RT-PCR ont montré une plus
grande coexpression des RD1 et RD2 au niveau ddd §lfe celle prédite par les études
d’hybridation in situ (Nicola et al., 2000; Surmeier et al., 1993). Détudes
d'immunohistochimie n'ont pas permis de trancharlaugquestion puisque certains révelent
une forte ségrégation de I'expression des RD1 &Ri#2 (Hersch and Ciliax 1995 ; Lei and
Jiao 2004) alors que d’autres démontrent une cessn certaine au niveau des mémes
MSN (Nadjar et al., 2006 ; Aizman O 2000). L’hypése de la ségrégation des RD1 et RD2
au niveau du striatum a été tres utile dans la céhgmsion du fonctionnement de la
circuiterie des ganglions de la base. Mais il ng faas oublier que d’autres sous-types de
récepteurs dopaminergiques (D3 et D4) sont égalermeprimés au niveau du striatum
(Smith and Villalba 2008 ; Nicola et al., 2000). talocalisation de ces différents sous-types
et les RD1 et RD2 eux-mémes, souléeve I'hypothesaalinteraction fonctionnelle entre les
différents sous-types de récepteurs dopaminergiguaveau d’'un méme neurone au sein des
GB (Smith and Villalba, 2008). Par exemple, unerattion RD1-RD3 est proposée dans la
physiopathologie des dyskinésies induite par lgeireent L-DOPA (Le Moine et al., 1996 ;

Bezard et al., 2003 ; Guigoni et al., 2005 ; Auleerl., 2005 ; Berthet et al., 2009).
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Bien que le striatum soit de loin la principaleleibes neurones dopaminergiques, le
GP et le NST recoivent aussi des afférences domagiques en provenance de la SNc. La
modulation dopaminergique extrastriatale est mamsnue, mais n’en reste pas moins un
élément capital a la compréhension du circuit mofpaur revue Smith 2000 et 2008). Elle
pourrait méme expliguer des observations paradsxpleont été faites, en comparaison avec

le modéle classique des ganglions de la base.

Au niveau du pallidum, on connait deux populatiorsuronales distinctes, les
neurones de projection pallidostriataux et les oees pallidosubthalamiques expriment la
parvalbumine et sont au nombre de 60%. Des exm&sed’hybridationn situ (Smith and
Kieval 2000) ont permis de mettre en évidence @sedeux populations expriment des
récepteurs D2. Les ARNm des RD3 et RD4 ont égalerdgn détectés, mais bien que
guelques neurones les coexpriment avec les RDAajarité des neurones expriment un seul

type de récepteur dopaminergique (Gurevich ande]d&&99).

Au niveau du NST, les deux familles de réceptemgachinergiques ont pu étre mis
en évidence par des expériences de binding autoragihiques (Boyson et al., 1986 ;
Savasta et al., 1986 ; Bouthenet et al., 1987 nslmh et al., 1994 ; Flores et al., 1999) ou
d’hybridationin situ (Svenningson and Le Moine, 2002 ; Flores et &99). Cependant, les
controverses ne cessent de grandir quant a laidatiah pré et/ou post synaptique de ces
récepteurs. En ce qui concerne les RD2-like, ledldRles RD2 et des RD3 ont été réevélés
au niveau des corps cellulaires des neurones du, N&Is pas ceux des RD4, ce qui
suggeérerait que les RD4 sont présents exclusivesueres afférences du NST (Flores et al.,

1999). Les ARNN codant pour les RD5 ont été révdis une seule étude d’hybridatian
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situ (Svenningson et Le Moine 2002). Elle démontre ndpat une forte expression des RD5,
alors que celle des RD1 est indétectable. En aceed cette étude, d’autres équipes ont pu
mettre en évidence I'absence d’expression des ARbBIlaNt pour les RD1 au niveau du NST
chez le rats ou 'Homme (Boyson et al., 1986 ; Feamet al., 1991 ; Augood et al., 2000).
En combinant les expériences d’hybridation et dimdiographie, les résultats tendent a
prouver que les RD1 se situent exclusivement suatiérences du NST alors que les RD5
sont présent sur les corps cellulaires. L'étude l'depression des RD5 est réapparue
récemment suite a la production d’'un anticorps iipée de ce sous-type (Ciliax et al., 2000

; Khan et al., 2000). De nombreux corps cellulamespu étre marqués au niveau du NST.

Striatum
7 D3/D4, D1
D2
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S D2
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NST s \D2/D4
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Figure 9 : Localisation anatomique des récepteurs DA au seides ganglions de la
base.Les fibres GABA sont en bleu; les fibres DA en wetries fibres glutamatergiques
en rouge. SNc: substance nopars compacteaet pars reticulata ;GPe et GPi: globus
pallidus externe et interne ; NST: noyau sous-thaae. PV : parvalbumine ; Enk:
enképhaline.
(D’aprés Smith, 2000 et 2008, Bevan et al. 2006.)
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2. Le cas du récepteur D5 : un récepteur constennent actif

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

Les modéles classiques décrivant I'activation d€#&s proposent I'existence d’un

equilibre entre deux états fonctionnels distinaig@&cepteur: un état inactif R et un état actif

R* (Figure 10).

Agoniste inverse Agoniste

Antagoniste

R —/ — R*

Figure 10 : Influence des ligands sur I'équilibre entre les dex états d’un récepteur.

Les récepteurs existent soit sous la forme inad®yveoit sous la forme active R*. La position
de I'équilibre entre ces formes varie en fonctian chaque récepteur et est altérée par la
présence de ligands de ces récepteurs. Les agomsisteilisent la forme R* alors que les
agonistes inverses stabilisent la forme R et lésgamistes définissant le point d’équilibre.

Dans ce modele initialement introduit par Monod985), le récepteur non lié & un
ligand est considéré comme quiescent et le changeteeconformation du récepteur suite a
la liaison d’un ligand définit son efficacité (Ckar and Bond, 1998)Figure 11). Ainsi, la

fixation d’'un agoniste sur son récepteur entraineetfet dose dépendant (par exemple
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augmentation de la concentration d’AMPc pour leslRiRe) qui nous permet d’évaluer son
efficacité comprise entre 0 et 1, alors que I'effité d’'un antagoniste est nulle. Les agonistes
modifient I'équilibre entre R et R* de par leur plforte affinité pour R* et favorisent donc la
stabilisation de cette forme. Par contre, les amtages ont une affinité identique pour les
deux formes. Ainsi, en absence d’agoniste (ou ésgurce d’antagoniste), I'équilibre entre R
et R* détermine le niveau acttivité basaledu récepteur. Ce modéle théorique a été adapté

aux RCPGs (Bond et al., 1995; Costa and Herz, 198@gt al., 1997; Samama et al., 1993).

[efficacité]
Agoniste
1 -
Antagoniste
0 » log [ligand]
4 Agoniste inverse

Figure 11 : Efficacité des différents ligands en fonction deeur concentration.

L’efficacité des ligands d’'un récepteur est défiper leur capacité a produire une réponse.
L’efficacité d’'un agoniste est comprise entre Oletlors que celle d’'un agoniste inverse est
comprise entre -1 et 0. Celle d’'un antagonisteeke.

PlusieursttudegDe Lean et coll., 1980; Kenakin, 2004; Samamaobt, 4993) ont mis
en évidence la capacité de certains ligands desGR& Pmiter I'activation des protéines G
et/ou a diminuer le taux de formation basale dersg@enessager en absence d’agoniste, c’est-

a-dire a réduire #ctivité constitutive du récepteur (ou activité spontanée du récepteur en

absence de I'agoniste). Cette activité constitugse due a une isomérisation spontanée du

54



Introduction

récepteur de la forme R a R*, la forme R* interagig efficacement avec la protéine G pour
initier la régulation des effecteurs. La majorigsdigands ayant permis la mise en évidence
de ce phénomene étaient initialement caractérizdsne des antagonistes. Or, la diminution
de l'activité constitutive d’'un récepteur étant phénomeéne actif, il a été défini comme
agonismele fait que la réponse observée soit opposédi@dian agoniste normal a permis
de qualifier ces ligands ajonistes inverses (Figure 11)Dans le modeéle classique
d’activation du récepteur a deux états, les agemistverses possedent une plus forte affinité
pour les récepteurs sous la forme R, ce qui dimiaymoportion de récepteurs R* et réduit
donc l'activité basale du systéme de transductiditligan et coll., 1995)(Figure 10).De
méme que l'agonisme est associé a une efficacatépropriété moléculaire associée a
I'agonisme inverse possede une efficacité négatvaprise entre 0 et {Figure 11). Il est
intéressant de noter que la mise en évidence distgsrinverses remet en question la notion
d'antagoniste. En effet, I'absence d’effet en ctindi basale doit étre évaluée sur ces
systemes constitutivement actifs avant de pouvtibaer le terme «vrai antagoniste neutre»
a un ligand (Kenakin, 2004). Ces systemes perntadtarc de distinguer un antagoniste d’'un
agoniste inverse, lequel se comporte exactemeniteomm antagoniste compétitif sur un
récepteur ne possédant pas d’activité constitemakin, 2001). Pour cela, I'identification
d'un agoniste, d’'un antagoniste et d’'un agonisteise dépend de I'état d’activité basale

dans lequel se trouve le RCPG (Milligan et Bond@7)9
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2.2.2. Expression de l'activité constitutive inmit

Les caractéristigues des agonistes inverses peétrenobservées dans des systéemes
exprimant des taux élevés d'un récepteur possadanforte activité effectrice basale. Pour
cela, la majorité des études disponibles sonts&adi sur des lignées cellulaires transfectées

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

Les techniques de biologie moléculaire ont permdés générer des mutations
spécifiqgues au niveau des régions impliquées dansuplage des récepteurs aux protéines G
et modifier ainsi I'activité basale des récepteluss récepteurs adrénergiques ont constitué
un outil de choix dans la génération de ces mutaonistitutifs (Allen et al., 1991; Ren et al.,
1993; Samama et al., 1993). En effet, que ce soit [@s récepteurs?2 oup2, les auteurs ont
rapporté une augmentation considérable de la sktdsitles réponses biologiques pour ces
récepteurs possédant des mutations localisées vaaunide la partie C-terminale de la
troisieme boucle intracellulaire. Ces mutants éné&at une activation constitutive de leur
voie de transduction, traduite respectivement aatitninution du taux d’AMPc pour lag2
(Ren et al., 1993) et son augmentation pouRgSamama et al., 1993), et ceci en absence

d’agoniste.

Il existe également des récepteurs natifs, prasenne activité constitutive. Celle-ci a
déja été rapportée dans la littérature pour lesptéars dopaminergiques D5 (Tiberi et al
1994) ou encore pour les récepteurs 54;15-HT,a et 5-HT,c (Barker et al., 1994; Grotewiel
and Sanders-Bush, 1999; Thomas et al., 1995) liispont exprimés dans des systemes

hétérologues.
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Il est cependant important de noter que I'expresslune activité constitutive de
récepteurs natifs releve d’'une surexpression deéoepteurs dans des systemes d’expression
hétérologue. En effet, de méme que la mutation ddgepteur peut modifier I'équilibre entre
les formes R et R*, des niveaux d’expression élelessrécepteurs augmenteraient I'activité
basale du systéeme. Cette hypothése est clairemppbiée par les données montrant que
laugmentation des taux d’expression des récepfEuamdrénergiques natifs dans des lignées
cellulaires entraine une augmentation de l'actibiésale de I'adénylate cyclase (Adie and
Milligan, 1994; Samama et al., 1993). Ainsi, leeau d’activité basale d’'un systeme, et donc
le taux de récepteurs a activité constitutive, péuwe augmenté si la concentration en
récepteur est augmentée, mais aussi si la contientem protéine G est augmentée (Burstein

et al., 1995).

Il est donc primordiale, mais non moins délicagwdlluer I'activité constitutive d’'un

RCPG, dans des conditions « physiologiqués wivo.

2.2.3. Expression de l'activité constitutive inoviv

Bien qu'il soit relativement aisé d’'induire I'aciig constitutive d’un récepteur et de
mette en évidence les propriétés d’agoniste invdeseombreux composés dans des systemes
recombinants, démontrer de telles propriétés damssgstemes natifa vivo reste encore un
challenge. La stratégie la plus couramment empleyée plus sélective permettant de sonder
cette activité basali@ vivo est d'utiliser une approche pharmacologique (Haetegl., 1999;
Millan et al., 1999b; Morisset et al., 2000). Ce#tgproche est basée sur l'identification
préalable de composés présentant des propriétitsctis d’agoniste, d’agoniste inverse et

d’antagoniste dans des systemes recombinants.tEniesi différents ligands caractérisés sont
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testés sur un systene vivo. La mise en évidence d’une activité constitutiuendécepteur
repose sur l'identification d’'effets opposés desrastes inverses par rapport aux agonistes,
alors que les antagonistes sont sans effet pamémes et bloquent a la fois les effets des
agonistes et agonistes inverses. Grace a cettedgpmpharmacologique, Harvey et al.,
(1999) et De Deurwaerdere et al., (2004) ont pideal’existence d’'une activité constitutive
in vivo des récepteurs 5-HTalors que Millan et al. (1999b) ont montré quenécepteurs 5-
HTig n'existent pas sous une forme active de fagontitotige dans des systemes natiis

Vivo.

2.2.4. Signification physiologique de I'activiténsitutive

D’un point de vue théorique ou pratique, on peariger qu'il n’existe pas raison de
croire que l'utilisation d’un agoniste inverse @@t des avantages par rapport a I'utilisation
d'un antagoniste dans la plupart des situationsamnées en cliniqgue. En effet, les drogues
sont généralement utilisées simplement pour eetmezompétition avec I'agoniste endogéne
afin de limiter son action ou de réguler sa libérat Dans ce cadre, la puissance d'une
molécule, sa biodisponibilité et sa sélectivitétdea propriétés indispensables a son efficacité

clinique.

Cependant, de nombreux cas suggérent I'utilisati@ntageuse des agonistes inverse
par rapport aux antagonistes. Cet aspect prendstoutsens si le tissu considéré se trouve
sous un contrdle tonique médié par I'activité ciative d’'un récepteur. Quelques exemples
dans la littérature suggérent I'existence de cegarhronique élevé dans certaines maladies,
c’est-a-dire ou I'activité constitutive d'un RCP@rstitue I'entité pathologique, et ou seul un

traitement avec un agoniste inverse peut étreaefficC’est le cas de la rétinite pigmentée et
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I'hyperthyroidisme (pour revue, Spiegel 1996) oucddaines maladies auto-immunes (pour
revue, De Ligt et coll., 2000). Dans ce contexteest clair qu'un traitement avec un
antagoniste serait profitable, mais pas aussiaf@iqu’un traitement avec un agoniste inverse
(Milligan et al., 1995). La surexpression ou I'eggsion inappropriée de RCPGs, entrainant
une activité constitutive, a également été rappocdmme étant a l'origine de pathologies
comme les tumeurs endocrines (De Herder et al4)19ussi, dans le cerveau de patients
schizophrénes, il a été reporté des taux consitbénsimt élevés de récepteurs
dopaminergiques de type D4. Cette étude de Seenan @993) constitue un exemple d’'une
surexpression de récepteurs dans lequel des agpimiserses sélectifs pour le récepteur D4

offriraient un bénéfice thérapeutique considéralalerapport & un antagoniste.

2.2. Activité constitutive des récepteurs D5 :

Tiberi et Caron ont montré en 1994 que l'activit@lépendante de I'agoniste de
récepteurs appartenant a une méme famille (ména@dignaturel) peut étre sensiblement
différente, comme c’est le cas des RD1 et des RIBXpression hétérologue des RD5 dans
les cellules HEK entraine une activation constreittonsidérable de I'adénylate cyclase alors

gue celle des RD1 est quasi nulle.

Avec le RD5, des antipsychotiques aux propriétéentdgonistes D2 comme la
fluphénazine, B-flupentixol, ou le butaclamol, diminuent I'actigitbasale de I'adénylate
cyclase (Cai et al 1999). Par contre, le SCH 2389Gans effet. On peut donc considérer ces
antagonistes comme agonistes inverses des RD5. D pette baisse d'activité est
accompagnée d'une perte de couplage a Gs pouuairidae les 80%. Une des premiéeres

analyse d’expression des RD1 et RD5 humain danscelbses hétérologues CHO avait
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montré que la stimulation de I'adénylate cyclasét &0 fois plus forte pour les RD5 que pour
les RD1 (Pedersen et al 1994).

La recherche des régions importantes pour cetieitacconstitutive a été entreprise
grace a la fabrication de chiméres entre les RD&seRD5 humains. Les mutations Phé 264
lle et Leu 286 Ala rendent les RD1 constitutivemactif (Charpentier et al 1996, Cho et al
1996). Plus précisément, la substitution entrealddes aminés Phé 264 pour le RD1 et lle
288 pour le RD5 permet d’'intervertir les activitéssales de ces récepteurs (Charpentier et al
1996). Une des conséquences de I'apparition de aetivité constitutive induite des RD1 est
'émergence d'une inhibition agoniste-indépendarde l'adénylate cyclase et une
augmentation de la phosphorylation des réceptartep GRK (G-protein coupled Receptor
Kinase), comme celle observée pour les réceptelnénargiques2 etp2 (Pei et al 1994).

Il existe tres peu de données concernant I'impbocades RD5 dans la régulation de
'acte moteur, principalement car la pharmacologeanque cruellement d’agents
suffisamment spécifigues des RD5 pour en caraetéles role. Cependant, I'existence de
souris K.O. pour les RD1 ou RD5, a rendu possiBleide de ce récepteur, malgré toute les
limites que I'on attribut & ce genre d’outils. DEsactérisations comportementales (Centonze
D et al 2003 ; Holmes A et al 2001), ont établi dee RD5 joueraient un réle inhibiteur
modéré dans la modulation de I'acte moteur norn@és effets minimes pourraient
s’expliquer par une éventuelle compensation du Kab.les RD1 restants. D’'un point de vue
électrophysiologique, des études menées récemmentalzoratoire par Baufreton et
collaborateurs (2003 et 2005) ont permis de metirévidence I'importance des RD5 du NST
dans la régulation du mode de décharge des neurolms activation favoriserait
'émergence de bouffées de potentiels d’action r(vpartie 1V.1.), caractéristique

physiopathologique de la maladie de Parkinson.
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V. Ganglions de la base et systeme dopaminergique
considérations physiopathologiques

Comme nous l'avons vu précédemment, il y a de @tuplus d’évidences qui tendent
a confirmer le r6le important que la dopamine geuér au niveau du NST. Ce noyau recoit
des projections dopaminergiques (Meibach and Katzni®79; Campbell et al., 1985;
Hassani et al., 1997) et expriment des réceptenpardinergiques (Dawson et al., 1988a;
Dawson et al., 1988b; Flores et al., 1999, Svermung2002) qui sous-tendent les réponses
fonctionnelles du NST a de nombreux agents dopawgiouges (Ruskin and Marshall, 1995;
Kreiss et al.,, 1996 ; Hassani et al 1997 ; Ni et2@01). D’autre part, la modulation
dopaminergique du NST jouerait un réle clé dansalggations retrouvées chez les modéles

expérimentaux de troubles moteurs de type parkiaaen

1. Dopamine, noyau sous-thalamique et maladie larf2ain

1.1. Modulation dopaminergigue physiologique du NST

Les premieres études de la modulation dopamingegily NST ont été réalisées chez
le rat, apres des injections microiontophorétiqiiagents dopaminergiques (Campbell et al.,
1985; Mintz et al., 1986a). Cependant, les résutapportés sont contradictoires. En effet,
alors que Campbell (1985) avait montré que I'agpion locale de dopamine diminuait de
facon significative la fréquence de décharge dpligart des neurones du NST, Mintz et
collaborateurs (1986) ont montré que la dopaminercex une influence principalement
excitatrice sur l'activité des neurones du NST. iCsgra confirmé par d’autres études
électrophysiologiques (Ni 2001a et 2001b). En effes études lésionnelles menées par Ni et

collaborateurs (2001), ont révélées que l'injecti@n6-OHDA au niveau du NST diminue la
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fréquence de décharge des neurones et augmenteniyd la proportion des neurones
déchargeant en bouffées. Ce qui conforte I'hypethes Mintz selon laquelle la dopamine

aurait une action excitatrice sur les neurones 8u.N

Les effets opposés observés lors de Il'applicatiocale de dopamine peuvent
s’expliquer par le fait que les neurones du NSTriexgnt a la fois des RD1-like et des RD2-
like (Martres et al., 1985; Boyson et al., 1986y&a et al., 1986; Bouthenet et al., 1987;
Mansour et al., 1992; Johnson et al., 1994; Kreisal., 1996; Flores et al., 1999). De plus,
des étude@ vivo ont permis de mettre en évidence que la dopaminia atimulation des
RD1 peuvent a la fois inhiber ou exciter I'activé@oquée ou spontanée des neurones (Kitai
et al., 1976; Norcross and Spehlmann, 1978; poureréicola et al., 2000). Des étudas
vitro ont également montré que les effets excitateuisltbiteurs des agonistes D1-like sont
dépendants de I'état de dépolarisation membramkEseneurones (Hernandez-Lopez et al.,
1997). Ces auteurs ont mis en évidence que lodsgoatentiel de membrane est maintenu au
dessus de -60mV ou a -80 mV, des potentiels prdehmeux observés vivo respectivement
au cours des vagues d’activation corticale et aog€Wilson & Kawaguchi, 1996), les D1-
like facilitent I'activation cellulaire. Enfin, diatres évidences en faveur d’un effet excitateur
des agonistes D1-like sont apportées par I'étudd’ed@ression du proto-oncogerefos

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

L’ensemble de ces données laisse penser que lamidupaaurait une influence
excitatrice sur les neurones du NST, ce qui vaeacbntre de I'hypothése selon laquelle
I'hyperactivité subthalamique observée au courdadmaladie de Parkinson serait due, au

moins en partie a la perte de linnervation dopargmue directe nigrosubthalamique.

62



Introduction

Cependant les mécanismes exacts entrainant cqiggdayivité pathologique du NST, qui

n’'est en aucun cas remise en question, restentalét.

1.2. Modulation dopaminergigue physiopathologique d u NST :

En effet, il ne fait nuls doutes que le NST est dége de modifications
électrophysiologiques dramatiques au cours de laditade Parkinson. Et ce, que se soit
chez des patients parkinsoniens (Benazzouz et0&, 2Qutchison et al 1998 et 2004) ou chez
les modeles animaux de la maladie de Parkinsomatlé-OHDA (Hassani 1996 ; Kreiss
1997 ; Vila et al 2000 ; Ni et al 2001) et le singgPTP (Bergman et al 1994). Les
modifications les plus reproduites d’'une étudeaatfe restent le changement affectant dans le
mode de décharge des neurones du NST. En effes glden conditions contrdles ces
neurones déchargent majoritairement de fagon tenidgguliere ou Iégerement irréguliere, la
déplétion dopaminergique qui intervient dans la adi@ de Parkinson entraine une
désorganisation drastique du mode de déchargdraritdes neurones du NST a décharger
en bouffées, les potentiels d’action sont alorsséde facon groupée, a haute fréquence
(Figure 12).

Comment est-ce que la dopamine module I'activités deurones du NST en
conditions pathologiques ? Quel est le réle dedpadhine dans la mise en place de ces
modifications électrophysiologiques ? Pourrait-ap@imer ces modifications pathologiques
par des « mécanismes dopaminergiques » ? Ce stanit ale questions auxquelles nous

allons tenter de répondre dans la partie qui suit.
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Figure 12 : Changement dans le mode de décharge des neurones NIST en conditions
pathologiques.

En conditions contrbles les neurones du NST déehdegfacon réguliere (A) alors qu'une
déplétion dopaminergique entraine un mode de dgelaar bouffées (B).

1.2.1. Origine de I'hyperactivité du NST en comlif pathologiques

Plusieurs études ont déja montré que les effetéaddopamine sur le NST sont
différents selon que le systéeme dopaminergiqueorstié est intact ou non (Kreiss 1997,
Hassani et Féger 1999). Cependant les résultgientas sont une fois de plus en désaccord.
Hassani montre que l'injection par infusion d’apaptone diminue la fréquence de décharge

chez le rat intact alors qu’elle 'augmente cheralelésé. Cet effet serait médiés par les RD2
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puisque seul, le quinpirole reproduit les mémesteffKreiss et collaborateurs ont réalisé des
injections intraveineuses de ces mémes substahossngrent des effets totalement opposés :
une augmentation de I'activité subthalamique ckeaat intact aprés injection d’apomorphine,
alors qu’ils observent une diminution chez le rgm@rd subit une l|ésion du systéme
dopaminergique. D’autres études montrent quantlés ejue la dopamine a une action
excitatrice sur l'activité des neurones du NST, cet quelque soit I'état du systeme

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

Ces différences peuvent s’expliquer par les voladrdinistrations utilisées. En effet,
la prédiction que les neurones du NST deviennerpetagctifs lorsque le systéme
dopaminergique est déplété (Albin et Delong 198@xander et Crutcher 1990) est basée sur
'hypothése de la déplétion en dopamine striataledenc de la levée d'inhibition
GABAergique pallido-subthalamique (Miller and Detpri987; Albin et al., 1989; Robledo
and Féger, 1991). En accord avec cette hypothésendurones pallidaux montrent une
activité diminuée chez les rats lésés (Miller aredong, 1987; Pan and Walters, 1988; Filion
and Tremblay, 1991), et les neurones du NST soperaygtifs également lorsque le GP a été
détruit (Ryan et Clark, 1992; Ryan et al., 1992 p€éndant ces données restent controversées
et la revue publiée par Levy et collaborateurs 7)98isse entrevoir que d’autres mécanismes
gue la levée d’'inhibition GABAergique pallido-subthmique peuvent également intervenir

pour expliquer I'hyperactivité du NST.

Ceci pourrait étre le cas de la perte d’innervattwpaminergique directe nigro-

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

modifie la fréquence mais aussi le mode de déchdegeeurones du NST (Ni et al. 2001).
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Un autre élément qui ne peut pas étre exclu coackaugmentation de linflux
excitateur exercé sur le NST (Overton et Greenfield95; Hassani et al., 1996),
potentiellemnt par le cortex qui représente I'affé@e majeure glutamatergique que recoit le
NST (Afsharpour, 1985; Rouzaire-Dubois and Scayi®87; Canteras et al., 1990). De plus
la stimulation corticale augmente la proportion desrones déchargeant en bouffées (Kitai

and Deniau, 1981; Fujimoto and Kita, 1993) et exjntc-fosdans le NST (Wan et al 1992).

1.2.2. Les récepteurs dopaminergiques contréleninéele de décharge des

neurones du NST in vitro

Des travaux récents du laboratoire ont montrélgsidouffées de potentiels d’action,
gu’elles soient spontanées ou évoquées, sont Eitedds par I'application d’agoniste des
récepteurs D1-like (Baufreton et al. 2008) vitro. Cependant, n'ayant pas a disposition
d’outils pharmacologiques suffisamment puissantpétifiques pour discriminer les RD1 et
les RD5 au sein de la famille des RD1-like, I'équp utilisé une technique de RT-PCR sur
cellule unique pour déterminer quel type de rémaptiopaminergique était impliqué dans la
genese de ces bouffées. Les neurones capablestideghky en bouffées expriment les RD5 et
non les RD1 (Baufreton et al 2003). La méme égaipgontré que les bouffées de potentiels
d’action sont potentialisées par I'activation dd35Raugmentation de la durée des bouffées
et du nombre de potentiels d’action par boufféejsafju’elles sont inhibées par I'activation
des récepteurs D2 qui hyperpolarisent les neuroapables de décharger en bouffées, les
placant ainsi hors de la gamme de potentiel oublmsffées peuvent étre déclenchées
(Baufreton et al 2005). L'ensemble de ces travauggeére que les différents types de
récepteurs dopaminergiques localisés au niveau ST Beraient capables de contréler le

mode de décharge des neurones de ce réygurel3).
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Figure 13 : Les récepteurs dopaminergiques contrdlent le mode ed décharge des
neurones du NST Dans la maladie de Parkinson, les neurones du dihargent en
bouffées, propriété conférée par les RD5, alors guenode de décharge régulier en
conditions controles est sous-tendu par I'activatles RD2 (d’aprés Baufreton et al., 2005).

2. Dopamine, antipsychotiques et troubles moteurs

Les traitements cliniques par des antipsychotiguees/ent étre associés a I'apparition
de troubles moteurs de type parkinsonien commepdkinésie et la catalepsie. D’autres
troubles peuvent y étre associés comme les dyséméardives. Ces effets secondaires
moteurs sont définis comme étant des syndromesmxamidaux (EPS), et sont supposés
étre dus aux propriétés d’antagoniste des RD1 & &3 antipsychotiques (Ban et Lehmann,
1974 ; Richelson, 1984 ; Ehmann et al., 1987).dregues ayant de grandes susceptibilités a
déclancher des EPS sont définies comme étant dgegipsychotiques typiques » (ex:
halopéridol, flupentixol...) (Seeman et Van Tol, 19%hetrit et al 2009) alors que les
drogues dépourvues d’effets secondaires moteutsdgfinis comme des « antipsychotiques

atypiques » (ex : clozapine) (Coward, 1992 ; Meltteal, 1999).
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La plupart des travaux réalisés ont tenté dergjggr les sites et les mécanismes
d’actions des antipsychotiques typiques et atygqu&ne hypothese est que les
antipsychotiques typiques ont une plus grande gtibdéé a induire des EPS de par leur
affinité plus prononcée pour les RD2 (Farde etl®188; Farde and Nordstrom, 1992; Farde et
al., 1992; Kapur et al., 2000; Mukherjee et alQP0 La plus grande partie de ces études est
consacrée a I'expression ddosau niveau du striatum (Nguyen et al., 1992 ; Risber et
al., 1992 ; MacGibbon et al., 1994). En effet, tdas antipsychotiques partagent le fait
d’induire une expression aefosprononcée au niveau du noyau accumbens (Warlléga),
ce qui pourrait étre mis en relation avec l'ac@vihérapeutique antipsychotique de ces
drogues. Cependant, seuls les antipsychotiquegqugpisemblent induire I'expression de
fosdans la partie dorsolatérale du striatum, paiti skensori-motrice riche en RD2 (Boyson
SJ 1986). De plus, cette étude a également montiépgut exister une corrélation entre
lintensité du marquage-fos observé dans le striatum et la sévérité des EBHGitenpar
différents antipsychotiques. Ainsi, I'halopéridest la substance testée qui induit la plus
grande expression defos et les troubles moteurs les plus prononcés, ajoesl’expression
de c-fos est bien moins importante pour la chlorpromazin&a eisperidone, produisant des
EPS moins séveéres, tout en ayant les mémes effétapeutiques (méme marquagéos

observé au niveau du noyau accumbens).

Cependant, peu d’études se sont intéressées aanis@es électrophysiologiques qui
sous-tendent I'apparition d’EPS induite par lespmychotiques typiques. Notons néanmoins
une étude réalisée par Bruggman et collaborat@rigggman et al 1997), qui a montré que
les antipsychotiques affectaient l'activitée élepte de la SNr de facon différentielle selon

gu'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 thése s'insadns I'optique d’'une meilleure
compréhension de la physiopathologie des ganglitnta base et son implication dans la
manifestation des désordres moteurs associés aaladim de Parkinson et aux effets

secondaires extrapyramidaux consécutifs a l'utibsades antipsychotiques typiques.

La premiere partie de ce travail a consisté a ieérifhypothése selon laquelle
I'activité constitutive des récepteurs dopaminengi] D5 est impliquée dans la genése de
l'activité pathologique en bouffées des neuronedN&T et par conséquent la manifestation
des désordres moteurs de type parkinsonien. Ppandée a cette question, nous avons choisi
d’utiliser une approche pharmacologique. L'utilisatd’un agoniste inverse,aFflupentixol,
appligué localement au niveau du NST, nous a pedmisloquer cette activité intrinseque et
ainsi d’évaluer son impact dans le contexte de déadie de Parkinson en utilisant plusieurs

approches expérimentales chez un modéle animadttiernaladie, le rat 6-OHDA.

L’effet de I'injection locale de li-flupentixol dans le NST a été étudié sur:

1- I'hypolocomotion et I'asymétrie induite par la lési unilatérale de la voie
dopaminergique nigro-striée en utilisant les teghes d’actimetrieqpen field et
le test d’ajustement des pasepping test

2- l'activité électrique en bouffées des neurones dsT Nutilisant la technique
d’enregistrement électrophysiologiques extracelletachez le rat anesthésié a

l'uréthane,
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3- I'hyperactivité métaboligue du NST et de sa ciblangipale, la SNr en utilisant
I'analyse histochimigue de la cytochrome oxidase, marqueur de I'activité

neuronale (pour revue, Hirsch et al., 2000).

Dans un second temps, nous avons voulu caractéeseaffets comportementaux et
électrophysiologiques de l'injection systémique lde-flupentixol. En plus de son réle
d’agoniste inverse des récepteurs dopaminergiqugs I'B-flupentixol posséde aussi les
propriétés d’antagoniste des récepteurs D2 faidariti un antipsychotique typique utilisé
classiquement en psychiatrie. Nous avons doncétadieffets de I'injection intrapéritonéale
aigue de lb-flupentixol sur le comportement moteur (hypokieést catalepsie) et les
corrélats électrophysiologiques associés en rédldes enregistrements extracellulaires des
neurones de I'ensemble des structures des ganglofsbase a savoir le NST, le GP, la SNr
et deux populations du striatum (les neurones dgegon striato-nigraux et striato-
pallidaux). Cette étude nous a permis de proposenue d’ensemble des modifications de
l'activité neuronale au sein du réseau des gamgjlitenla base induits par une injection aigue
de cet antipsychotique typiquegAflupentixol. Cependant, afin d’étudier les troubhaoteurs

associés a un traitement chronique, nous avonssichuitiliser un autre antipsychotique

capable d’induire des dyskinésies tardives en giluse hypokinésie et catalepsie.

Dans un troisieme temps, nous avons comparé letsaffun traitement aigu et d’'un
traitement chronique de I'halopéridol sur le comeorent moteur et sur I'activité électrique
des neurones du NST. L’halopéridol étant un antipstique typique connu pour induire des

dyskinésies tardives chez I’'homme quand il esisétifle fagon prolongée.
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|. Modele d’étude

Toutes les expériences ont été realisées suatkemales de souche Wistar d’un poids
compris entre 280 et 380g. Placés a I'animaleriéatdaratoire sous un cycle de 12h de jour /
12h de nuit et a température constante de 22°CGarlesaux sont nourriad libitum et ont
libre acces a I'eau. Toutes les expériences ontéalésées en accord avec la directive du 24
Novembre 1986 (86/609/EEC) du Conseil de la Commignd&uropéenne, concernant

I'utilisation d’animaux de laboratoire.

1. Lésion du systeme dopaminergique :

Les animaux sont rendus hémiparkinsoniens parnjaetion stéréotaxique unilatérale
de 6-hydroxydopamine (6-OHDA) dans le faisceau amédiu télencéphale (MFB, medial
forebrain bundle) selon les coordonnées stéréaiaxzide I'atlas du cerveau de rat (Paxinos et
Watson, 1996). En effet, au niveau du MFB se tratiles fibres dopaminergiques issues de
la SNc qui projettent sur le striatum. En injecti@n6-OHDA, toxine spécifique des neurones
catécholaminergiques, a cet endroit, les corpaule@gks des neurones dopaminergiques
nigraux seront lésés de fagon rétrograde, mimausi & dégénérescence caractéristique de la

maladie de Parkinson.

Avant I'anesthésie par injection intra péritoné@lp.) d’hydrate de chloral a 8% (5
mil/kg), le rat est traité a la désipramine 0,4% nkg) (inhibe la recapture de la
noradrénaline, donc protege les neurones noradjiéues de la Iésion a la 6-OHDA).

Le rat traité et anesthésié est ensuite placérsgadre stéréotaxique (KOPF, Unimecanique,
France). Le crane est mis a nu puis séché afinisteglier les reperes anatomiques a la
surface du crane : bregma et lambda. A l'aideatlad’ stéréotaxique de Paxinos et Wats®on,

MFB est atteint en déplacant la canule des coor@emeuivantes : AP (antéropostérieur) :
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-2,8 mm par rapport au bregma ; L (latéral) : -&y par rapport a la ligne médiane ; DV
(dorsoventral) : -8,4 mm par rapport a la surfaggyre 14). La 6-OHDA (12,5 pg) est

dissoute dans un volume de 2,5 pl de NaCl 0,9%jettee dans le MFB.
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Figure 14 : Localisation du MFB par ses coordonnées stéréotaxi@s sur une coupe
frontale de cerveau de rat(D’aprés Paxinos et Watson, 1996).

2. Lésion du Globus Pallidus :

De la méme facon que pour la lésion du systemendimgagique, le rat anesthésiée a
I'hydrate de chloral 8% est placé sur un cadreéstéxique ete GP est atteint en déplacant la
canule des coordonnées suivantes : AP (antéromasdér-1,0 mm par rapport au bregma ; L
(latéral) : -3,0 mm par rapport a la ligne média®/ (dorsoventral) : -6,5 mm par rapport a
la surface. 0,4 ul d’acide iboténique a 8mg/mlalisen PBS stérile a pH7.4 est injectée dans
le GP. La mort des neurones interviendra suite achot excitotoxique puisque l'acide

iboténique va stimuler de facon intense les réceptau glutamate et provoquer une entrée
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massive de calcium dans la cellule. Le neuroneangignt plus a réguler son homéostasie et

entre en apoptose suite a I'activation des caspases

3. Validations histologiques :
3.1. Vérification de la Iésion dopaminergique:

L’immunohistochimie de la tyrosine hydroxylase (T&lpermis de vérifier I'étendue de la
Iésion du systeme dopaminergique. Brievement, depes de 20 um sont fixées dix minutes
dans du PAF 4 %, les peroxydases endogenes sanmteenmghibées trente minutes par de
I'H 0O, 0,3 %, puis les coupes sont saturées et pernsadslitrente minutes dans du PBS
0,1M-BSA 1 %-Triton X-100 0,3 %. Elles sont alorecubées toute la nuit a température
ambiante avec un anticorps primaire anti-TH (faiezx la souris) dilué au 1/1000@prés
rincage en PBS, elles sont incubées deux heures @veanticorps secondaire anti-souris
couplé a 'enzyme HRP dilué au 1/160Des coupes sont alors rincées en PBS, puis &xélé
avec de la DAB (Kit DAB Vector). La réaction esbgpée par de I'eau distillée, les lames
sont déshydratées puis claircies au xylene avattedmontées entre lames et lamelles. La
figure 15 montre d’une part la perte unilatérald’umervation dopaminergique striatale (A)
et d’autre part la diminution considérable de naard@H immunoractifs au niveau de la SNc

(B), suite a I'injection unilatérale de 6-OHDA aiveau du MFB.
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Figure 15 : Vérification de la Iésion du systéme dopaminergique

Coupe de striatum (A) et de SNc (B) montrant unguage de la tyrosine hydroxylase.
L’injection de 6-OHDA au niveau du MFB va entrain&x destruction des fibres
dopaminergiques allant de la SNc au Striatum dernfantérograde et la perte massive de
corps cellulaire au niveau de la SNc de facon géaae. L'absence de marquage refléte donc
une lésion dopaminergique unilatérale totale.

3.2. Vérification de la Iésion du GP :

La mort cellulaire des neurones du globus pallielstsappréciée par une coloration au
crésyl violet. Brievement, les coupes de 20 um siéshydratées dans des bains croissants
d’alcool puis réhydratées, avant d'étre incubéasren deux minutes dans une solution de
crésyl violet filtrée a 40%. Enfin, les coupes sdashydratées et claircies au xyléne avant

d’étre montées entre lames et lamellggifre 16).
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Figure 16 : Vérification de la Iésion du globus pallidus.
Coloration au crésyl violet montrant la perte depsccellulaire neuronaux au niveau du GP

apres injection d’acide iboténique (B) en compamaigvec le coté controle (A).

4. Implantation de guide canule :

L’implantation consiste a positionner un guide darbmm au dessus du NST afin de
pouvoir réaliser des injections locales de subsmnuharmacologiques sur des animaux
eveillés. Les implantations seront réalisées sarrdts préalablement lésés a la 6-OHDA. La
préparation de I'animal se fait de la méme facoe gaur la lésion, deux semaines apres

celle-ci. Une fois le guide canule positionné aagrdonnées stéréotaxique du NST (AP :
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-3,8mm;L:25mm;P:-75mm)un casqueietent dentaire est coulé sur le crane pour
maintenir le guide canule en place. Pour les egpéds de comportement, une canule sera
descendue dans le guide canule de fagon a injecteibstance pharmacologique localement

au niveau du NST, dans un volume de I'ordre du lita@o

ll. Substances pharmacologiques :

Au cours de cette étude, différentes substancesmaltalogiques dopaminergiques
ont été utilisées. Leur nom usuel, leur propriééconcentration a laquelle elles ont été
utilisées (en injection intra-péritonélae, locale raveau du NST, eh vitro sur tranche de

cerveau contenant le NST) ainsi que le fournisdeuwhacune d’entre elles sont indiqués dans

la table 2.
Nom Propriété(s) — - F:oncentratmn - — Fournisseur
in vivo i.p. in vivo locale ex vivo in vitro
SKF 38393 |agoniste D1-like X X 10*-10° Sigma
SCH 23390 | antagoniste D1-like X X 10*-10° Sigma
agoniste  inverse
flupentixol | D5 0.3 malk 4 10*-10° 1uM 5
fluphénazine | antagoniste D2 > Mg/ikg HY i 2 uM 'gma
butaclamol 2 uM
raclopride antagoniste D2 X 4 ug X 5uM Sigma
halopéridol |antagoniste D2 1 mg/kg X X Sigma

Table 2 : Agents dopaminergiques utilisés pour les différenteexpériences.

Les concentrations utilisées pour les expérienmcesvo ont été déterminées sur la
base d’'une étude bibliographique montrant dessffet I'activité motrice spontanée des rats
(Hess et al., 1988, Pitts et al., 2000). Pouelggriencedn vitro, nous nous sommes basés
sur les travaux antérieurs menés au laboratoiref(B@an et al., 2003 et 2005). Pour le

GTPyS ex vivg nous avons réalisés des courbes dose-réponsehmmun des agents testeés.
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lll. Enregistrements électrophysiologiques :

1. Enregistrement extracellulaire unitaire in vivo

1.1.Chirurgie :

Les animaux sont préalablement anesthésiés aHamét20% dissous dans du NaCl
0,9 % (1,3 g/kg). Les rats sont disposés et imns#lslsur le cadre stéréotaxique, lui-méme
placé dans une cage de Faraday. Une incision @itagdiosagittale est réalisée dans le scalp
afin de mettre a nu la boite cranienne, laguell@esuite séchée afin de distinguer les reperes
anatomiques bregma et lambda. A l'aide de I'attégéstaxique de Paxinos et Watson (1996),
la position théorique des structures ciblées dstrioénée selon les coordonnées suivantes :

- Striatum : AP :+12mm;L:-3mm;P:355mm

- Globus Pallidus : AP : -1Imm ; L:-3mm ; P: 57,3 mm

- Noyau sous-thalamique : AP : -3,8mm ; L : -2,5 mih: 6,8 — 8,2 mm

- Substance noirgars réticulata: AP : -5, 3 mm ;L :-2,5mm ;P :7,5-8,6 mm
Les coordonnées antéropostérieure (par rapportegma) et latérale (par rapport a la ligne
médiane) sont alors reportées sur les axes gratluésmdre stéréotaxique afin de repérer
'aplomb du site d’enregistrement. Une craniectoms¢ alors réalisée a l'aide d’'une fraise
permettant le passage et le placement de I'élestddehregistrement selon les trois valeurs
des coordonnées stéréotaxiques. La dure mere ssiterdégagée avant de descendre

I'électrode dans la structure souhaitée.
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1.2.Caractéristique des pipettes :

Les microélectrodes sont préparées a partir ddlaiegs de verre (150F, WPI, UK)
étires a laide dune étireuse horizontale (WPI, JUKL’'extrémité de ['éléctrode
d’enregistrement est cassée sous microscope dajistatiiir une ouverture dont le diametre
interne est inférieur a 1um. L'impédance est mesat&omprise entre 6 et 11(MElles sont
remplies d’'une solution de NaCl 0,9% contenant 4%bldu de Pontamine.

Pour les enregistrements électrophysiologiquesngesones du NST avec injection
locale de drogues au niveau du site d’enregistremdas doubles électrodes sont
confectionnées. Les mémes électrodes d’enregistriesunt préparées au préalable, puis
unifices a l'aide de colle a composite dentaire nee pipette d’injection angulée dont
l'ouverture est de 20um. La distance entre les dextkeémités des pipette est d’environ

200um. La figure 17 schématise une « double pipette

Pipette
d'injection

Electrode
d'enregistrement

L

Figure 17 : Schéma d’'une double pipette
Les pipettes d’enregistrement et d’injection sotitéés, cassées respectivement a moins
d’lum et 20 um, assemblées, en espacant les pdietasron 200 um, et collées (avec de la

colle a composite dentaire) sous une loupe bingeul®es barreaux sont ajoutés pour
solidifier la double pipette.
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1.3.Acquisition des signaux :

Les enregistrements extracellulaires unitaires dearones des structures extra
striatales sont réalisés chez les rats anesthési@®thane 20%. Il s’agit de rats contrdles ou
ayant subit une lésion du systéme dopaminergigois emaines auparavant. L'activité
spontanée des neurones est filtrée (bande passante300 Hz et 3 KHz) et amplifiée grace
au systeme « Neurolog » (Digitimer, USA). L’acqtisi du signal est réalisée a l'aide du
systeme « PowerLab » (AD Instruments, USA). L’atdéivspontanée du neurone est
enregistrée de facon continue toutes les dix minutes 30 premieres minutes sont utilisées
pour s’assurer de la stabilité de l'activité du nozie. Ensuite, la drogue est injectée par voie
intra-péritonéale, ou localement au niveau du diéaregistrement. L’activité neuronale est
enregistrée durant 1 a 2 heures jusqu’a I'obtentdam éventuel retour au niveau de base.

Pour les enregistrements extracellulaires unitaireyivo des neurones striataux,
guatre types de neurones peuvent étre enregikggsieurones toniques du striatum (TAN :
tonically active neurons) sont caractérisés par fiigquence de décharge réguliere comprise
entre 2 et 6 Hz. lls sont supposés étre les inkeomes cholinergiques. Les interneurones
GABA (FSI : fast spiking interneurons) sont carasts par la durée de leurs potentiels
d’actions, qui est bien plus faible que celle det tes autres types neuronaux du striatum,
ainsi que par leur capacité a décharger en comtédes de 2 a 5 potentiels d’actions en
réponse a une stimulation corticale (Mallet et aDP5 et 2006). Ces deux populations
d’interneurones n’ont pas été étudiées ici, noussmmmes intéressés uniguement aux deux
autres populations de neurones striataux, les nearale projections, également appelés
neurones épineux de taille moyenne (MSN: mediunmysmeurons). lls projettent
directement sur le GP et la SNr. Les MSNs ont atégestrés dans la partie dorsolatérale du
striatum en paralléle avec I'enregistrement detivéé électrocorticale (EEG). Chez le rat

anesthésié a l'uréthane, l'activité corticale menin rythme caractérisé par des ondes lentes
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de large amplitude, dont la fréquence avoisinellétz. Une stimulation antidromique de la
SNr nous a permis de différencier et d'identifies IMSN striato-pallidaux (de la voie
indirecte) et striato-nigraux (de la voie directedmme précédemment publié par Mallet et
collaborateur en 2006. Une électrode bipolaire entrque (SNEX-100, Rhodes Medical
Instrument, USA) est implantée dans le partie derda la SNr (AP : -4,9 mm ; L:-2,4 mm;
P : -8 mm). Les neurones striato-nigraux réponaelat stimulation antidromique de la SNr
suivant les criteres suivants : (1) latence comgtate la réponse, (2) loi du « tout-ou-rien »
selon que lintensité de la stimulation est ajugtéste au dessus ou en dessous du seuil de
déclenchement des potentiels d’action, et (3) sioti des potentiels d’actions antidromique et
orthodromique. La plupart des MSNs étant silencieuxdéchargent a trés faible fréquence
(<0.1Hz), le potentiel d’action orthodromique rexjyiour la collision est évoqué par une
stimulation cortical, et induira la stimulation mimbmique de la SNr alternativement 30 ms

ou 3 ms aprés{gure 18).

Orthodromic spike
30 msec
> 3msec
\ﬂ
Cx SNr
/ collision
I mV
2() msec

Figure 18 : Identification antidromique des neurones striato-mgraux.

La stimulation corticale engendre un potentiel ticatdit orthodromique au niveau des
MSN enregistrés. La stimulation antidromique deSr déclanchée 3msec aprés
'apparition du PA orthodromique provoque une &iih entre le PA orthodromique et
le PA antidromique qui disparait alors lorsqu’ont es présence d'un MSN striato-
nigral.
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Les MSNSs qui ne présentent pas les caractéristigigesrophysiologiques des interneurones,
et qui ne répondent pas a la stimulation antidrommigle la SNr sont qualifiés comme
neurones striato-pallidaux (Mallet et al., 2005)#iisant un double marguage, les mémes
auteurs ont pu montré que ces MSNs expriment ledrARe I'enképhaline, reconnu comme
étant un marqueur spécifique des neurones de timjecstriato-pallidaux.

Dans le but de tester la dynamique striatale eangp a la stimulation corticale, nous
avons utilisés un protocole qui consiste en I'aggtlon de vingt paires de stimulation émises
a intervalle de 100 ms, comme précédemment dddati€t et al., 2005). Les index utilisés
ont donc été l'intensité de stimulation corticaggjuise pour évoquer 50 % de réponse (10
potentiels d’'action sur 20 paires de stimulati@h)e nombre de réponse observé obtenu pour

une intensité de stimulation corticale donnée.

1.4.Analyse de I'activité neuronale enregistrée :

Les enregistrements sont analysés en « off-lin@»utlisant trois logiciels de
traitement du signal. « Spike histogram » (ADInstemts, USA) permet dans un premier
temps de discriminer les potentiels d’action duitbde fond. Seul « Neuroexplorer »
(AlphalOmega, Allemagne) permet de déterminer lesametres eélectrophysiologiques
comme la fréequence moyenne de décharge correspoadamombre de potentiels d’action
par seconde, I'intervalle moyen entre les potestihction (IIS), ou encore le ccefficient de
variation de I'llS, défini comme le ration de lavilion standard sur I'llS moyen, ici utilisé
comme indice de régularité du mode de déchargeauitensous avons utilisé un algorithme
mis au point au Laboratoire « pattern » nous pdanetle déterminer le mode de décharge
des neurones selon la méthode de Kaneoke et Vi@36]. Cette méthode est basée sur le
concept de distribution de densité et une définitgiatistique rigoureuse du mode de

décharge. Ainsi, trois modes sont déterminés :li&ygurrégulier, et en boufféegigure 19).
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Figure 19 : Les trois types de mode de décharge des neurones doyau sous-
thalamique.

A. régulier,B. irrégulier, C. en bouffées.

A gauche, un exemple d’enregistrement brut.

Au milieu, I'histogramme d’intervalle inter-spik¢€lS).

A droite, I'histogramme de densité .
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A la fin de chaque séance d’enregistrement élelayrgiplogique, et afin de localiser le
site d’enregistrement, une injection iontophoré&ig{DAM 80i, WPI, UK) de bleu de
pontamine est réaliséga la pipette d’enregistrement. L'animal est sacyifi@is le cerveau

est prélevé, congelé dans de l'isopentane a - 45%bcké a -80°C.

Afin de localiser le site d’enregistrement électrggiologique ou le site d’injectioim
situ, une coloration histochimique a l'acétylcholindéease est pratiquée sur les coupes
histologiques contenant la structure ciliteggre 20). En effet, cette coloration nous a permis
de bien distinguer les différentes structures ssrdoupes, et le contraste qu’elle produit
facilite le repérage du point de bleu de pontammatérialisant le site d’enregistrement
électrophysiologique. Seuls les rats présentargaimt bleu dans les structures d’intéréts ont

été sélectionnés pour les analyses statistiquedaeses électrophysiologiques.

Les coupes sont rincées avec un tampon acétatiel §27,2 g d’'acétate de sodium
dans un litre d’eau distillée ; pH 5,9) avant ddéimcubées 4h sous agitation dans la solution
d’incubation (180 ml de tampon acétate 0,2M, 0, deglycine, 0,5 g de sulfate de cuivre,
0,2 g d’iodure d’acétylcholine). Aprés un rincagee@ un tampon acétate 0,2M, les lames
sont révélées au sulfure d’ammonium (dilué au 17&d0tampon acétate 0,2M), puis rincées

trois fois avant d’étre montées entre lame et l&Emel
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Figure 20: Localisation du site d’enregistrement électrophysiologiquedans le (A)GP,
(B) NST, (C) SNr. Le contraste que produit la colomatie I'acétylcholine esterase sur les
coupes facilite le repérage du point de bleu deégmime (fleches).

1.6.Analyses statistiques :

Pour les paramétres électrophysiologiques de frémpude décharge et de coefficient
de variation de l'intervalle inter-spike, les arsas statistiques ont été effectuées suivant une
analyse de variances a une voie (one-way ANOVA)eadure répétée, suivit d’'un test post-
hoc de Dunnet’s.

Pour l'analyse de la répartition des populationsiroeales selon leur mode de

décharge régulier, irrégulier ou en bouffées, Bn)@éa éte réalisé.
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2. Patch-clamp in vitro :

Les expériences d’électrophysiologie vitro ont été realisées par le Dr. Anne
Taupignon du laboratoire Mouvement Adaptation Cogni(CNRS UMR5227), grace a la
technique du patch-clamp « en aveugle » sur tradelezrveau de rat.

Cette technique consiste a enfoncer une électrads dne tranche jusqu'a ce qu’elle touche
un neurone, en veillant a la maintenir dans legdisndu noyau dont on a au préalable repéré
les contours sous une loupe binoculaire. Il eséssrire d’appliquer une pression positive a la
pipette afin d’éviter gu’elle ne soit bouchée pas diébris cellulaires lors de la descente.
L’électrode est descendue dans I'épaisseur dealechie a I'aide d’un micromanipulateur
manuel. Un créneau de potentiel de -10 mV toutedlems permet de suivre la résistance de
la pipette pendant I'approche des neurones. Celasgnrtriations de la résistance de la pipette
qui indiquent la présence d’'un neurone a proxird@éa pointe de I'électrode. La pression
appliquée est alors immédiatement relachée. Ceéfpeedsion permet de sceller de facon
étanche la pointe de la pipette a la membrane duone. Cette configuration appelée
« cellule attachée » permet d’enregistrer I'ackivdectrique des neurones sans perturber le
milieu intracellulaire. Soumis a de légéres dégimss, le patch de membrane sous la pipette
casse, donnant acces au milieu intracellulaire elurane : c’est la configuration « cellule
entiére ». Dans cette configuration, nous pouvasis rmanipuler le potentiel du neurone
(mode « courant imposé ») soit enregistrer les argarioniques traversant la membranes

(mode « potentiel imposé »).

2.1.Préparation des tranches :

Des tranches frontales sont préparés a partir deeaax de rats Wistar, élevés au laboratoire
et agés de 18 a 22 jours. Apres décapitation,rieeaea est rapidement extrait et placé dans un

milieu enrichi en sucrose (solution de prélevemetle 3), oxygéné par un meélange de 95%
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d’'O, et 5% de CQ et préalablement refroidi entre 0 et 5°C. A cédtapérature, la solution
de préléevement ralentit le métabolisme cellulaies deurones et la faible concentration en
ions sodium et calcium permet de réduire I'excitbiellulaire et I'activité synaptique. Le
cerveau est ensuite coupé au vibratome (VT 1008843}, et quatre tranches de 350-400 um
d’épaisseur, dont 2 ou 3 contiennent le NST, samservées. Chaque tranche est placée
contre une membrane poreuse d’ou diffuse le mélaneg@0,, dans une cuve contenant le
milieu extracellulaire (solution de périfusiotable 3). Les tranches peuvent étre ainsi
conservées vivantes pendant une douzaine d’hedmgs deux heures, une tranche est
transférée dans une cuve d’enregistrement de typenergé ». Une pompe péristaltique est
utilisée pour permettre la périfusion de la soltibenregistrement & un débit constant de 3
ml/min. Un systéme d’application plus rapide pertraghplication de substances-test. Deux
capillaires placés en amont de la pipette de paték de la surface de la tranche appliquent
alternativement soit la solution d’enregistremeanit la solution-test. La solution intra-pipette
contient : 120mM Kgluconate, 10mM NaCl, 10mM KCIomMM EGTA, 10mM HEPES,
1mM CaC}, 2mM ATP-Mg, 0.4mM GTP-2Na (pH= 7.25-7.35, osmiiaB90 mOsm). Pour
étudier les propriétés des potentiels plateauxsgni les marqueurs de la capacité a produire
des bouffées de potentiels d’actionvitro (Beurrier et al. 1999), ceux-ci ont été induit par
pulse de courant dépolarisant a partir d’'un potédie membrane hyperpolarisé a environ -60
mV. Les enregistrements sont effectués en présehiohibiteurs de la transmission
synaptique rapide (40M AVP, 5 uM CNQX, 5uM GABAzine) et d’'un antagoniste D2 afin

de d’inhiber les RD2-like (piM raclopride).
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composition| NaCl | KCI | MgCl, | HEPES| CaCbk | NaHCG; | Glucose| NaH,PQ, | Sucrose
prélevement - 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 prélevement et de prsion (en mM).
Osmolarité ~ 310mOsm , pH ~7.35

2.2.Caractéristiques des pipettes :

Les pipettes sont étirées a partir de capillairesverre borosilicatés (GC150F-10,
Clarck Electromedical Instrument) a I'aide d’'uneeatise verticale (L/M-3P-A, List Medical).

Remplies de milieu « potassium gluconate », eligsuoe résistance de 11(M

2.3.Acquisition des signaux :

La mesure du potentiel et du courant membranaite effectuée grace a un

amplificateur de patch-clamp (Axopatch 1D, Axon tlasments). Les protocoles
expérimentaux, l'acquisition et le traitement desmies sont réalisées avec le logiciel

pClamp (version 9.2, Axon Instruments) et Origin.GV1, MicroCAL).

2.4.Analyses statistiques :

Les comparaisons statistiques ont été réaliséesileyant les tests non paramétriques
de Wilcoxon pour les données appariées, et de Méhitney pour celles non appariées. La
représentation graphique en « boites a moustachssutilisée en raison des faibles effectifs.

La boite représente la distribution des donnéesc gour ligne centrale la médiane. Les
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contours de la boite représentent les quartiles ajoe les moustaches représentent les 5 et 95

percentiles. Le carré correspond a la moyenne.

V. Tests comportementaux :

1. Evaluation de I'activité motrice globale : actimétr

Les conséquences comportementales de la Iésior6ZDlDA, ainsi que celles de
I'injection de l'a-flupentixol sont étudiées en mesurant I'activileédmotrice des animaux.
Cette activité est mesurée a l'aide d'un actiméBmsep, USA) équipé de deux barres
contenant des faisceaux infrarouges. Ce systenmeepele mesurer 3 types de mouvements :
horizontaux, verticaux et stéréotypés. En parabele mesure d’actimétrie, les animaux sont
filmés par une caméra et analysés visuellement gétarminer d’éventuels comportements
anormaux, non détectés par le systeAmes la chirurgie, les animaux sont habitués a étr
manipulés par I'expérimentateur. Quatre injectidassérum physiologique (NaCl 0,9%) ont
été pratiquées pendant quatre sessions consécdthaisituation. A partir du %' jour, les
injections de NaCl sont alternées avec l'injectibagoniste inverse D5 et/ou d’antagoniste

D2.

2. Evaluation de I'asymétrie : Stepping test :

La Iésion unilatérale du systéme dopaminergiqueladeroie nigro-striée a pour
conséquence d'induire une asymétrie chez I'anidmisi, les troubles moteurs apparaitront
du coté opposé a la Iésion (décussation des fawesiveau du Pont). Le « stepping test »
permet d’évaluer cette asymétrie. De ce fait, omme le nombre d’ajustements que fait

I'animal du coté controlatéral (coté opposé a &old) en immobilisant ses trois autres pattes,
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sur une distance de 90 cm pendant 5 s, en coisparavec le cbté ipsilatéral (cété de la
Iésion).

Les analyses statistiques ont été réalisées swanitfaux selon le test de student,
apparié, non paramétrique (Wilcoxon) pour les camipans ipsi/contro et selon le test de
student non apparié, non paramétrique (Mann-Whjtmeur les comparaisons entre les

groupes traités et non traités @flupentixol.

3. Evaluation de la catalepsie : Bar test :

Le test standard de la barre a été utilisé afirdéerminer le score de catalepsie
obtenu par les animaux ayant subit un traitemextaatipsychotiques typiquea-{lupentixol
ou halopéridol). Toutes les vingt minutes aprésjdition de drogues, et ce pendant trois
heures, les deux pattes avant des animaux sorésptag une barre suspendue a 9 cm de la
surface. Nous avons mesurés le temps entre lempéatade I'animal sur le barre et le moment
ou il 6te completement une patte de la barre. Afaviter tout désagrément a I'animal, nous

n'avons pas fait durer I'expérience plus de deunutds.

V.GTPYS:

1. Principe :

Le GTRS permet de détecter I'activation d’'un réceptewicgra l'utilisation d’un
analogue du GTP non hydrolysable radiomarqué. ten, ¢fctivation, d'un RCPG nécessite
le recrutement de GTP, entrainant ainsi un changeme conformation du récepteur et
l'activation de la protéine G associée (voir intotlon partie 111.1.2., eFigure 21). Ici,

l'utilisation de GTRS radiomarqué va donc permettre de quantifierdeau d’activation des
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RCPG du NST dans différentes conditions, puisqueileau de fixation de ce ligand sera

proportionnel au taux d’activation des RCPG préseanta coupe.

® Etat au repos
effectEur
® A s OV
chvits GTPase /1R @
intrirsagLe CDP Artivation du récepteur
piar un aganiste
®
agoniste agoniste
N v
WU[ effecteur é) effecteur
récenteLr _} b

GTP e Y @) Activation des protéines-G par
(&) régulation de facite \/ app  le complexe igand-récepdr
d'efecELrs

Figure 21 : Cycled’activation d’'un récepteur couplé a la protéine G
Le ligand en se fixant a son récepteur, va acti@gorotéine G associée a celui-ci, par le

recrutement de GTP. Puis le récepteur reviend@n&tat initial, c’est-a-dire découplé de la
protéine G par I'hydrolyse du GTP en GDP. Dans Hetqrole expérimental utilisé, la
guantité de GT¥5 fixée sera fonction du niveau d’activation dedPi&C

Dans le but de vérifier que les RD5 présente unigitgc constitutivein vivo, nous
avons comparé le signal obtenu en conditions bagatel2 chez 4 animaux) a celui obtenu
lorsque les RD5 sont stimulés par un agoniste |E 38393 (n=12 chez 4 animaux), par un
antagoniste le SCH 23390 (n=12 chez 4 animaux) awul'p-flupentixol (n=12 chez 4

animaux). L'analyse statistique a été réaliséenselo test de student, non apparié, non

paramétriqgue (Mann-Whitney).
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2. Protocole :

Des coupes de cerveau de 20um contenant le NSTirsmrtiées vingt minutes a
température ambiante dans un tampon de saturaéiorp@n 1) (composition pour 20 mL de
tampon, soit 10 lames : 605 mg de Tris, 61 mg d€Kgr,608 mg d'EGTA, 584 mg de
NaCl et 4 pL d’adénosine déaminase), puis vingtutei® a température ambiante dans un
tampon de radioprotection (tampon 2) (composé dmlil%le tampon 1, 13,3 mg de GDP et
30 pL de DTT), et enfin trente minutes a 30°C densampon d’incubation (tampon 3)
(contenant 6 mL de tampon 2 et 60 uL de ¢385). Le tampon est alors divisé en trois
fractions, une composée uniguement de tampon Bitadbasale), une deuxiéme contenant
du tampon 3 et du G¥8 a 2,5 uL/mL (activité non spécifique) et la ti@ise fraction
composée de tampon 3 et de la substance pharmapadgstée (SKF 38393, SCH 23390 ou
a-flupentixol). Les coupes sont lavées deux foiscane tampon Tris-HCI 50 mM pendant
guinze minutes a 4°C et séchées, puis elles sorde man cassette sous film
autoradiographique, et conservées en chambre peidant 2 a 5 j & 4°C selon l'intensité de
marquage désirée. Les films sont révélés en chamdtre par incubation dans différents
bains : révélateur, ringage dans l'eau, fixateagage dans I'eau et séchés, pour ensuite les

quantifier par densitométrie a I'aide d’un logicsgécialisé (Mercator).

VI. Cytochrome Oxydase :

1. Principe :

Parmi les nombreuses activités métaboliques regjyeir maintenir la fonction
neuronale, la plus importante correspond au fonngment de la pompe Na/K-ATPase, qui
consomme environ 60% de la quantité totale d’ATEsente dans le cerveau. Cet ATP

provient essentiellement du métabolisme oxydatif glucose, dont I'étape ultime est
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catalysée par le complexe cytochrome oxydase | j[C@8insi, 'accumulation de CO-I dans
une structure donnée, est le reflet direct de satrdéactivation.

Grace a cette technique, nous avons pu compareliffésences d’activité métabolique qui
existent en conditions normales, pathologiquesapegs application d-flupentixol. Pour
chaque condition 4 animaux ont été utilisés avecodpes par structure et par animal.
L’'analyse statistique a été réalisée selon unrtest apparié, non paramétrique, le Mann-

Whitney.

2. Protocole :

Les expériences ont été réalisées sur des aninanixdles et 1ésés a la 6-OHDA
ayant recu une injection locale de NaCl 0,9%, audes animaux lésés 6-OHDA ayant regu
une injection locale d-flupentixol puis sacrifiés quatre-vingt-dix mingt@prés injection.
Les cerveaux sont alors prélevés, congelés datigsdgentane a -45 °C puis conservés au
congélateur a -80°C. Les coupes de Striatum, GH,, I$8Ir (d’animaux normaux, lésés et
traités) sont placées trente-cing minutes a 379G dea tampon d’'incubation contenant 100
mL d’HEPES 0,1M pH 7,4 et 4,5 g de sucrose, 22,4mgytochrome C, 115,23 mg de DAB
et 125 mg d’ammonium nickel sulfate 1%. Puis lactiéa est stoppée avec un tampon de
fixation (PAF 4% dans un tampon sodium phosphadedpnt dix minutes. Les lames sont
rincées a l'eau distillée avant d’étre déshydrattesontées entre lames et lamelles. Elles

seront ensuite quantifiées par densitométrie dd’afun logiciel spécialisé (Mercator).

93



Résultats

94



Résultats

|. Implication des récepteurs dopaminergique D5 das la
physiopathologie de la maladie de Parkinson.

1. Résumé

La maladie de Parkinson est une pathologie neusrdigtive caractérisée par des
symptoémes moteurs cardinaux : akinésie ou bradgléndigidité, tremblements de repos et
troubles de la posture. Ces symptdomes sont la qareée d’'une dégénérescence progressive
des neurones dopaminergiques de SNc, ce qui prevoge déplétion en dopamine dans le
striatum et d’autres structures extrastriatales meme NST ou le GP. L'organisation

fonctionnelle des ganglions de la base est aitéiéa.

Le NSTest considéré comme la «driving force » @éé ensemble de structures
puisqu’il exerce une influence excitatrice sur $&uctures de sortie du systeme. Il joue un
réle crucial dans I'exécution d’'un mouvement votrg normal. En effet, sa lIésion entraine
'apparition de mouvements anormaux involontaireamme [I'hémiballisme. On sait
également que les neurones du NST montrent unatéclectriqgue pathologique en bouffées
dans les modeles animaux de la maladie de Parkimsosi que chez les patients
parkinsoniens. De plus, la lésion ou la SHF du N®duit considérablement tous les

symptémes moteurs.

Des études d’hybridatiom situ ont révélé une forte expression des ARNm codant
pour les RD5 au niveau du NST, alors que le tawxmuession des autres récepteurs est
faible. De plus, les neurones capables de déchargbouffées expriment les RD5 et non les
RD1 et les bouffées de potentiels d'action sontemidlisées par I'activation des RD5
(augmentation de la durée des bouffées et du noddmotentiels d’action par bouffée). A

I'inverse, I'activation des récepteurs D2 placenesirones hors de la gamme de potentiel ou
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les bouffées peuvent étre déclenchées et rempadédharge en bouffées par une activité
tonique. Les RD5 montrent une caractéristique fonaelle qui les différencie des autres
types de récepteurs a la dopamine : ils présenteatactivité constitutive importante en
absence de ligand. Il a été montré que la simpf@ession des RD5 dans un systeme
hétérologue accumule autant d’AMPc que la stimoiatile ces récepteurs par une dose
maximale de dopamine. L’activité intrinséque des 5Rprend donc une importance
particuliere dans le contexte de la maladie deiRswok. En effet, quand les symptémes de la
maladie apparaissent, la dégénérescence nigriquaégs avancée et le taux de dopamine
circulant est trés bas. On peut donc penser que&sne sont plus activés, alors méme que
I'activité des RD5 persiste. Dans ce contextealaacité a décharger en bouffées ne sera plus
réprimée mais au contraire favorisée. On peut almaginer que, comme dans d’autres
structures, l'activité en bouffées du NST pertukbdraitement de l'information au sein du

circuit moteur, contribuant ainsi a I'apparitionsdeymptdmes moteurs parkinsoniens.

Notre hypothése étant que I'activité intrinséqus B®5 contribue a I'émergence de la
décharge en bouffées des neurones du NST quarivekurde dopamine est bas. Nous avons
étudié I'effet de son inhibition, d’'une part surdacharge en bouffées des neurones du NST
dans un modéle animal de la maladie de Parkingotiaetre part sur les troubles moteurs
induits par la déplétion dopaminergique chez le mémdele. L'activité intrinséque des RD5

a été inhibée par un agoniste inverse-flupentixol (Martin et coll., 2001).

Dans un premier temps, des études de patch-ciamptro nous ont permis de
caractériser et de choisiraflupentixol comme agoniste inverse des RD5. Emtefil est
capable d’induire les effets opposés de ceux obderg de la stimulation de ces récepteurs

par un agoniste : diminution de la durée du podéérmiiateau et diminution du nombre de
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potentiel d’action dans le potentiel plateau, s#ifscter la fréquence de décharge spontanée
des neurones du NST.

D’autres part, nous avons également mis en évidgngee a des expériences de
GTPyS menéegx vivg que les RD5 du NST présentent une activité coist in vivo, et
gue celle-ci a été bloquée par l'injection locale-flupentixol. Le blocage de cette activité
intrinseque d'une part, améliore le comportementcoooteur d’animaux rendu
hémiparkinsonien par I'injection stéréotaxique d@BDA, et d’autre part réduit la tendance
des neurones du NST a décharger en bouffées, sigratysiopathologique de la maladie de
Parkinson.

De plus, linjection locale di-flupentixol normalise I'hyperactivité métabolique

obtenue chez le rat 6-OHDA au niveau du NST etadsNr.

Les résultats de cette étude démontrent pour laipre fois I'implication des RD5
dans la physiopathologie de la maladie de Parkim$ainsi ouvrent la voie a de nouvelles
approches thérapeutiques de la maladie, basédaitdlisation d’agents pharmacologiques

spécifiques.
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ABSTRACT

Dopamine D5 receptors are characterized by a hegititutive activity. This may contribute
to the emergence of burst firing in subthalamicroes, a pathological activity associated
with the motor symptoms in Parkinson's diseaseeHheg show that local injection of an
inverse agonist of D5 receptors into the subthatlamicleus strongly reduced the burst
discharge capacity of neuroms vitro and converted pathological burst firing into tgnic
single spike-firing in the rat model of the disedg®reover, the same treatment dramatically
alleviated motor impairment in this model and ndirgal metabolic hyperactivity in the
subthalamic nucleus and tls&bstantia nigra pars reticulatahe output structure of basal
ganglia. Our findings are the first to demonstrdte involvement of D5R in the
pathophysiology of Parkinson's disease. This nbt m@presents a major paradigm shift in our
understanding of the disease but also opens upamenues for therapeutic approaches based

on specific pharmacological agents.
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INTRODUCTION

Parkinson’s disease (PD) is a neurological disoctiaracterized by a gradual degeneration of
dopaminergic neurons in theubstantia nigra pars compact¢sNc), leading to marked
dopamine depletion in the striatum, the primaryjgution region', as well as extrastriatal
nuclei of the basal ganglia, including the subtimtanucleus (STNY. As a result, STN
neurons, which normally exhibit a tonic dischargdtgrn, become hyperactive and discharge
in bursts®®. It is not known whether this phenomenon playgw fole in parkinsonian motor
symptoms (akinesia, rigidity, and rest tremor). ldger, these symptoms are alleviated by
either STN ablatioff”’, high frequency electrical stimulatidri(, and local pharmacological
inhibition °*% In vitro electrophysiological studies have suggested tlatamhine D5
receptors (D5R), a subgroup of the D1 receptor lfamipressed in the STA which have
the unique property of high agonist-independentstiiutive activity***° contribute to the
emergence of burst firing in STN neurotfs”. Abnormal burst firing may interfere with
normal information processing within the basal diangs it does in other systertfs™® thus
exacerbating PD motor symptoms. We tested the hggsat that inhibiting the constitutive

activity of DSR using an inverse agonist depregbedburst firing of STN neurons, resulting

in an alleviation of motor impairment in the 6-hggydopamine rat model of PD.
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RESULTS

D5R inverse agonists weaken STN burst firingn vitro

A number of psychoactive drugs have been shownctoaa inverse agonists of
recombinant D5R*%?%?2 Fluphenazine, butaclamol, and flupenthixol exhthe greatest
affinity and specificity for D5R®. Burst firing in the STNn vitro is significantly potentiated
by D1 family receptor agonists. Potentiation inedVD5R, but not D1R, and results in both
an increased number of spikes in each burst amthget burst duration, with no change in
intraburst firing frequency®. Application of butaclamoland flupenthixol, but not
fluphenazine, to STN neurons in rat brain slicégoacentrations used on recombinant D5R
(2-2 uM), significantly modified the specific features of &ed bursts (Fig.1a,b), with partial
reversibility. Only flupenthixol acted as an inveragonist of D5R: it was the only drug to
significantly reduce mean burst duration as wellttes average number of spikes in each
burst, without any significant change in the intredt firing frequency. Burst duration was
reduced by 28 % (1.11 + 0.27 s to 0.79 £ 0.28=4,1, Wilcoxon matched pairs signed rank
test, p<0.0186) and the average number of spikes in evbkest by 33%, (1.11 + 0.27 to
0.79 £ 0.22 n=11, p<0.001), without any significant change in intrailfiring frequency (40
+ 5 Hz and 38 + 7 Hz; n=11, p>0.8311). Furtherma®,shown in figure 1c, depicting a
neuron that fired spontaneously in bursts in thetrob condition, flupenthixol application
resulted in an irregular discharge of action potéésitand burst firing resumed on wash. This

made flupenthixol the ideal drug for the followiagperiments.
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D5R in the STN display constitutive activity

In vitro experiments have shown that recombinant D5R exhibit constitutive
activity 1314, However, no data are available concerning the activated state of STN
D5R. We used a guanosine 5’(y-[3°S] thio)triphosphate (GTPy-5S) 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 GTPy-3°S 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 GTPy-3>S 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-anesthetizad (n=12) were used to test the

hypothesis that flupenthixol reduced the burst lthsge capacity of STN neuroms vivo.

Single unit recordings in the STN of dopamine-degaleats exhibited a higher percentage of

burst-firing neurons than sham-lesioned rats [53.@4/63 neuronsys 13.5% (8/59)].
Interestingly, local application of flupenthixol the STN turned the pathological burst-firing

activity into tonic, single-spike firing (n=6/6;°=8.00, p=0.0047), without any effect on
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regularly-discharging neurons (Fig. 3) (n=6¢6-0.00, p=1). No significant modification in
the firing rate was observed (F=0.59, p=0.71). Wpdnthixol also exerts a D2R antagonist
activity, we examined the effect of local injectioh raclopride on neuronal activity in the
STN (=12) of 12 urethane-anesthetized rats. Raclopridendt modify the firing rate
(F=0.77, p=0.83) or the firing pattern of any oé t6§TN neurons testeg@z(:0.00, p=1) (Fig.
3). Saline injection under the same conditions rihdl induce any change in the firing rate
(F=0.71, p=0.54) or pattern of STN neurogs=0.00, p=1).

Together, these results demonstrate that the imgfaitipenthixol on firing patterns was

mediated by D5R in the STN.

A D5 inverse agonist alleviates motor impairment

To test the hypothesis that flupenthixol reversedtam impairment induced by
dopamine depletion, we assessed the behavior ¢f male rats following intrasubthalamic
injection with flupenthixol or saline. The outcorné dopamine depletion by 6-OHDA and
flupenthixol treatment was assessed by analyzimgtapeous locomotor activity, using an
open field actimeter, and asymmetry in forelimb onatctivity, using the stepping test. These
motor behaviors were assessed 3 to 4 weeks afpandoe depletion. As previously shown
2425 dopamine depletion impaired locomotor activitgducing mean scores by 44% in
dopamine-depleted rats compared to sham-lesionieshEn(Mann-Whitney tes{p=0.0313).
Local flupenthixol injection (4pg in 200nl) sigreaintly improved locomotor activity, which
increased by 39%, in comparison with the measur&rfeliowing a saline injection on the
previous day (Fig. 4ay=19, Wilcoxon testp=0.0144). In a post-challenge test to verify that
this increase was due to flupenthixol injection,tlaé rats received a saline injection on the
next day and were re-exposed to the actimeter.yBwuge the saline vehicle was injected,

there was no significant difference between prad post-injection measurements(data not
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shown). Once again, in view of flupenthixol's D2Rtagonist activity, the effects of
raclopride, a selective D2R antagonist, on locomeictivity were investigated. Injecting
raclopride into the STN (4ug in 200nl) had no eff¢dg. 4a,n=15, p=0.7250), confirming

that the beneficial impact of flupenthixol was digeits action on D5R in the STN. In
agreement with previous studi€% unilateral dopamine depletion led to a 66% defici

contralateral paw use (8.86+0.49 ipsilateval 2.98+0.53 contralateral, Wilcoxon test,
p<0.0001, Figure 4b). Local injection of flupenthixoto the STN on the dopamine-depleted
side alleviated this asymmetry by 65.62+0.53% (20083vs5.76 + 1.03 Mann-Whitney test,
p=0.0137). Local flupenthixol application in the SThus alleviated the motor symptoms of

dopamine-depleted rats.

A D5 inverse agonist normalizes metabolic activity

The metabolic correlates of motor improvement wereestigated by measuring the
expression of cytochrome oxidase (COx), an endagenwarker for neuronal activiy®® in
the STN and its efferent structure, fherrs reticulata of substantia nigréhe principal output
structure of the basal ganglia in the ras previously reported®*, following dopamine
depletion by 6-OHDA in rats (n=4), the COx expresadevel in the STN (74.5%, p<0.0001)
and SNr (146.5%, p<0.0001) was significantly higtrean in sham-lesioned animals (n=4)
(Fig. 5). Furthermore, an increase in activity veédso observed in the Zona Incerta. This
abnormal hyperactive metabolism was normalized fpgcting flupenthixol into the STN,
using the same protocol applied to test motor biehatlupenthixol induced a significant
decrease in COx levels in the STN (78.6%, n=4 pats.0002) and SNr (151.2%, n=4 rats,
p=0.0028). Similar results were obtained in shanelesd animals (n=4 rats, STN, p=0.3828;
SNr, p=0.7193). These data show that the block&d@&a' N D5R constitutive activity reversed

metabolic hyperactivity generated by dopamine depian both the STN and SNr.
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DISCUSSION

Our results revealed the agonist-independent itotmg¢ activity of D5R in the STN
and demonstrated that it was blocked by flupenthiem inverse agonist. Constitutive
activity, the functional signature of D5R, has beeiggested to contribute to burst firing in
STN neuronsn vitro ***”. It was blocked by flupenthixol, resulting in @ltetion in the burst-
discharge capacity of STN neurons in rat braineslidnterestingly, in dopamine-depleted
rats, when flupenthixol was injected directly irttte STN, the pathological burst firing of
STN neurons became a tonic single-spike firing auhsequently, alleviated the subjects'
motor impairment, previously induced by dopaminpleon. As flupenthixol is not only an
inverse agonist of D5R, but also an antagonist2RR[the fact that intrasubthalamic injection
of raclopride, a selective D2R antagonist, had lestephysiological or behavioral effects,
ruled out the involvement of D2R. However, as DSRaisubtype of the D1R family, the
effects observed may be due to the action of flthpeol on D1R. This is not the case, as
D5R, but not D1R, potentiate burst firing in STNunens by modulating an L-type calcium
conductance'®. This is in agreement with the findings of the yorstudy usingin situ
hybridization for dopamine D1, D2, D3, and D5 recepmRNAs*?, which revealed that only
D5R mRNA was highly expressed in STN neurons. Sirlyi otherstudies have failed to

detect DIR mRNA in rat and human ST¥R¢*

Burst firing is a hallmark of PD. These experinserdgvealed that flupenthixol did not
modify the mean firing rate of STN neurons or thimd pattern of the tonically-discharging
neurons, but turned pathological burst-firing atgivinto tonic single-spike firing. These
results strongly support the involvement of D5Rha burst firing of STN neurons. In several

brain systems burst firing patterns have been shtaweontribute to enhanced synaptic
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neurotransmitter release, compared to tonic sisgike firing *>*". If this is the case in the

STN, the enhanced proportion of burst firing reearafter dopamine depletion may translate
into functional hyperactivity, expressed, for exdenpy an increase in COx expression levels
in the STN and its major efferent target, the SN Accordingly, in 6-OHDA-lesioned rats
COx expression levels in the STN and SNr increabadhatically compared with those of
sham-lesioned animals and flupenthixol normalized pathological metabolic hyperactivity
in these two major basal ganglia structures. Thiglfels the switch from pathological burst
firing to normal tonic firing, assumed to be respibie for the attenuation of parkinsonian

motor impairment.

Our findings are the first to demonstrate the imement of D5R in the pathophysiology
of PD due to their constitutive activity. Furthemapapplication of a D5R inverse agonist
attenuated motor impairment. This not only represem major paradigm shift in our
understanding of the pathophysiology of PD but @lpens 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
tired 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
GTPyS 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 brst firing activity of STN neurons

(a) Representative photomicrographs of the striafileft) and the pars compactaof
substantia nigraSNc, right) obtained by immunohistochemistry afosine hydroxylase of
brain slices from a dopamine-depleted rat. Noteditaenatic lesion of cell bodies in the SNc
and fibers in the striatum ipsilateral to the sid#jch received stereotactic injection of 6-
hydroxydopamine into the medial forebrain bundkeh) Representative examples of spike
trains recorded from STN neurons in sham-lesiongdatd 6-OHDA-lesioned rats before
(c,d) and after local injection of flupenthixol (i, e) or raclopride (Raclo, f). (g,h) Schematic
representation of the effects of flupenthixol (gyaclopride (h) on STN neurons discharging
in tonic single spike or burst firing. Note thatlprflupenthixol was able to turn the
pathological burst firing activity into a tonic gjie spike firing activity.
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Figure 4: Flupenthixol reduces motor disabilities in dopaminedepleted rats.

(&) Locomotor activity counts in sham-lesioned réts10, white bars), and 6-OHDA

unilaterally-lesioned rats before (black bars) amiter (grey bars) local injection of
flupenthixol (Flup,n=19) and raclopride (Racla)=15) into the STN (4ug/200nl). Only
flupenthixol improved locomotor activity of 6-OHDWesioned rats. (b) The asymmetry in
paw use was partially but significantly reversedlbgal injection of flupenthixol into the

STN (=10). Values are presented as the mean + s.e.px(0:05, ***: p<0.0001, ns: non

significant. Full and dashed lines: Mann-Whitneyd ahe Wilcoxon matched-pairs signed
ranks test, respectively.
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Figure 5: Flupenthixol normalizes the metabolic overactivityin the STN and SNr

(a,c) Representative photomicrographs of the métalaztivity revealed by cytochrome
oxidase staining in the STN (a) and SNr (c). (AN and SNr overactivity in dopamine
depleted rats (black bars), in comparison with skesioned animals (white bars), was
normalized by a flupenthixol (Flu) injection intbet STN (grey bar). Data represent mean +
s.e.m. of optical density values. **1<0.0001, **: p<0.001 ns: non significant. Scale bar:
250 um. Note that, in addition to the increasee@lley COx in the STN and SNr, the figure 5
shows an increased level of COx in #twna incerta(ZI) in agreement with a previous study
showing hyperactivity of ZI neurons in hemiparkingm rats'™.
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METHODS

Animals
Experiments were carried out dvistar rats (Charles River, L’Arberesle, France) accaydin
to published procedures and methdd§: The study received approval from the local

“Aquitaine et Poitou-Charente” Ethics Committee {@aux, France).

In vitro experiments

In vitro patch clampelectrophysiology was performed as previously deedr®®. As
fluphenazine (dihydrochloride salt), flupenthixaig-(z)flupenthixol dihydrochlorideand
butaclamol, ((+)-butaclamol hydrochloride, all sligg by Sigma, Saint Quentin Fallavier,
France) exert a D2 antagonist activity, the batlutem was supplemented with raclopride
(5uM), a pure D2 antagonist. Bursts were evoked e2€rg0 sec and their typical features
were measured off line throughout the recordingsidlly lasting 15-20 min), using pClamp
software (Molecular Devices, Foster City, CA). Tduntrol values were then calculated from
the average of the 6 evoked bursts preceding doplication, while the test values were the

mean of the 3 bursts before and after the burstisigothe maximum change.

EXx vivo experiments

GTPy-**S binding autoradiography. Agonist or antagoniteptor-stimulated GTHP°S
binding in the STN was measured by autoradiograpkypreviously describeéd*® Ex vivo
STN-containing brain coronal slices were incubate@TPy->°S (0.04 nM) at 25°C for 30
minutes, in the absence (basal conditions) or poes¢stimulated conditions) of the drugs
(SKF 38393, SCH 23390 or flupenthixol) at 6 difigreoncentrations. After exposure fio

radiation-sensitive film, relative GFP°S autoradiographic binding was materialized by
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optical density (OD) values in the STN, measuradguthe Mercator image analysis system
(ExploraNova, La Rochelle, FrancéjC standards were used to ascertain that all vakees

in a linear domain range.

In vivo experiments

Rats weighing 280-300 g received stereotaxic wsmiddtinjections of 6-OHDA (Sigma,
France) or its saline vehicle into the medial foa@ bundle 3-4 weeks before behavioral
testing and electrophysiological recordings, aviptesly described®. The effectiveness of
the 6-OHDA lesion was assessed using tyrosine kythse immunoreactivity, as previously
reported?®. To assess the behavioral effects of drug injaciito the STN, rats were
chronically implanted with guide cannulae (PhymBgris, France) using stereotaxy under
chloral-hydrate anesthesia (400 mg/kg, i.p., Sigmhag tip of the guide cannula was lowered

to 1 mm above the STN, according to the Paxinosvetatson brain atla®.

Cytochrome oxidase (COXx) histochemistry. The C@tolshemical reaction was quantified
using the metal-enhanced technique, as previowesgribed®®*® COx activity was analyzed
by densitometry, using the Mercator system, asipusly described®*’. Digital images of
each stained section were obtained and opticalitgewas measured on four consecutive

sections throughout the STN and SNr.

In vivo extracellular electrophysiologySingle-unit recordings were made in rats anesthetiz
with urethane (1.2 g/kg, i.p.), as previously repdf°*: A double-barreled pipette assembly,
similar to that described previousf{, wasused for STN neuronal activity recordings and
simultaneous locahicroinjection of the drugs. Basal firing of theunens was recorded for

20 minutes before drug injection to ascertain thabibty of discharge activity, then
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flupenthixol, raclopride, or the saline vehicle wenjected directly into the STN, using brief
pulses of pneumatic pressure (PicospritzerRbyston Herts, U.K.). In all experiments, a
total volume of 20 nl wamfused over 200 msec. Firing patterns were andlyrgEng the

method developed by Kaneoke and Vit&kas previously describé&

Behavioral assessmenEpontaneous locomotor activity was measured usiplgooelectric
actimeter (Actitrack, Bioseb, France), as previpuiscribed®*: Flupenthixol or raclopride
(4p0/200nl saline, Sigma) was then injected diyecatio the STN and locomotor activity was
measured again. A post challenge test of spontaniecomotor activity took place one day
after drug injection. The stepping t€§twas used to assess the asymmetry induced by a

unilateral lesion of the nigrostriatal pathway. Mes represent the number of adjusting steps.

Statistical analyses

Statistical analyses were carried out using Prisftware (GraphPad Software, San Diego,
CA). TheMann-Whitney and Wilcoxon matched-pairs signed saist were used to compare
behavioral and patch clamp data from different geoand the same animals before and after
treatment, respectively. Thmpaired t-test was used for COx histochemistry @G-S
data. For electrophysiological analysis, firingesatbefore and after drug injection were
compared using a one-way ANOVA with repeated messupllowed by the Dunnett’s test

(post-hoc), and the distribution of the firing [eatt was assessed using dest.
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Dans le but de faciliter I'utilisation thérapeutade la-flupentixol, nous avons testé
ses effets lorsqu’il est administré de facon sygi@m Cependant, les propriétés
d’antagoniste des RD2 dedflupentixol, qui font de se composé un antipsyithat typique,
utilisé classiquement en psychiatrie, nous ont ads@ observer des effets comportementaux
opposés a ceux attendus, c’est-a-dire un renfontedes désordres moteurs chez le rat 6-
OHDA, mais également I'apparition de ces méme tiemilchez le rat contréle. Nous nous
sommes alors intéressés aux mécanismes électrofggigues qui sous tendent les troubles
moteurs induits par l'utilisation d’antipsychotigjepuisque trés peu référencés dans la

littérature.

ll. Implication des ganglions de la base dans la nmfestation des
troubles moteurs induit par les antipsychotiques tgiques

1. Résumé

Les traitements de certains troubles psychiatriqpaesdes antipsychotiques (APD)
typiques sont accompagnés de troubles moteurs fenisr appelés syndromes
extrapyramidaux (EPS). lls se manifestent a coeriné par des états cataleptique et
hypokinetique, et induisent & long terme I'appantde dyskinésies tardives, essentiellement
orofaciales. Communément, ces troubles moteurstgdar I'utilisation d’APD typiques sont
gualifiés de « parkinson-like ». Cependant, les anéxnes électrophysiologiques qui sous-
tendent 'émergence d’EPS ne sont pas connus. aregligns de la base étant impliqués dans
le controle de l'acte moteur volontaire, et surtcétant le siege de modifications

électrophysiologiques importantes associées aublige moteurs de la maladie de Parkinson,

nous nous sommes intéressés a l'implication deensémble de structures sous-corticales
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dans la manifestation de effets secondaires cotiséauwn traitement aigu ou chronique par

des APD typique.

Dans un premier temps, nous avons étudier I'aétivélectrophysiologique de
'ensemble de structures des ganglions de la Bag@tum, GP, NST, et SNr) suite a une
injection systémique d-flupentixol. Cette substance est capable d’'induime catalepsie et
une hypokinésie chez le rat, matérialisant les El8its par les APD typiques. Nous avons
montré que I'administration par voie intra-péritalee de flupentixol (0.3 mg/kg) induit des
changements drastiques de I'activité électriqueaan du réseau des ganglions de la base. En
effet, nous avons observé une diminution de laueége de décharge des neurones du NST et
de la SNr, accompagnée d’'une désorganisation devité électrique au niveau de ces deux
noyaux. Par contre, une augmentation de la fréqudradécharge des neurones du GP sans
modification du mode de décharge a été observéenideau du striatum, d-flupentixol
n'induit aucune modification de l'activité spont@ndes neurones stiato-pallidaux et striato-
nigraux. Cette étude offre une vue d’ensemble ssirmhécanismes éléctrophysiologiques a
I'origine des effets secondaires extrapyramidawuits par les antipsychotiques, et souligne
le caractere fondamental de la désorganisatiotadevité électrique des ganglions de la base
dans les troubles moteurs. De plus, nous avonsrénqat la lésion du GP abolit a la fois la
catalepsie et les modifications électrophysiologgjobservées au niveau du NST induit par
I" a-flupentixol. De ce fait, nous en avons conclu gaenoyau occupe une place centrale dans
la mise en place de phénomenes physiopathologique$origine des syndromes

extrapyramidaux.

Ces effets secondaires moteurs associés aux teaiterpar des APD typiques sont

supposés étre di a leur propriété d'antagoniste RI2®. Afin de cibler de facon plus
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spécifigue les RD2, nous avons utilisé I'halopdriddmg/kg) dans deux conditions
expérimentales chez le rat: i) un traitement aguite a une seule injection, connu pour
induire une catalepsie et une hypokinésie et ii)traitement chronique par des injections
répétées sur 21 jours, connu pour induire les médsordres moteurs associés a la
manifestation de dyskinésies orofaciales. Nous saéuadié les effets de ces deux traitements
sur l'activité électrique des neurones du NST. Nauens montré que les deux types de
traitement n’'induisent aucune modification de &qgfrence de décharge des neurones du NST,
par contre changent de fagon identique le mode2dkratge de ces neurones. Un pourcentage
important de neurones décharge en bouffées osailat en comparaison avec le groupe
contrle. Cette étude montre que le NST est impligans la manifestation de troubles
moteurs de types catalepsie te hypokinésie, masdpas la mise en place des dyskinésies

tardives induites par un traitement chronique altpéridol.
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2. Article 2 :

Involvement of Basal Ganglia Network in Motor Disablities Induced by

Typical Antipsychotics.

Jonathan ChetriBérangere Ballion, Steeve Laquitaine, Paulinaipel, Stéphanie Morin,

Anne Taupignon, Bernard Bioulac, Christian E. Grégsdelhamid Benazzouz.

PL0S ONE 4(7): e6208. doi:10.1371/journal.pone.@086
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Abstract

Background: Clinical treatments with typical antipsychotic drugs (APDs} are accompanied by extrapyramidal motor side-
effects (EPS) such as hypokinesia and catalepsy. As little is known about electrophysiological substrates of such motor
disturbances, we investigated the effects of a typical APD, a-flupentixol, on the motor behavior and the neuronal activity of
the whole basal ganglia nuclei in the rat.

Methods and Findings: The motor behavior was examined by the open field actimeter and the neuronal activity of basal
ganglia nuclei was investigated using extracellular single unit recordings on urethane anesthetized rats. We show that «-
flupentixol induced EPS paralleled by a decrease in the firing rate and a disorganization of the firing pattern in both
substantia nigra pars reticulata (SNr) and subthalamic nucleus (STN). Furthermore, a-flupentixol induced an increase in the
firing rate of globus pallidus {GP) neurcns. In the striatum, we recorded two populations of medium spiny neurons (MSNs)
after their antidromic identification. At basal level, both striato-pallidal and striato-nigral MSNs were found to be unaffected
by a-flupentixol. However, during electrical cortico-striatal activation only striato-pallidal, but not striato-nigral, MSNs were
found to be inhibited by a-flupentixol. Together, our results suggest that the changes in STN and SNr neuronal activity are a
consequence of increased neuronal activity of globus pallidus {GP). Indeed, after selective GP lesion, «-flupentixol failed to
induce EPS and to alter STN neurcnal activity.

Conciusion: Our study reports strong evidence to show that hypokinesia and catalepsy induced by «-flupentixol are
triggered by dramatic changes occurring in basal ganglia network. We provide new insight into the key role of GP in the
pathophysiclogy of APD-induced EPS suggesting that the GP can be considered as a potential target for the treatment of
EPS.
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Introduction

Clinical treatments with typical antipsychotic drugs (APDs) are
accompanied by extrapyramidal motor side-effects (EPS). These
side-effects are supposed to be due to the dopaminergic antagonist
properties of APDs [1,2]. Accordingly, acute blockade of
dopamine transmission in rodent induce motor disturbances such
as hypokinesia and catalepsy. Most studies addressing possible sites
mediating EPS have been focused on the expression of immediate
early genes within the basal ganglia network [3,4], however, Little is
known about the relationship between EPS and the changes in
basal ganglia neuronal activity.

The basal ganglia comprise a group of highly interconnected
subcortical nuclei that are intimately involved in the control of
movement. The striatum represents the principal input structure
of the basal ganglia and the substantia nigra pars reticulate (SNr) and
the entopeduncular nucleus (the equivalent of the internal globus
pallidus in primate) constitute the major cutput structures of the

PLoS ONE | www.plosone.org

basal ganglia projecting to the thalamus and the brainstem.
According to the current model of basal ganglia functional
organigation [5,6], input and cutput structures are linked via a
monosynaptic direct pathway and a polysynaptic indirect pathway
that involves the globus pallidus (GP) and the subthalamic nucleus
(STN}. These two pathways arise from two different populations of
medium spiny neurcens (MiSNs) in the striatum (for review, [7]) [8].
The direct pathway is formed by GABAergic striate-nigral MSNs
expressing the peptides substance P, dynorphin, neurokinin A and
neurotensin and the indirect pathway is formed by GABAergic
striato-pallidal MSNs expressing enkephalin and neurokinin B.
These two direct and indirect pathways are differentially regulated
by dopamine through their respective expression of the excitatory
D1 and inhibitory D2 receptors.

Since typical APDs induce EPS and that the relationship
between these motor disabilities and changes in basal ganglia
neurcnal activity has not been clearly established, the present
study aimed to investgate the effects of a typical APD, o-
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flupentixol, upon (i) behavioral motor activity and catalepsy
measured by an open fleld and the bar test respectively, and (i)
extracellular single unit recordings of basal ganglia nuclei
including the GP, the STN, the SNr and antidromically identified
MSNs of the striatum.

Materials and Methods

Animals

Adult male Wistar rats, weighing 280 380 g were used for
behavieral and @ mue electrophysiclogical 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 fLbitum. All animal experiments were
carried out in accordance with the European Communities Council
Directive of 24 November 1986 (86/609/EEC).

Lesion of the globus pallidus

As previously described [9,10], rats were placed in a stereotaxic
frame (Kopf, Unimecanique, France) under chloral hydrate
anaesthesia (400 mg/kg, 1p., Sigma). Each animal received a
unilateral injection of 0.4 pl ibotenic acid (Sigma, 8 mg/ml in
sterile PBS) into the globus pallidus at coordinates | mm posterior
to bregma, 3 mm lateral to the midline, and 6.5 mm below the
skull acceording te the brain atlas of Paxines and Watson [11]. The
ihotenic acid injection was made over a 1 minute period of time
using a digital 10 ul Hamilton microsyringe. At the end of the
injecticn, the syringe needle was left in place for an additional 10
minutes and then withdrawn slowly to prevent reflux of the
solution.

Histological validation of the GP lesion. After completion
of experiments, fresh-frozen brains were cryostat-cut into coronal
20 um sections for further validation of the extent of lesion using
Cresyl violet staining, as previously described [9,10]. Only those
brains in which a total or subtotal lesion of GP was observed were
used for data analysis, whereas animals with lesion outside of the
GP were excluded from the study.

Drug

g-flupentixol  (2-[4-[3-[2-(triflucromethyljthicxanthen-9-ylide-
ne|propyl]piperazin-1-yljethanol} was purchased from Sigma
(Saint-Quentin Fallavier, France) and dissolved in NaCl 0.9%.
The dose of 0.3 mg/kg for intraperitoneal (1p.) injection of «-
flupentixol was selected on the basis of a detailed litterature search,
showing a significant effect on spontaneous motor activity in the
rat [12,13].

Evaluation of motor activity (Open-field)

Spontaneous horizontal motor activity, vertical activity (or
rearing) and stereotyped movements (grooming, washing, and
other movements with low amplitudes and independant of
locomotor activity) were measured using a photoelectric actimeter
[Actitrack, Panlab, S L., Barcelona, Spain}, as previcusly described
[14,15]. Briefly, the apparatus consisted of a transparent cage that
was connected to a photoelectric cell. Light beams detected
movement and the total motor activity of each rat was recorded.
All testings in the actimeter were done in an isolated room
between 8:00 a.m. and 1:00 p.m. The protocol consisted of three
phases:

(A) Habituation: spontaneous motor activity was recorded
during four consecutive days in two consecutive sessions of 10
minutes, 50 minutes after 1.p. injection of NaCl 0.9%. The first 10

. PLoS ONE | www.plosone.org

Typical APD and Basal Ganglia

minutes session was used to establish the daily habituation. Only
the motor activity recorded during the second session of 10
minutes was used for data analysis. Between-session habituation
was analysed by comparing behavior in the actimeter on day 3 s
that on day 4.

(B) Challenge: a-flupentixol (0.3 mg/ke, i.p.) was injected on
day 5, 50 minutes prior the mesurement of motor activity.

(C) Post-challenge: one day after ¢-flupentixol injection, the rats
were re-exposed to the actimeter 50 minutes after 1.p. injection of
NaCl 0.9%.

Statistical analyses were done using Prism (GraphPad Software,
San Diego, CA). Values (counts per 10 minutes) 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 every 20 minutes after drug injection for 180 minutes as
previously reported [16,17]. 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. For rats with ibotenic acid lesion of the GP, the catalepsy
tests were made 1 week after surgery.

Extracellular single unit recordings

Extracellular single-unit recordings were made in rats anesthe-
tized with urethane (1.2 g/kg, i.p.) as previously reported [15,18].
For rats with ibotenic acid lesion of the GP, recordings were made
two weeks after surgery. For all basal ganglia nuclei recordings
were made with single glass micropipette electrodes (impedance:
8 12 ML), aperture ~0.5 um), which were filled with 4%
Pontamine sky blue in 3 M NaCl, then placed into the right
target structure according to the coordinates given in the brain
atlas [11] {for GP, AP: —1 mm posterior to bregma, L: —3 mm
from the midline, I 5.7 7.3 mm from the dura; for STN, AP:
=38 mm, L —2.5 mm, D: 6.8 8.2 mm,; for SNr, AP: —5.3 mm,
L: =25 mm, D: 7.5 8.6 mm; for striatum, AP: +1.2 mm, L:
=3 mm, D: 3.5 55 mm) Extracellular neurcnal activity was
amplified, bandpass-filtered (300 3000 Hz) using a preamplifier
(Neurolog, Digitimer, UK), displayed on an oscilloscope, trans-
ferred ma a Powerlab interface (AD Instruments, Charlotte, NG,
USA) to a computer equipped with Chart 5 software (AD
Instruments, Charlotte, NC, USA)}. Only neuronal activity with a
signal-to-noise ratic >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. otlupentixol or NaCl 0.9% (used as control) was then
injected intraperitonealy. At the end of each session, the recording
site was marked by electrophoretic injection (Iso DAM 80, WPIL,
Hertfordshire, UK} of Pontamine sky blue through the micropi-
pette at a negative current of 20 uA for 7 minutes.

For recordings in the striatum, four types of neurons can be
identified. Tonically active neurons are characterized by their
unique, regularly spaced, spontaneous activity between 2 and
6 Hz. These neurons are presumed to be cholinergic interneurons.
Fast spiking GABA interneurons (FSI) are characterized by their
spike duration, which is briefer than that of all other striatal
neurons, and by the fact that they respond with brief burst of 2 to 5
action potentials to supra threshold cortical stimulation [19,20].
These two populations of striatal interneurons were not further
studied here. Our interest was focused on the two other
populations named medium spiny neurons (MSNs), which send
efferents to the GP and the SNr. Single MSNs were extracellularly
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recorded from the rostrolateral striatum in parallel with cortical
EEG recordings as previcusly described [20]. In urethane-
anesthetized rats the dominant cortical state exhibits a rhythmic
activity characterized by slow waves of large amplitude at a
frequency close to 1 Hz. Antidromic stimulation of the SNr was
used to identify MSNs [20]. Concentric bipolar electrodes (SNEX-
100, Rhodes Medical Instruments, Summerland, CA 93067, USA)
were implanted in the rostral pole of SNr (2.4 mm to medial line,
4.9 mm caudal to bregma and 8.0 below the cortical surface).
Striato-nigral neurons exhibited antidromic responses to SNr
stimulation according to the following criteria: (1) constant latency
of spike response, (2) all-or-none property of the spike response
when the strength of the stimulation was adjusted just above, or
just below, threshold, and (3) collision of the antidromic spikes with
orthodromic spikes. Because most striatal neurons are silent or
discharge at very low firing rate, the orthodromic spike required
for the collision test was evoked by cortical stimulation and the
SNr stimulation was triggered by the spike evoked by cortical
stimulation with a delay of 30 or 3 ms, alternately. M\SNs, which
did not exhibit the features of striatal interneurons and which did
not exhibit antidromic responses to SNr stimulation were qualified
as striato-pallidal neurons [19]. By using double labeling, these
authors have already shown that these MSNs express the mRINA
coding for ENK, a recognized feature of striato-pallidal neurons
[19]. In order to test the dynamic response of MSNs to cortical
input we used paired cortical stimulations at 100 ms intervals as
previously described [19].

In all experiments described here cortical EEG was continu-
cusly monitered to assert that the recorded animal was actually in
the slow wave state. If disruption of the slow waves spontaneously
occurred, the slow wave state was restored with additional ip.
ijection of urethane (15% of the initial dose). -flupentixol
(0.3 mg/kg) or saline were administered 1.p. only once per rat.

Validation of the recording sites. 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 20 m coronal
sections for further validation of the location of recording track into
the GP, STN and SNr as previously described [15,18]. To this aim,
acetylcholine esterase staining was used to contrast structures and
make more easy to determine the location of the Pontamine sky blue
dots marking the recording sites in each structure. 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 discriminater using a spike histogram program (AD
Instruments, Charlotte, NC, USA) and firing parameters (firing
rates and interspike intervals with a bin of 5 msec) were calculated
using Neuroexplorer program (AlphaOmega, Nazareth, Israel).
Firing patterns were analyzed using the method based on the
determination of density histogram developed by Kaneoke and
Vitek [21] as previously described [18,22]. The coefficient of
variation of the interspike interval, which determines the regularity
of neuronal firing, is defined as the ratio of the standard deviation
to the mean interspike interval For each parameter, the values
obtained before and after a-flupentixol injection were compared
using a one-way ANOVA with repeated measures followed by the
Dunnett’s test (post-hoc).

Results

Effects of a-flupentixol on motor activity and catalepsy
As previously reported [15], using an open fleld photoelectric
actimeter, the behavior of the animals was stable after three days,

. PLoS ONE | www.plosone.org
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indicating that the rats were habituated to their test environment.
Values are presented as mean of counts per 10 minutes*+S.EM.
Results reperted as “control” on figure 1 correspond to the
measure on day 4 after i.p. saline injection. &-flupentixol (0.3 mg/
kg) injection significantly decreased horizontal activity by 69%
(463.8924 wvs 147452255 in control), rearing by 75%
(13428 vs 53.0x£7.]1 in control) and sterectypy by 49%
(7026624 vs 1388.0+172.8 in control) in comparison with
control saline injection performed on day 4 (Wilcoxon test,
p<0.01, »=10). A post-challenge test was performed on day 6
after Lp. saline injection to confirm the specific effect of o-
flupentixol. No significant difference was cbserved in comparisen
with the motor activity measured on day 4 after saline injection
(Fig. 1A C) confirming that the metor activity returned to the
basal level.

The cataleptic effect of a-flupentixol injection was measured
using the bar test. Catalepsy started 60 minutes after i.p. injection
of a-flupentixol (3.6+3.1 sec descent latency) and was maximal
180 minutes after (48.6+10.1 sec descent latency) (Fig. 1D).

Effects of a-flupentixol on SNr neuronal activity

As the SNr represents the major cutput structure of the basal
ganglia in the rat, playing a key role in the motor control, we
determined whether systemic administration of o-flupentixol
induced changes in its neuronal activity (n= 14 neurons in 14
rats). The spontaneous firing rate of SNr neurons ranged from
7.3 to 31.3 spikes/sec with a mean of 23.822.0 spikes/sec. o-
flupentixol induced a significant decrease in the firing rate
[F=4.73, p<<0.0001] (=55.7+12.5%, at 85 minutes, p=0.05) of
the majority of SNr neurons (n=10/14) (Fig. 2 and 3). This
effect occurred 60 minutes after the injection and no recovery to
the basal level was observed (Fig. 2A and 2B). The four other
neurons did not show any modification of their firing activity
after w-flupentixol injection. As shown in figure 2C, coefficient
of variance of the intespike intervals (IS} significandy increased
after ip. injection of o-flupentixol [F=2.79, #=0.004]
(308.854.0% at 75 minutes, #<C0.05) traducing a disorganiza-
tion of the firing pattern of SNr neurons (Fig. 3A and 3B}, which
was maintained for more than 2 hours. This abnormal pattern
of SNr neurcns was confirmed by the Kaneoke and Vitek
method based on the analysis of the ISI (Fig. 3C and 3D) and
the density (Fig. 3E and 3F) histograms, which showed clear
differences before and after «-flupentixol injection in all the 10
neurons.

Effects of a-flupentixol on STN neurconal activity

The STN, which is the only glutamatergic nucleus of the basal
ganglia network, is considered as a driving force exerting an
excitatory tonic influence on the SNr. The spentaneous firing rate
of STN neurons ranged from 11.7 to 16.9 spikes/sec with a mean
of 14.6+1.9 spikes/sec. Responses of STN neurons to o
flupentixol are shown in figures 4 and 5. As for the SNr, similar
changes were recorded in the STN. o-flupentixol injection
(0.3 mg/kg, ip.) provoked a clear inhibitory effect in STN
neurons [F=4.68, $<0.0001]. All neurons (r=9/9, n=9 rats)
showed a significant decrease in their firing rate (—47.0+5.8%, at
75 minutes, $<0.05) with a maximal effect at 115 minutes
(—75.5%8.9%, #<0.01). This effect occurred 60 minutes after the
injection and no complete recovery to the basal level was cbserved
(Fig. 4A and 4B). All neurens showed a significant increase of the
coefficient of varlance of the ISI [F=2388, #=0.002]
(192.9228.1% at 100 minutes, p<0.05, n =9) suggesting that o-
flupentixol induced a disorganization of the firing pattern of STIN
neurens (Fig. 4C and Fig. 5A and 5B). This was confirmed by the
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Figure 1. e-flupentixel induces hypomotor activity and catalepsy. (A-C} Histograms illustrating the scored moetor activity recorded during
the second 10 minutes session fifty minutes after the injection of saline {control) or e-flupentixcl (0.3 mg/kg} or saline on day 4, 5 and 6 respectively.
Note that c-flupentixol induced a significant decrease of the scored horizontal activity (A}, vertical activity (B} and stereotypic movements {C} in
comparison with controls {n = 10 rats} (Wilcoxon test, **p<20.01}. Mo significant difference was observed after saline injection on day 6 in comparison
with contrals {Wilcoxon test, ns: no-significant, p> 0.05}. {D) Histogram displaying the evolution of catale psy induced by the injection of a-flupentixol.
Measurement of the latency from paw placement until the first complete removal of one paw from the bar during the catalepsy test. Values are
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doi:10.1371/journal.pone.0006 208.g001
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example of a firing rate histogram showing the inhibitory effect of a-flupentixol on SNy neuronal activity. (B} s-flupentixol decreases the firing rate of
the majority of SNy neurons tested (n=10/14), and {C} increases the coefficient of variance of the interspike interval (IS} (One-way AMOVA with
repeated measures followed by the Dunnett’s test, *p=0.05). Arrows indicate the time at which s-flupentixol was administred.
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Kaneoke and Vitek method based on the analysis of the ISI
(Fig. 50 and 5D) and the density (Fig. 5E and 5F) histograms,
which showed clear differences hefore and after w-flupentixol

injection.

. PLoS ONE | www.plosone.org

We suspected that the changes in SNr and STN neuronal
activities originated at an upstream location. As a part of the
indirect pathway, GP exerts a tonic inhibitory influence on both
STN and SNr.
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Figure 3. e-flupentixol alters the firing patterns of substantia nigra pars reffcidata neurons. (A and B} Sections of extracellular recordings
of action potentials, before and after injection respectively, showing that s-flupentixol reduced the firing rate and made the pattern irregular. {C and
D} Interspike interval histograms, (E and F} density histograms, respectively before and after s-flupentixol injection confirming the disorganization of

the firing pattem induced by a-flupentixcl in the same neuron.
doi:10.1371/journal pone 00062089003

Effects of a-flupentixol on GP neuronal activity

The spontaneous firing rate of GP neurons ranged from 9.7
to 24.1 spikes/sec. with a mean of 13.4+2.1 spikes/sec.
Responses of GP neurens to a-flupentixol are shown in
figure 6 and 7. o-flupentixcl injection (1.3 mg/ke) induced a
clear excitatory effect on GP neurons [F=4.08, £=0.0003)
(Fig. 6 and 7). All of the tested neurcns (r=9%/9, n=9 rats)
showed a significant increase in their firing rate (+50.4+10.5%
at 65 minutes, p<1.05) in comparison with the basal level. The
effect was maintained for more than twe hours (Fig. 6A-B). No
change in the coefficient of variance of the ISI was observed
[F=0.20, p=0.99] (Fig. 6C) showing that the regularity of the

. PLoS ONE | www.plosonecrg

pattern wag not altered (Fig.7A and 7B). This result was
confirmed by the Kaneoke and Vitek method based on the
analysis of the IS (Fig. 7C and 7D} and the density [Fig. 7E and
7E) histegrams, which showed ne differences before and after o-
flupentixol injection.

Effects of a-flupentixcl on MSNs of the striatum

Since the GP receives GABAergic afferents from striato-pallidal
MSNs of the striatum and that another neuronal subset, the
striato-nigral MSNs, projects to the SNr, we recorded these two
populations after their antidromic identification as previously
reported [19]. Six neurons (n=6 rats) were identified as striato-
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Figure 4. ¢-flupentixol induces changes of electrical activity of subthalamic nucleus neurons. (A} A representative example of a firing rate
histogram showing the inhibitory effect of e-flupentixol on STN neuronal activity. (B} s-flupentixol decreases the firing rate of all STM neurons tested
tn=9/9), and {C} increases the coefficient of variance of the interspike interval {15} {One-way AMOVA with repeated measures followed by the
Dunnett’s test, *p<<0.05, *p=0.01}. Ariows indicate the time at which s-flupentixol was administred.

doi:10.1371/journal. pone.0006 208.g004

. PLoS ONE | wwe.plosonecrg 7 July 2009 | Volume 4 | Issue 7 | e6208

130



Résultats

Before injection
A Spike tram

il

C Interspike Interval Histogram

2000}
1500}
1000
500

() I —

Counts/bin

) 100 120 140
Tlrne {msec)

E Density Histogram

0.9 -

0.6

0.3 -
o

] 1 2
Discharge density

Frequency of intervals

Typical APD and Basal Ganglia

After injection

T

180

120

100 150 200 250
Time (msec)

300 350

0.9 4

0.6 4

| | .

Dqscharge denstty
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Interspike interval histograms, {E and F} density histograms, respectively before and after a-flupentixol injection confirming the disorganization of the

firing pattem induced by u-flupentixcl in the same neuron.
doi:10.1371journal. pone.0006208.g005

nigral MSNs by antidremic activation of the SNr (Fig. 84). Seven
other MBNs (n=7 ratg) that did not exhibit an antidromic
response to SNr stimulation were not clagsified ag interneurons
and were identified as striato-pallidal MSNs. Responses to o-
flupentixol were recorded between 40 and 120 minutes after Lp.
injection. o-flupentixol did not induce any significant change in
the spontancous firing rate of striato-pallidal M3Ns [F=0.28,
p=0.76, n=46, Fig. 8B left) nor of striato-nigral M3Ns (F= 0.66,
p=053 n=7, Fig. 8C left) As most of MENg are silent or
discharge at very low firing rate, (this can explain the high level of
error bars of the firing rate histograms) the effect of w-flupentixol
wasg studied on the responses evoked by cortical stimulations. o-

PLoS ONE | www.plosoneorg

flupentixel (0.3 mg/ke) decreased the spike responses evoked in
striato-pallidal MSNs by the second pulse of paired cortical
stimulations (p=0.031, Fig. 8B middle). Indeed, the stimulating
current required to evoke a spike regponse with a 50% probability
wag significantly increased after a-flupentixol injection (p = 0.031,
Fig. 8B right). Regarding the striato-nigral M8Ns, neither the
spike response evoked by cortical stimulations, nor the stimulating
current to evoke a spike responge with a 50% probability wasg
modified (p = 0.437 and p= 0.843 respectively, Fig. 8C middle and
right respectively).

Together, our elecrophysiclogical data show that the indirect
pathway, but not the direct pathway, i3 suspected to play an
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Figure 6. o-flupentixol induces changes of electrical activity of globus pallidus neurons. (A} A representative example of a firing rate
histogram showing the excitatory effect of u-flupentixol on GP neuronal activity. (B} a-flupentixol increases the firing rate of all GP neurons tested
{n =9/9), without any modification of the coefficient of variance of the interspike interval {ISI} {C} {One-way ANOVA with repeated measures followed
by the Dunnett's test, *p<<0.05}. Arrows indicate the time at which a-flupentixol was administred.

doi:10.1371/journal.pone.0006208.g006

important role in the manifestation of EPS induced by o Effects of GP lesion on a-flupentixol-induced catalepsy
flupentixel. To test this hypothesis, we investigated the effect of and changes in STN neuronal activity

selective ibotenic acid lesion of the GP, which ig a relay structure in Cresyl viclet staining of coronal sections allowed us to determine
the indirect pathway on o-flupentixol-induced catalepsy and the extent of ibotenic acid lesion of GP and only rats with a total or
changes in 3TN neuronal activity. subtotal lesion of the nucleus (Fig. SA and 9B) were selected for the
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doi:10.1371/journal. pone.0006 208.g007

analysis of behavioral and electrophysiological data. The Bar test
measurements showed that after selective botenic acid lesions of
the GP, w-flupentixel (L3 mg/ky) failed to induce catalepsy
(n=9 rats) (Fig. 8C). In these animals, the spontaneous firing
rate of TN neurons ranged from 10.3 to 38.9 spikes/sec with a
mean of 19.8+4.1 spikes/sec (n=6, in six rats). a-flupentixol
(.3 mg/ke) did not induce any change in the firing rate
[F=0.68, p=0.77] (Fig. SD) nor in the firing patterns of 3TN
neurgns as shown by the coefficient of variance of the ISI
[F=2.50, p=0.41] (Fig. 9E).

. PLoS OME | wwwr.plosoneorg

Discussion

The present study reports for the first time important
experimental evidence for a key role of the basal ganglia network
in the manifestation of EPS induced by typical AFDs. Indeed, the
hypoactivity accompanied by irregular discharge patterns record-
ed in the TN and the SNr appears to be a specific consequence of
increased neuronal activity within the globus pallidus, suggesting
that the indirect pathway, but not the direct pathway, plays an
mmpaortant rele in the motor effects of a-flupentixol.
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Figure 8. Responses of identified striatal MSNs to o-flupentixol. (A} Electrophysiological identification of striato-nigral neurons. Example of a
collision test used to identify a striato-nigral neuron by antidromic activation of the SMr. The SMr stimulation {SNr} was triggered by an orthodromic
spike evoked by cortical stimulation (Cx} either with a delay of 30 ms {no collision} or with a delay of 3 ms leading to collision of both spikes. (B} and
{C} Responses of stiiato-pallidal {n =7} and striato-nigral cells {n =6} respectively. The left pannel histograms show the spontaneous activity of MSNs,
whereas midle and right pannel represent repectively the spike propability response at a fixed cortical stimulating current and the stimulating current
required to evoke a spike response with a 50% probability, both, before and after c-flupentixol injection. Note that «-flupentixol did not induce any
significant change in the spontaneous firing rate of striato-pallidal MSMs {One way ANOVA, F=0.28 p =076} nor of striato-nigral MSNs {One way
ANOVA, F = 0,68, p = 0.53). However, striato-pallidal MSNs were less responsive to cortical stimulations {p = 0.031} and the stimulating current required
to evoke a spike response with a 50% probability was significantly increased after w-flupentixol injection (p=0.031}. Bar histograms indicate
mean*5.EM, *p<0.05, ns: non-significant.
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Figure 5. Globus pallidus lesion prevents e-flupentixelinduced catalepsy and changes in the neuronal activity of STN neurons. (A
and B} Photomicrographs of the globus pallidus showing the control side (A} and the side which received ibotenic acid injection-induced cell death
(B, lesioned side). Scale bar: 50 . {C} Histogram illustrating 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 testing (n = 9}. Mote that ibotenic acid lesion of the globus pallidus prevents s-flupentixol-
induced catalepsy. {0 and E} Curves illustrating the evolution of the firing rate {D} and the coefficient of variance {E} after the injection of a-flupentixol
{arrow} in rats {n =6} with ibotenic acid lesion of the globus pallidus. Mote that this lesion prevented the alteration of the two electrophysiological
parameters {One-way ANOVA with repeated measures, p>>0.05). Values are presented as the mean®=5.EM.

doi:10.1371/jouwrnal pone. 0006 208.g009

u-flupentixol induced catalepsy measured by the bar test with a
decrease in the motor activity parameters measured by the open
field actimeter. These results confirm the ability of this APD 1o
induce EPS in the rat in agreement with previous reports using o-
flupentizol [13] or other typical APDs such as haloperidol [23],
raclopride [24,25] and sulpiride [26]. Several studies suggested
that typical APDs have a high EPS liability because they generally
induce a more pronounced dopamine D2 receptor cccupancy
than atypical APDs [27-31]. Indeed, haloperidol does not induce
catalepsy in D2 knockout mice [32], demonstrating that EPS are
specifically due to the blockade of D2 receptors. In line with this,
#-flupentixol has been shown to have a higher affinity for D2 than
D1 receptors in o [33].

According te the proposed anatemo-functional medel of the
motor circuit [5], the blockade of dopamine receptors, which
mimics the nigro-sriatal denervation in animal models of

'_'l.: PLoS ONE | wwwi.plosone.org

Parkinson’s disease, should result in similar changes in basal ganglia
network function, Le. hyperactivity associated with bursty activity in
the major output structure of basal ganglia, the SNr [34-36]. This
hyperactivity has been interpreted as a result of reduced inhibitory
input from the striatum via the direct pathway implicating D1
receptors and a release of the inhibitory input from the striatum to
the GP via D2 receptors of the indirect pathway [5,8,19,37]. The
decrease in neuronal activity of GP newrons, in turn, induces a
disinhibition of 8TIN neurens becoming overactive, and conse-
cquently spreads this hyperactivity to SNr neurons. Surprisingly, our
electrophysiological findings show that the cascade of changes
recorded in different nuclei of the bagal ganglia network after the
adminigtration of sflupentizol is digimilar to those previeusly
found in animal medels of parkinsonism.

We show that e-flupentixel did net induce an increage but a
dramatic decrease in the firing rate of SNr neurons, which wag
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accompanied by a switch from regular te irregular firing patterns
as determined by the coefficient of variance of the 18I and also by
the Kanecke and Vitek method [21]. As the striatum constitutes
the major input structure of the basal ganglia network, we
recorded the spontanecus activity of identified MSNs at the origin
of the direct pathway connecting the striatum to the SNr. Our
results show that o-flupentixol was unable to induce any significant
change in the spontaneous activity of these identified striato-nigral
MSNs and even with cortical stimulations no change in the evoked
response was observed. Indeed, it s unlikely that the direct
pathway is the origin of changes observed in the SNr. However, in
the STN, which is a part of the indirect pathway and at the same
time a major excitatory afferent component of the SNr, o-
flupentixol induced a dramatic decrease in the firing rate with a
disorganization of the firing pattern similar to those recorded in
the SNr. From these results, and in accordance with the
glutamatergic nature of STN-SNr transmission responsible for
the tonic discharge of SNr neurons (for review, [38]), we can
postulate that the decrease in the firing rate of STN neurons could
result in a deactivation of SNr neurons with a propagation of
irregular discharge patterns. This fit with the results of a previous
study, which showed that pharmacological blockade of STN
neuronal activity resulted in a marked reduction in SNr firing [39].
Moreover, we add evidence that the changes in STN neuronal
activity could originate in the GP as we show that «-flupentixol
induced an increase in the firing rate of GP neurcns. It is well
known that STN neurons receive inhibitory GABAergic afferents
from the GP [40,41] and that the increase in the activity of GP
neurons could result in an increase of GABA release in this
nucleus. These results represent additional evidence for neurolep-
tic-induced increase of the GP neuronal activity in agreement with
other studies using quantitative i sitx hybridization of GADg;
mRNA expression, which is an index of GABAergic activity [42].
The firing rate increase of GP neurons can be alse implicated in
the decreased neuronal activity recorded in the SNr, since neurons
of this nucleus receive dense GABAergic inputs from GP [43],
which converge with subthalamoe-nigral terminals on the same
SNr neurons [44].

While considering how a-flupentixol influences GP activity, it is
impossible to ignore the contribution of striatal MSNs. GP
neurons receive inhibitory input from striatal MSSNs expressing D2
receptors [5,8,37]. However, our electrophysiological results show
that ¢-flupentixol did not induce any significant change in the
spontaneons activity of striato-pallidal MSNs. Nevertheless, during
cortical activation the decrease of the evoked response of striato-
pallidal MSNs after the injection of a-flupentixol can reinforce the
disinhibition of GP neuronal activity. Thus, at basal conditions,
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the possible mechanism could be mediated by the direct alteration
of dopamine transmission in GP as its neurcns express mostly D2
receptors [45]. In agreement with this hypothesis, previous studies
have shown that systemic administration of D2 antagonists
induced Fos expression, the protein product of the immediate
early gene ¢-fos, in the GP by its direct action within GP and not
within the striatum [3,4,46]. Moreover, dopamine transmission
within the GP has been shown te be necessary to achieve motor
control. Bilateral blockade of dopamine transmission into the GP
induced akinesia and catalepsy [26,47]. However, the infusion of
dopamine in the same nuclens caused improvement of motor
deficits in hemiparkinsenian rats [48].

Together, our results suggest that EPSs are correlated with
changes in two major structures of the basal ganglia network, the
STN and SNr and that these changes may be a consequence of the
increased firing rate of GP neurons. This hypothesis was
confirmed by our data showing that after selective ibotenic acid
lesions of the GP, a-flupentixol failed to induce catalepsy and
concomitantly any changes in subthalamic neuronal activity
demonstrating the key role of the indirect pathway in the
manifestation of EPS. These results are in line with previous
studies showing that inactivation of the GP can elicit motor
activation or reverse motor hypoactivity. Indeed, GP lesions have
been shown to abolish neuroleptic-induced catalepsy [49 51].

In conclusion our results emphasize the key role of changes
occurring in basal ganglia network implicated in the manifestation
of EPS induced by a typical APD, demonstrating that hypolinesia
and catalepsy-induced by ¢-flupentixcl are clearly associated with
hypoactivity and abnormal irregular patterns of STN and SNr
neurons. The changes observed in these two nuclel are not
mediated by MSNs of the striatum. Moreover, our study provides
new insight into the role of GP, which is a key structure of the
indirect pathway, in the pathophysiology of APD-induced EPS
and that GP can be ceonsidered as a potential target for the
treatment of EPS.
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ABSTRACT

Typical antipsychotic drugs (APDs), are used exteig to treat psychotic disorders but,
long-term treatment is counterbalanced by the ptgd the APDs to induce extrapyramidal
side-effects (EPS) such as catalepsy/hypokinesid tandive dyskinesia (TD). The
subthalamic nucleus (STN) has been shown to pkayaole in the motor control but little is
known about its implication in the pathophysiologly EPS. The present study aimed to
investigate whether the STN is involved in the nfestation of motor disabilities induced by
acute and chronic treatments with a typical APDoperidol. Effects of these two treatments
was studied upon (i) behavioral motor activity aradalepsy measured by an open field and
the bar test respectively and (ii) STN neuronaivagtusing extracellular recordinga vivo.

We show that acute as well as chronic treatmert naloperidol (1 m/kg) induced catalepsy
and hypokinesia and that only repeated injectiohf&aboperidol during 21 days induced
tardive orofacial dyskinesia. Electrophysiologicdta show that both acute and chronic
haloperidol treatments induced a significant inseean the number of STN neurons
discharging with bursts and prominent oscillatanng in the 0.5-2 Hz range. Importantly,
this oscillatory pattern was not accompanied byngea in the firing rate in comparison with
controls. Our study reports evidence to show tatdlepsy and hypokinesia induced by acute
as well as chronic treatment with haloperidol aiggered by oscillatory burst firing of STN

neurons and that this pattern of discharge iselated to the manifestation of oral dyskinesia.
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INTRODUCTION

Typical antipsychotic drugs (APDs), are used extemg to treat psychotic disorders but,

long-term treatment is counterbalanced by the ptgd the APDs to induce extrapyramidal
side-effects (EPS) such as catalepsy/hypokinesiaamdive dyskinesia (TD) (Browne et al.,

1996). TD is an iatrogenic syndrome of persistebhoamal involuntary movements,

characterized by repetitive, stereotyped, choretaith movements of the oro-buccal-lingual-
facial musculature, though other parts of the body also be affected (e.g. limbs, trunk) (for
review see (Kane, 1995). Although their pathophgsjp is not well understood, catalepsy
and TD may have some mechanisms in common withingokism and levodopa-induced
dyskinesia related to dysfunctions in basal ganglieuitry. Furthermore, acute injection of
D1 or D2 antagonists as well as D1/D2 antagonistshe rat are well known to induce

catalepsy and hypokinesia without dyskinesia (Degbsl., 2005; Chetrit et al., 2009).

However, in addition to catalepsy and hypokinesang term treatment leads to the
development of TD in the rat (Bishnoi et al., 20@8)d monkey (Crossman et al., 1984;
Stoessl and Rajakumar, 1996). As very little infation is available on the neuronal
correlates of motor side effects induced by APDsg@» et al., 2005; Chetrit et al., 2009), it
IS necessary to investigate the changes in basgjliganuclei 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-HTxc 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 280-38Weye used for behaviorah
vivo electrophysiological and histochemical experimeisimals were provided by the
“Centre d'Elevage Depré” (Saint Doulchard, Frarase) arrived at least one week before use.
They were housed five per cage under artificialdtioons of light (light/dark cycle, light on
at 7:00 a.m.), temperature (24°C), and humidity%#with food and water availablad
libitum. All animal experiments were carried out in acemrck with the European

Communities Council Directive of 24 November 1986/609/EEC).

Chronic treatment with antipsychotic.

During 21 days, which is the necessary time regbtd induce orofacial dyskinesia in
rats, animals received chronically haloperidol (f/kg, Haldol®, Janssen-Cilag, Neuss,
Germany). Haloperidol was diluted in isotonic saliand injections were given i.p. in a
volume of 0.25 ml/100 g body weight. All solutionre freshly prepared before injection.
Orofacial dyskinesia were monitored each days lagipy rats in individual cages just after
daily injections and observing its abnormal oraoddanovements as previously described

(ref).

Evaluation of motor activity (Open-field actimeter)

Spontaneous horizontal locomotion, vertical attivfor rearing) and stereotyped
movements were measured using a photoelectric etetim(Actitrack, Panlab, S.L.,
Barcelona, Spain), as previously described (Dulatva., 1999; Belujon et al., 2007; Chetrit
et al., 2009). Briefly, the apparatus consistedch dfansparent cage that was connected to a

photoelectric cell. Light beams detected movemadtthe total locomotor activity of each rat
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were recorded over two sessions of 10 minutes dagh All testing in the actimeter were
done in an isolated room between 8:00 a.m. and f:00 Spontaneous locomotor activity
was recorded during four consecutive days (daysZltdnes 10 minutes each) in which rats
were habituated to manipulation by the experimenitre first session of 10 minutes was
considered as the daily habituation. Only the loctumactivity recorded during the second
session of 10 minutes on day 4 was used for datlysas. Rats received injection 20 minutes

prior the placement in the actimeter.

Statistical analyses were done using Prism (GraphBoftware, San Diego, CA).

Values were compared using iMcoxon matched-pairs signed ranks test.

Evaluation of catalepsy scores (bar test)

The standard bar test was used to determine thesity of catalepsy 40 minutes after
drug injection as previously reported (Sanbergl.etl@84; Chetrit et al., 2009). Both of the
rat's forepaws were placed on a horizontal bamiéi@r, 0.7 cm), which was 9 cm above the
surface. We recorded the time from placing thegdaves to the first complete removal of one
of them from the support bar with a cutoff time I#0 seconds, which is termed here as

descent latency.

Extracellular recordings

Extracellular single-unit recordings were madeats anesthetized with urethane (1.2
g/kg, i.p.) as previously reported (Tai et al., 20Belujon et al., 2007; Chetrit et al., 2009),
one day after the arrest of haloperidol treatmdfttracellular neuronal activity was
amplified, bandpass-filtered (300-3000 Hz) usingreamplifier (Neurolog, Digitimer, UK),

displayed on an oscilloscope, transfervesda Powerlab interface (AD Instruments, Charlotte,
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NC, USA) to a computer equipped with Chart 5 sofavgAD Instruments, Charlotte, NC,
USA). Only neuronal activity with a signal-to-noisatio > 3:1 was recorded and used for
further investigation. Basal firing of neurons weecorded for 20 minutes before drug
injection to ascertain the stability of the disd®activity. The last recording site was marked
by electrophoretic injection (Iso DAM 80, WPI, Herdshire, UK) of Pontamine sky blue
through the micropipette at a negative current@iuA for 7 minutes. After completion of
experiments, animals were sacrificed by an overdbseethane, the brains removed, frozen
in isopentane at —45 °C and stored at —80 °C. Hregkn brains were cryostat-cut into
coronal 20 um sections for further validation of tbcation of recording track into the STN
as previously described (Tai et al., 2003; Belugbral., 2007; Chetrit et al., 2009). To this
aim, acetylcholine esterase staining was used tdrast structures and make easier the
location of the Pontamine sky blue dots marking rteeording sites. Only those brains in
which the location of the Pontamine sky blue doswkearly visible in the target structure

were used for data analysis.

Data analysis

The activity of each neuron was analyzed with ikespliscriminator using a spike
histogram program (AD Instruments, Charlotte, NGA)Y and firing parameters (firing rates,
interspike intervals and power spectra oscillatilequency) were calculated using
Neuroexplorer program (AlphaOmega, Nazareth, Isréaerspike interval, autocorrelogram
and power spectra histograms were constructed tisengame program. Firing patterns were
analyzed using the method developed by (Kaneokevae#, 1996) as previously described

(Boraud et al., 1998; Tai et al., 2003).
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RESULTS

Effects of acute haloperidol injection on locomotomactivity

As previously reported (Belujon et al., 2007; Chedt al., 2009), using an open field
photoelectric actimeter, the behavior of the angnaas stable after three days habituation,
indicating that the rats were accommodated to tiesirenvironment. Values are presented as
mean of counts per 10 minutes + S.E.M. Resultsrtegas “control” on figure 1 correspond
to the measure on day 4 after intraperitoneal sahjection. Multicomparisons between the
three groupsn=8) show a significant difference for the threegmaeters (one way ANOVA,
F=21.01, p<0.0001 for horizontal movements; F=20.0380.0001 for rearing; F=20.60,
p<0.0001 for stereotypy). Acute injection of halogel (1 mg/kg) significantly decreased
horizontal activity by 96.3% (42.7 £ 18.4 vs 11740189.3 in control, Dunnett's test,
p<0.01), rearing by 98.8% (0.3 + 0.2 vs 33.5 £ M9control,p<0.01) and stereotypy by
77.3% (261.0 £ 59.1 vs 1551.0 £ 135.0 in contpel).01). A post-challenge test on day 6, in
which haloperidol was replaced by saline vehiclevs that the same parameters are still
affected without any return to the basal level.a®eé to control values, horizontal activity
(532.8 £ 116.3) decreased by 54.6p«{.01), rearing (11.5 + 4.2) by 45.4%<(0.01) and
stereotypy (846.8 £ 185.3) by 77.3%<(.01).

The same rats (n=8) were used for the bar testdasare the cataleptic effect of
haloperidol. When placed on the bar, control ratssed from their awkward position. In
contrast, 40 minutes after systemic acute injectibhaloperidol a dramatic cataleptic state
was observed. The rats maintained their positiorthenbar with a mean of 22.1 £+ 45 s
(descent latency) and this cataleptic state perbsiste day after (10.8 = 3.5 s descent latency)

even without any additional injection of halopetid&ig. 1B). Statistical test showed a
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significant difference in comparison with controblwes (one way ANOVA, F=18.31,

p<0.0001).

Effects of chronic haloperidol injections on locomtor activity

All animals =9) developed orofacial dyskinesia 18 to 20 daysrdhe beginning of
systemic injections of haloperidol (1 mg/kg/day idgr21 days). Systemic injections of
haloperidol significantly decreased all the movetrarameters at all the tested time points
(one way ANOVA, F=14.69, p<0.0001 for horizontal vements; F=8.13, p<0.0001 for
rearing; F=14.60, p<0.0001 for stereotypy). On @4y horizontal activity decreased by
93.6% (92.0 + 43.6 vs 1433.0 = 284.0 in controlnBeit’s testp<0.01), rearing by 86.7%
(29 £1.72vs 21.8 £ 5.2 in contrgk0.01) and stereotypy by 81.9% (307.9 £ 26.1 vs7100
+ 203.0 in controlp<0.01). Any potentiation of motor disturbances ioelh by the chronic
treatment was observed since no significant diffees were observed between days 0, 7, 14
and 21 (one way ANOVA, F=1.74, p=0.16 for horizéntaovements; 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 testdasare the cataleptic effect of
haloperidol. Repeated systemic injections of haidpé induced dramatic catalepsy states at
all the time points of the tests (Fig. 2D). One WdYOVA test shows a significant difference
between all the groups (F=17.24, p<0.0001). At 2hythe rats maintained their position on
the bar with a mean descent latency of 30.22 + 8.9y potentiation of catalepsy induced
by repeated injections of haloperidol was obserseate no significant differences were

observed between days 0, 7, 14 and 21 (One way\A\®=2.55, p=0.08)

147



Résultats

Effects of haloperidol injections on STN neuronal etivity

In control rats, the mean firing rate of STN newd@m=59 in 6 rats) was 11.4 + 1.0 spikes/s.
No significant differences were observed neithéeraficute (8.8 + 1.4 spikests: 67 in 6
rats) nor after chronic treatment (8.4 = 0.8 spkes= 69 in 6 rats) with haloperidol (one way
ANOVA, F=1.934, p=0.147) (Fig. 3A). However, both acute and chroha&operidol
treatments induced significant changes in theiligion of firing patterns of STN neurons in
comparison with control ratg%12.785,0=0.001 and’=10.720,p=0.004, respectively) (Fig.
3B). Indeed, 35.4% of STN neurons are burss/1é.5% in control rats), 23.1% are irregular
(vs14.5% in control rats) and 41.5% are regwar7(L.0 % in control rats). Chronic treatment
did not potentiate electrophysiological modificasoas 29.4% of recorded STN neurons are
bursty, 26.5% are irregular and 44.1% are regyfs0(573,p= 0.751). Moreover haloperidol
induced an increase in the number of oscillatoryrowes after acute (25/67, 37.3%6=10.72,
p=0.001) and chronic (22/69, 31.9%°=7.27, p=0.007) treatments in comparison with
controls (7/59, 11.9%). However, no difference vediserved between acute and chronic
populations §*=0.44, p=0.50). Figure 4 shows a representative exampleoguillatory
neurons. Examination of power spectra showed pefed low frequency oscillations with
the same rhythmic character in the three groupsri&an+S.E.M. of oscillation frequencies
was 0.95+0.18 Hz (range: 0.27-1.0 Hz) in contrtd,r4.05+0.09 Hz (range: 0.6-2.07 Hz) in
acute haloperidol-treated rats and 0.94+0.17 (ra@de2.04 Hz) in chronic treated rats. No
significant difference was observed between theethgroup (Kruskal Wallis test, F=1.92,

p=0.38).
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DISCUSSION

Our study shows that both acute and chronic adiratign of haloperidol (1 mg/kg)
induced catalepsy and hypokinesia and that a mmimi18 days of treatment was necessary
for the development of orofacial dyskinesia. Caiajeand hypokinesia were associated with
oscillatory burst firing of STN neurons at low ranfrequencies and that this pattern of

discharge is not related to the manifestation af dyskinesia.

Behavioral results show that acute injection ofopalidol (1mg/kg) induced
hypokinesia and catalepsy that persisted at least day after treatment. These motor
disturbances, qualified as extrapyramidal sideet$fewere similar to those already reported
in other studies including in our group (Degoslet2005; Chetrit et al., 2009). They were not
accompanied by dyskinesia, as these abnormal intaljy movements necessitated a long
term treatment (see below). Electrophysiologicalordings of STN neuronal activity in
urethane-anesthetized rats have shown dramaticgebaim the distribution of the firing
pattern, without any change in the firing rate fdot, the percentage of irregular and burst-
firing neurons increased in comparison with costr@ursty neurons were characterized by a
rhythmic oscillant firing of spike train in the 05Hz frequency range. These results are in
agreement with other studies, which showed sinulanges in other basal ganglia nuclei
after haloperidol or D1/D2 antagonist treatmentarkBardt et al. (Burkhardt et al., 2007)
have shown that acute dopamine blockade with hagedhaloperidol induced prominent
oscillatory firing in the 6-8 Hz frequency rangeather the striatum and globus pallidus and
that this oscillatory pattern was not accompanigdcbnsistent changes in the firing rate.
Moreover, another group have shown that after daparblockade, most of theubstantia

nigra pars reticulata(SNr) neurons became irregular and bursty with aked rythmic
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character at low frequency range (0.2-1 Hz) (Degjaal., 2005) similar to that was found in
our study. Degos et al. (2005) have also shownttietmean firing rate of SNr neurons was
not modified after the injection of neurolepticshel difference observed in the frequency
range of oscillations recorded in the STN/SNr amat of the striatum and GP and that of
Degos et al. (2005) could be explained by the faat in Degos and our study recordings
were made under general anesthesia, which is knowrduce slow cortical waves, whereas
recordings in the striatum and GP (Burkhardt et28l07) were done in awake freely moving

rats characterized by activated cortical waves.

Chronic treatment with the same dose of haloperlibinot potentiate catalepsy and
hypokinesia. Nevertheless, it induced orofacial kdwssia. This phenomenon was
accompanied by similar changes in the STN neuraci@lity than those observed after acute
haloperidol treatment. We report an increase inpiieentage of burst-firing neurons with
oscillation rythms at the same frequency rangeautta change in the firing rate. These data
indicate that changes in the STN neuronal actiargy involved in the development of motor
disturbances, hypokinesia and catalepsy but ndthendevelopment of orofacial dyskinesia
induced by repeated injections of haloperidol. neséngly, a recent study had rise the
hypothesis of different functional subcircuits asated with akinetic and dyskinetic
dysfunctions in the basal ganglia network: one,luding STN and SNr, involved in
parkinsonian-like motor symptoms, and the other, amguding the entopeduncular nucleus
(EP), preferentially involved in L-Dopa induced-#ysesia (Lacombe et al., 2009). L-DOPA
treatment induced a global “wake up” of the stliaféerences of the direct pathway, which
resulted in a dramatic decrease of metabolic agtimithe EP but not in the SNr. This study
highlights the entopeduncular nucleus hypoactiggya major cellular substrate of L-Dopa-

induced dyskinesia.
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The electrophysiological changes observed in th&l &fter the administration of
typical APDs depend on the nature of the drug usked.contrast to the present
electrophysiological data, in our previous study€@it et al., 2009), in which we used the
same protocols in the same experimental conditad)ave shown that acute injectionoef
flupentixol induced EPS paralleled by a decreagberfiring rate and a disorganization of the
firing pattern of STN neurons. This discharge pat@disorganization was characterized by a
switch from a tonic regular to an irregular firipgittern without rythmic oscillations. This
difference could be due to the fact that clinicaliflupentixol is classified in the frontier
between typical and atypical APDs depending omrateptor-binding profile (Kuhn et al.,
2000). These authors suggest thdtupentixol has to be labeled at least a “pardbipical

neuroleptic”.

CONCLUSION

Our study reports evidence to show that catalepgyhgpokinesia induced by acute as
well as chronic treatment with haloperidol are dgged by oscillatory burst firing of STN
neurons and that this pattern of discharge is ngblved in the development of oral

dyskinesia.
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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 DO, 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 hypomotoractivity and catalepsy

(a-c) Histograms illustrating the scored motonattirecorded during the second ten minutes
session thirty minutes after the injection of sal{sontrol) or haloperidol respectively on day
0, 7, 14 and 21 of the treatment. Note that haldpeinduced a significant decrease in the
scored horizontal activity (a), stereotypic movetselib) and vertical activity (c) in
comparison with controls. Values are presentedhasrtean + S.E.M. cts/10min = counts/10
minutes.

(d) Evolution of catalepsy induced by chronic treant with haloperidol forty minutes after
the injection. Values are presented as the meare#MS of the latency measured from paw
placement until the first complete removal of oa&grom the bar during the catalepsy test.
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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:

X3
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Figure 4: Haloperidol-induced prominent
oscillatory firing pattern in STN neurons.

(@) 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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[1l. Publications annexes.

J'ai participé au sein de I'équipe, a des travaomnexes visant a mieux comprendre le
réle de I'innervation dopaminergique striatale xfrastriatale sur la modulation de l'activité

électrigue des ganglions de la base. Ces travaufaibtiobjet 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, Jonathanr®laetd Abdelhamid Benazzouz.

Neuroscience 164(2): doi:10.1016/j.neuroscienc&Z0034
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INTRAPALLIDAL INJECTION OF 6-HYDROXYDOPAMINE INDUCED
CHANGES IN DOPAMINE INNERVATION AND NEURONAL ACTIVITY

OF GLOBUS PALLIDUS

R. BOUALI-BENAZZOUZ,**" C. H. TAL >
J. GHETRIT*® AND A. BENAZZOUZ®***

“Université de Bordeatx, 146 Rue | éo-Saignaf, 33076 Bordeaux Ce-
dex, France

2institut National de la Sanfé ef de la Recherché Médicale, Unilé 862,
NouroCentre Magendie, 146 Rue léo Saignat, 33077 Bordeaux,
France

“Centre National de la Recherche Scientifique, Unité Mixie de Recher-
che 5227, 146 Rue Léo Saignal, 33077 Bordeaux, France

IDepartment of Neurofogy, College of Medicine and University Hospi-
fal, National Tawan Universily, Taiper, Tamwan

*Cenlre Hospitaler Universitaire de Bordeaux, Place Améle Raba-
Iéon, 33000 Bordeaux, France

Abstract—The globus pallidus (GP) plays an important role in
basal ganglia circuitry. In contrast to the well-characterized
actions of dopamine on striatal neurons, the functional role
of the dopamine innervation of GP is still not clearly deter-
mined. The present study aimed to investigate the effects of
intrapallidal injection of 6-hydroxydopamine (6-OHDA) on ro-
tational behavior induced by apomorphine, on the loss of
dopamine cell bodies in the substantia nigra pars com-
pacta (SN¢) and fibers in the GP and striatum and on in vivo
extracellularly-recorded GP neurons in the rat. Injection of
6-0OHDA into GP induced severe loss of tyrosine hydroxylase—
immunoreactive (TH-IR) fibers in GP (—85%) with a reduction
in the number of TH-IR cell bodies in the SN¢ (—52%) and
fibers in the striatum (—50%). $.c. injection of apomorphine in
these rats induced a moderate number of turns (26x6 turns/5
min). Electrophysiological recordings show that 6-OHDA in-
jection in GP induced a significant decrease of the firing rate
of GP neurons (16.02x1.11 versus 24.14+1.58 spikes/sec in
control animals and 22.83+1.28 in sham animals, one-way
ANOVA, P<0.0001) without any change in the firing pattern
(x?=1.03, df=4, P=0.90). Our results support the premise of
the existence of collaterals of SN¢ dopaminergic axons pro-
jecting to the striatum and GP and that dopamine plays a role
in the modulation of the firing rate but not the firing pattern of
GP neurons. Our data provide important insights into the
functional role of the SNc—GP dopaminergic pathway sug-
gesting that dopamine depletion in GP may participate in the
development of motor disabilities. © 2009 IBRO. Published by
Elsevier Ltd. All rights reserved.

' These two authors contributed equally.

*Correspondence to: A. Benazzouz, Laboratoire Mouvement Adapta-
tion Cognition, CNRS UMR, 5227 Université Victor Segalen Bordeaux,
2 146 Rue Léo-Saignat, 33076 Bordeaux Cedex, France. Tel: +33-
b57-57-46-25; fax: +33-556-90-14-21

E-mail address: abdelhamid benazzouz@u-bordeaux2 ir (A. Benazzolz).
Abbreviations. GP, globus pallidus; GPe, external part of globus pal-
lidus; PBS, phosphate-buffered saline; SNe¢, substantia nigra pars
compacta; SNr, substantia nigra pars reticulata; STN, subthalamic
nucleus; TBST, TBS containing 0.3% Tnton X-100; TH, tyrosine hy-
droxylase; TH-IR, tyrosine hydroxylase immunoreactivity/immunore-
aclive; 6-OHDA, 6-hydroxydopamine.

Key words: Parkinson’s disease, globus pallidus, basal gan-
glia, dopamine, 6-hydroxydopamine, extracellular recording.

The globus pallidus (GP in rodent, the equivalent of the
external part of globus pallidus, GPe, in primate} is con-
sidered as a relay linking the striatum to the output struc-
tures of basal ganglia, i.e. the substantia nigra pars reticu-
lata (SNr) and the entopeduncular nucleus (EP in rodent,
the equivalent of the internal part of globus pallidus, GFi,
in primate), in the so-called indirect pathway (Albin et al.,
1989; Alexander and Crutcher, 1990). GF receives
GABAergic axon terminals from the striatum and glutama-
tergic afferents from the subthalamic nucleus (STN) and
the parafascicular nucleus of the thalamus (Kincaid et al.,
1991; Mouroux et al., 1997). In turn, GP neurons send
GABA-mediated inhibitory efferents to the STN and SNr
(Parent and Hazrati, 1995; Smith and Bolam, 1990). In
addition to the GABAergic and glutamatergic afferents,
anatomical studies have shown that GP neurons receive
dopamine projections from the substantia nigra pars com-
pacta (SNc) and that these afferents are collaterals of
nigro-striatal fibers (Lindvall and Bjdrklund, 1979; Anaya-
Martinez et al., 2006; Debeir et al., 2005; for review, Smith
and Villalba, 2008). Dopamine in the GPF controls both the
GABAergic input from the striatum and the glutamatergic
input from the STN using D1 and D2 receptor subtypes
(Floran et al., 1920, 1897, Cooper and Stanford, 2001;
Hermandez et al., 2006; Shin et al., 2003). Dopamine is
known to modulate motor information in the striatum and may
control this information also in extrastriatal targets such as the
STN (Ni et al., 2001a,b) and the GP (Hauber and Lutz, 1999;
Hemandez et al., 2006). From a pathological point of view, it
has been shown that GP plays an important role in the
pathophysiclogy of Parkinson’s disease. Indeed, partial or
severe lesion of the dopaminergic nigrostriatal pathway re-
sults in alterations of the firing rate and/or pattern of GP
neurons (Albin et al., 1989; Breit et al., 2007, Boraud et al.,
1998; Delong, 1990; Magill et al., 2001; Ni et al., 2000).

In contrast to the well-characterized actions of dopa-
mine loss in the striatum, the consequences of dopamine
depletion in the GP are unknown. The present study aimed
at investigating the effects of 6-hydroxydopamine (6-
OHDA) injection into the GP on (i) the loss of dopamine cell
bodies in the SNc and fibers in GP and striatum by using
immunohistochemistry of tyrosine hydroxylase (TH) (ii) the
rotational behavior induced by a non-selective dopamine
agonist, apomorphine and (iii) the neuronal activity (firing

0306-4522/09 $ - see front matter © 2009 IBRO. Published by Elsevier Ltd. All rights reserved.

doi:10.1016/] neurosdence 2009.07.034



Résultats

R. Bouali-Benazzouz et al. / Neuroscience 164 (2009) 588 -596 589

rate and pattern) of GP neurons by using in vive extracel-
lular single unit recordings in the rat.

EXPERIMENTAL PROCEDURES

Experiments were carried out on adult male Wistar rats weighing
280-400 g. Animals were housed under artificial conditions of light
{12 hours light/dark cycle, light on at 7:00 awn), temperature (24 °C),
and humidity (45%) with food and water available ad libifum. All
efforts were made to minimize the number of animals used and their
suffering. The experiments were conducted in accordance with the
European Communities Council Directive of November 24, 1986
(86/609/EEC) and the National Institutes of Health Guide for the Care
and Use of Laboratory Animals. All experiments conformed to the
local guidelines on the ethical use of animals.

6-OHDA injection into GP

As previocusly described (Belujon et al., 2007; Breit et al., 2007), 30
min prior to surgery, animals were injected i.p. with desipramine (25
mgkg, Sigma-Aldrich, Saint Quentin Fallavier, France) dissolved in
0.9% sodium chloride at a vdume of 5 mlfkg body weight. Rats were
placed in a stereotaxic frame (Unimecanique, Paris, France) under
chloral hydrate anesthesia (400 mg/kg i.p., Sigma). Each animal
received a unilateral injection of 5 pl 6-OHDA (Sigma, 5 mg/ml in
sterile NaCl, 0.9%) with 0.1% ascorbic acid into the right GP at
coordinates 0.9 mm posterior to bregma, 3.0 mm lateral to the
midline and 6.5 mm below the dura according to the brain atlas of
Paxinos and Watson (1998). The 6-OHDA injection was made over
a 5 min peried using a 10 gl Hamilton microsyringe. At the end of
each injection, the syringe needle was left in place for an additional 5
min and then withdrawn slowly to prevent reflux of the solution. The
cannula was then left in place for 10 min before being slowly with-
drawn. For the sham control group, vehicle (saline plus 0.01% ascor-
bic acid) was infused into the GP under the same condifion as for
6-OHDA. Rats were tested for circling behavior 7—10 days after
surgery by a single s.c. injection of apomorphine (0.05 mglkg, Sigma-
Aldrich). Electrophysiclegical and immunohistochemical studies
were carried out 4 to 5 weeks after surgery.

Extracellular recordings

Extracellular single-unit recordings were made 4 weeks after
6-OHDA injection into GP under urethane anesthesia (1.2 mg/kgi.p.,
Sigma-Aldrich) as previously described (Tai et al., 2003; Breit et al.,
2007; Belujon et al., 2007). Rats were placed in a stereotactic frame
{Unimecanique) and the body temperature was continuously con-
frolled (37 0.5 °C). The skull and dura mater overlying GP were then
carefully removed and single-unit recordings performed in GP. A
dlass micropipette electrode {(WPI, Inc., Hertfordshire, UK) with an
impedance of 5 to 15 MOhm, containing 1% Pontamine Sky Blue dye
dissolved in 3 M NaCl was inserted vertically into the GP according
fo the coordinates given in the brain atas (Paxinos and Watson,
1998) (AP from 0.8 to 1.4 mm posterior to bregma, L 2.6-3.2 mm, D:
6—7.4 mm from the dura). Extracellular single unit spikes were am-
plified, bandpass-filtered {(300-3000 Hz) using a preamplifier (Neu-
rolog, Digitimer, UK), displayed on an oscilloscope, transferred via a
Powerlab interface (AD Instruments, Charlotte, NC, USA) to a com-
puter equipped with Chart 5 software (AD Instruments). Only neuro-
nal activity with a signal-to-noise ratio >3:1 was recorded and used
for further investigation. At the end of each recording session, the last
recording site used was marked by electrophoretic injection (Iso
DAM 80, WPI) of Pontamine Sky Blue through the micropipette at a
negative current of 20 pA for 7 min.

Analysis of electrophysiological data

The spontaneous activity of each GP neuron was analyzed with a
spike discriminator using a spike histogram pregram (AD Instru-

ments) and firing parameters were calculated using Neuroexplorer
software (AlphaOmega, Nazareth, Israel). Firing rates of neuronal
activity of the three groups of rats were compared using a che-way
ANOVA with Bonferroni's post test (GraphPad Prism, GraphPad
Software, San Diego, CA, USA). All values are means*standard
error of the mean (SEM). Firing patterns were analyzed using the
method developed by Kaneoke and Vitek {1996) and compared
using a chi-square-test as previously described (Tai et al., 2003;
Belujon et al., 2007). In addition, in order to verify that 6-OHDA
injection was specific of TH fibers and did not destroy GP cell
bodies, the number of cells recorded per track in each group was
calculated and statistical analysis using Kruskal-Wallis test fol-
lowed by Dunn's post test was made.

Tissue preparation

At the end of each recording session, the rat was given an
overdose of urethane and perfused transcardially with 0.9% saline
solution followed by 4% paraformaldehyde (Sigma-Aldrich) in 0.1
M phosphate-buffered saline (PBS, pH: 7.3). Brains were re-
moved and postfixed in the same fixative for at least one night.
They were then placed in 0.1 M PBS with 20% sucrose (Sigma-
Aldrich) overnight. The brains were frozen in isopentane at
—40 °C and stored at —80 °C. They were then cut into 25 um
coronal sections using a cryotome and slices were stored in 0.1 M
PBS containing 0.02% sodium azide.

Histological validation of recordings

Cresyl Violet staining was used to determine the location of the
Pontamine Sky Blue dots marking the last recording site for each
rat. Only those brains in which the location of the Pontamine Sky
Blue dot was clearly visible in the GP were used for data analysis.

Immunohistochemistry of TH and data analysis

To determine the extent of lesion of the nigro-striatal and nigro-
pallidal dopaminergic pathways, we used immunohistochemical
staining of TH as previously described (Breit et al., 2001; Ni et al.,
2001a). Briefly, sections of the SNc, striatum and GP were pre-
incubated with 3% normal horse serum in TBS containing 0.3%
Triton X-100 (TBS3T) for 30 min at room temperature and then
with monoclonal antibody to TH raised in mice {dilution: 1/500)
(ABCYS, Paris, France) in TBST containing 1% normal horse
serum for 24 h at 4 °C. After washing in TBST sections were
incubated with biotinylated anti-mouse IgG rat adsorbed (dilution:
1/100) (ABCYS) in TBST containing 1% normal horse serum for
2 h at room temperature. Sections were rinsed again in TBST
containing 1% normal horse serum and incubated with extravidin—
peroxidase (dilution: 1/500) {Sigma-Aldrich} for 1 h at room tem-
perature. Finally, they were exposed to a mixture of 3,3'-diamino-
benzidine, H,O. and nickel. Sections were then mounted on gel-
atin-coated slides dehydrated in ascending alcohol concentrations
and cleared in xylene. Coverslips were mounted with Pertex.
Adjacent TH positive slices of GP were counterstained by Cresyl
Violet in order to delineate GP.

Microscopic analysis was made as previously reported (Ra-
isman-Vozari et al., 1991; Debeir et al., 2005; Breit et al., 2007).
According to the atlas of Paxinos and Watson (1998), anterior,
median and posterior levels of the SNc (AP: —4.8, —5.3 and —6.0
mm relative to bregma, respectively), striatum (AP: 1.2, 0.5 and
—0.4 mm relative to bregma, respectively) and GP (AP: —1.2 mm
relative to bregma) were selected in order to determine the degree
of dopamine cell and fiber loss. TH+ cells were counted in four
sections per region of the SNc in each rat {(n=5). Then, the mean
value of TH+ nigral neurons from each animal was expressed as
a percentage cell loss of the lesioned side compared to the same
side of control rats (n=5). The optical density of the TH+ fibers in
the striatum and GP was measured using a computerized image
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analysis system (Densirag V. D2.99, Biocom, Les Ulis, France)
reading optical density as gray levels as previously described
{Debeir et al., 2005; Breit et al., 2007). Three sections per striatal
or GP level of each animal were analyzed by an examiner and the
results were averaged for each region for each animal. For each
brain level, nonspecific background densities were measured in a
region devoid of TH immunestaining, such as the corpus callo-
sum, and were subtracted from the striatal and GP optical density
values. Then, optical density values on the lesioned side were
expressed as a percentage loss of the same side of control rats.

For statistical analyses, TH+ cells counts as well as optical
density measurements from control and 6-OHDA-lesioned ani-
mals were compared using Kruskal-Wallis with Dunn's post test
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{GraphPad Prism, GraphPad Software). A value of P<<0.05 was
considered statistically significant.

RESULTS
Circling behavior

Ten days after unilateral injection of 6-OHDA into GP we
explored whether the injection of 6-OHDA into GP had
produced deficits of dopaminergic transmission that were
sufficient to induce asymmetrical motor disturbances. The
circling behavioral test is used to assess the motor conse-

GP
* * *
N .
Control -0.8 -1.3 -1.8
SNc
*
*
*
I I ' T l
Control -4.8 -5.3 -6.0

* Striatum

+1.2 -0.5 -0.4

Fig. 1. Intrapallidal injection of 6-OHDA produces a loss of TH-IR (TH+) fibers in the GP (A), cell bodies in the SNe (B) and fibers in the striatum (C).
(A, C) Quantification of GP and striatal TH-IR by optical density measurements at the entire structure (left) and at three different levels along the
rostrocaudal axis of the structure (right) {(anterior, intermediate and posterior parts). Values represent the percentage (mean+=SEM) of the optical
density relative to the same side of controls. (B) Quantification of SNc¢ TH-IR by counting cell bodies at the entire structure (left) and at the three levels
of the structure {right}. Values represent the percentage (mean=SEM) of cell bodies relative to the same side of controls. Numbers at the base of each
histogram indicate the rostrocaudal distance (in mm) from the bregma according to the atlas of Paxinos and Watson (1998). * Indicates a significant

difference (P<<0.05) when compared to controls.
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gquences of dopamine depletion (Ungerstedt and Arbuth-
nott, 1970; Piallat et al., 1996; Tai et al., 2003). This was
investigated in the same animals used for electrophysiol-
ogy and immunohistochemical studies. The s.c. adminis-
tration of apomorphine in rats receiving 6-OHDA into GP
induced a moderate contralateral circling behavior with a
mean=SEM of 266 turns/5 min.

Immunchistochemical results

Immunohistochemical results show that unilateral injection
of 6-OHDA into GP induced a dramatic loss of TH+ fibers
in the entire GP (85.2+6.3%) compared to the same side
of control animals (P<0.001) (Figs. 1 and 2). This percent-
age loss of TH+ fibers was 85.1+5.7% in the anterior part
of GP, 84.1x6.8% in the intermediate part and 86.56.5%
in the posterior part. In the SNc, unilateral injection of
6-OHDA into GP produced a moderate loss of TH+ cell
bodies in the entire structure (52.4+2.8%) (P<0.01). The
percentage loss of TH+ cell bodies was 39.0=5.0% in the
anterior part, 63.2x4.3% in the intermediate part and

53.1+3.4% in the posterior part of the SNc (Figs. 1 and 3).
In addition, TH+ fibers in the striatum were also partially
damaged by the injection of 8-OHDA into GP affecting
especially the dorsolateral parts (50.4=+6.8) (P<0.01)
(Figs. 1 and 4). This loss was of 29.5+5.3% in the anterior
part, 52.3=7.2% in the intermediate part and 69.5=5.4%
in the posterior part of the striatum.

Electrophysiological results

A total of 153 neurons were recorded in the GP of three
groups of urethane-anesthetized rats: normal control rats
(n=6 rats, n=51 neurons), rats with intrapallidal injection
of 6-OHDA (n=5 rats, n=>50 neurons) and sham group
(n=>5 rats, n=>52 neurons) receiving intrapallidal injection
of saline plus 0.01% ascorbic acid. Electrophysiological
results obtained in these different groups of rats are sum-
marized in Tables 1 and 2. The number of neurons re-
corded per track in 6-OHDA rats was not significantly
different from that of control and sham rats (P=0.73) dem-
onstrating that the injection of 8-OHDA into GP did not

A C
B D

Fig. 2. Effect of intrapallidal injection of 6OHDA on GP TH-IR fibers. Photomicrographs show sections at the same rostrocaudal ipsilateral levels as
the control (A, B) and 6-OHDA-lesioned amimals (C, D). B and D are magnifications of A and B respectively. Scale bar=1 mm for A-C and 0.33 mm

for B-D.
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Fig. 3. Effect of intrapallidal injection of 6-OHDA on the SN¢ TH-IR cell bodies. Photomicrographs show three sections at the same rostrocaudal
ipsilateral levels of the control (A—C) and 6-OHDA-lesioned animals (D—F). Scale bar=1 mm_

modify the proportion of spontaneously active neurons
recorded in this structure (Table 1).

In normal rats, the mean firing rate of GP neurons was
24 14+1.58 spikes/s (n="51). As classically reported in the
literature, GP neurons are characterized by three different
firing patterns. They discharged regularly (39%), irregularly
(47%) or with bursts (14%). In rats receiving an injection of
6-OHDA into GP, the mean firing rate of GP neurons
decreased significantly when compared to that obtained in
control and sham animals (Table 1) (one-way ANOVA,
F=10.48, P<0.0001; 6-OHDA into GP versus controls,
P<0.001; 6-OHDA into GP versus Sham, P<-0.01). How-
ever, the distribution of firing patterns in the three groups
did not show any significant difference (¥?=1.03, df=4,
F=0.90) (Table 2).

DISCUSSION

Our results show that intrapallidal injection of 6-OHDA in
rats resulted in a dramatic loss of tyrosine hydroxylase
immunoreactive (TH-IR) fibers in GP with a moderate ret-
rograde loss of TH-IR cell bodies in the SNc and TH-IR
fibers in the striatum. This retrograde degenerative pro-
cess induced a moderate rotational hehavior in response

to the non-selective dopamine agonist, apomorphine.
Electrophysiological data show that intrapallidal injection of
6-OHDA resulted in a significant decrease in the firing rate
of GP neurons without any change of the firing pattern
when compared to the sham and control groups.

Our immunohistochemical results provide new evi-
dence ahout the topography of dopaminergic projections
to the pallidum. We show that intrapallidal injection of
6-OHDA into the dorsal part of the nucleus (the sensori-
motor territory), which produced a severe loss of TH-IR
fibers in the GP, induced only a partial degeneration of
TH+ fibers in the striatum and TH-+ cell bodies in the SNc.
Interestingly, we show that about half of SNc dopamine
neurons project to the GP and that at least a part of these
cell bodies also send collaterals to the striatum. These
results are in agreement with a previous study (Gauthier et
al., 1999) showing that unicellular injection of anterograde
tracer into nigral dopaminergic neurons revealed the exis-
tence of two subtypes of nigrofugal dopaminergic neurons;
those that project massively to the striatum with few col-
laterals to extrastriatal structures and those that innervate
the GP and the STN with few collaterals to the striatum.
This heterogeneous organization allows single SNc neu-
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Fig. 4. Effect of infrapallidal injection of 6OHDA on striatal TH-IR
fibers. Photomicrographs show three sections at the same rostrocau-
dal ipsilateral levels of the conirol (A—C) and 6-OHDA-lesioned ani-
mals (D—F). Scale bar=1 mm.

rons to influence striatal neurons differently and to act
directly upon extrastriatal components of the basal ganglia
via a highly patterned set of collaterals. Thus, in addition to
its strong influence on striatal neurons, the SNc¢ dopami-

nergic neurons also exert their functional influence on GP
(Gauthier et al., 1999; Debeir et al., 2005; Anaya-Martinez
et al., 2008). In contrast to SNc dopaminergic cells, those
of the ventral tegmental area are preserved. This can be
explained by the fact that intrapallidal injection of 6-OHDA
did not affect the ventral pallidum, which receives the
majority of dopamine fibers from the ventral tegmental
area (Klitenick et al., 1992).

It is well known that in rats with degeneration of the
nigro-striatal pathway after 6-OHDA injection into the SNc,
or into the medial forebrain bundle (MFB) or into the stri-
atum, s.c. injection of apomorphine induced contralateral
rotational behavior (Burbaud et al.,, 1995, Piallat et al.,
1996; Ungerstedt and Arbuthnott, 1970), which is a con-
sequence of the post-synaptic supersensitivity of dopa-
mine receptors in the striatum (Ungerstedt, 1971). In our
study, we show that injection of 6-OHDA into the GP also
produced deficits of dopaminergic transmission that were
sufficient to induce asymmetrical motor impairment. We
found that s.c. injection of apomorphine induced a rota-
tional behavior with a number of turns fewer than that
previously reported in rats with 6-OHDA injection into the
SN¢ (Nietal., 2001a; Hassaniet al., 1996). This difference
could be explained by the fact that 6-OHDA injection into
the GP induced only a partial dopamine cell loss, which is
in line with the fact that the intensity of rotational behavior
is dependent on the degree of DA lesion and a minimum
level of dopaminergic cell loss in the SNc varying between
40 and 50% has to be reached before a rotational re-
sponse can be elicited (Hefti et al., 1980; Hudson et al.,
1993; Przedborski et al, 1995; Deumens et al., 2002;
Truong et al., 2006). As long as intrapallidal injection of
B5-OHDA caused severe loss of dopamine fibers in the GP
but meoderate in the striatum and the SNe, the rotational
behavior could be due to the action of apomorphine on the
striatum but also on GF dopamine receptors. Together, we
suggest that dopamine transmission within the GP is nec-
essary to achieve motor control in accordance with a pre-
vious study showing that the infusion of dopamine into the
GP caused improvement of motor deficits in hemiparkin-
sonian rats (Galvan et al., 2001).

Table 1. Finng rates of GP neurons recorded in normal rats (confrol),
in rats with saline injection into GP and in rats with 6-OHDA injection
into GP

Group of rats Number Number Number of Mean firing
of rats of cells  cells per (spikes/s)
track
Control 6 51 3422064 2414=158
Saline into GP 5 52 3350562 2235=146
6-OHDA into GP 5 50 377046 16.02=1 11*¢

The values are mean=S E M. Post hoc tests were performed only
after a one-way ANOVA has shown to be significant (F=1048,
P=<0.0001).

** Indicates a significant difference (P<=0.001) in the finng rate be-
tween 6-OHDA rats and the control group.

*Indicates a significant difference (P<0.01) between 6-OH DA rats and
the sham group.
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Table 2. Finng patterns of GP neurons recorded in normal rats (con-
trol), in rats with saline injection into GP {sham group) and in rats
receiving 6-OHDA injection into GP

Group Regular Iregular Burst

n % n % n %
Control 20 39 24 47 7 14
Saline into GP 22 42 23 43 8 15

6-OHDA into GP 19 38 26 52 5 10

The values are the number of cells and the corresponding percent-
ages. The distribution of finng patterns in the three groups Is not
significantly different (x*=1.03, df=4, P=0.90).

Our electrophysiological results show that intrapallidal
injection of 8-OHDA, which induced a severe loss of TH-IR
fibers in GP, induced a significant decrease of the firing
rate of GP neurons suggesting that dopamine has an
excitatory influence on these cells. A similar result was
observed in our previous study in the STN after intrasu-
bthalamic injection of 6-OHDA (Ni et al., 2001a) demon-
strating that dopamine exerts an excitatory influence on
STN neurons (Ni et al., 2001b). As for the STN, several
studies have shown the presence of both D1 and D2
receptors localized presynaptically in the GP and that
these dopamine receptors facilitate both GABAergic and
glutamatergic neurotransmission (Floran et al., 1997; Que-
rejeta et al., 2001; Hernandez et al., 2007). According to
our data, endogenous dopamine, by its action on dopa-
mine receptors, would play an excitatory influence on GP
cells. In line with this, Floran et al. {1997) have shown that
endogenous dopamine resulted in an inhibitory effect on
GABA release in the rat GP (Floran et al.,, 1997), which
was mediated by D2 receptors located on striato-pallidal
terminals. Thus, the reduction of GABA release resulted in
the disinhibition of pallidal neurons. In line with these find-
ings, Querejeta et al. (2001) reported that intrapallidal
administration of the selective D2 agonist quinpirole was
an increase in the firing rate of spontaneous activity sug-
gesting that intrapallidal quinpirole blocked the inhibitory
effects of striatal stimulation. These authors showed that
hoth the spontaneous rate of firing of GP and its modifica-
tion by striatopallidal inputs are controlled by intrapallidal
dopamine D2 receptors. In addition to the action on D2
receptors located on GABAergic terminals, Hernandez et
al. (2007) have shown that presynaptic D1 dopamine re-
ceptors facilitate glutamatergic neurotransmission in the
rat GP. By using whole-cell patch clamp technique, they
have shown that SKF 38393, a D1-like agonist, increased
the frequency of the spontaneous excitatory postsynaptic
currents. Together, our data suggest that 6-OHDA-induced
dopamine depletion in GP results in the absence of acti-
vation of D1 and D2 receptors affecting GABAergic and
glutamatergic neurotransmission, which can be at the ori-
gin of the firing rate decrease of GP neurons.

From a pathological point of view, the implication of
nigro-pallidal projections in the pathophysiology of Parkin-
son’s disease is not clearly determined (for review, Smith
and Villalba, 2008). In patients, the alteration of dopami-
nergic innervation of the GPe has been reported quantita-

tively. By using TH immunohistochemistry, Jan et al
(2000) reported a mean loss of 40% of dopaminergic fibers
in the GPe; however, a more recent study using hiochem-
ical analysis has shown a mean loss of 82% (Rajput et al.,
2008). In MPTP-treated monkeys the alteration of dopami-
nergic innervation is different between species. While the
nigro-pallidal projection is relatively spared in MPTP-
treated macaques (Parent et al.,, 1990; Schneider and
Dacko, 1991), it is nevertheless affected in the vervet
monkey (Bergman et al., 1994) by a mean loss of 60%
(Jan et al., 2000). In 6-OHDA rat model obtained after the
injection of the toxin in the medial forebrain bundle, dopa-
mine depletion in the GP was 85% (Anaya-Martinez et al,,
2006). This loss of GP dopaminergic innervation in animal
models and also in parkinsonian patients is likely to have
physiological consequences. Indeed, it may participate in
the development of pathological neuronal activity in the
GP. Several studies have shown the firing rate of GP
neurons to be decreased in animal models and that this
firing rate decrease was paired with bursting activity (Pan
and Walters, 1988; Filion and Tremblay, 1991; Soares et
al., 2004). Others have shown profound changes in the
firing pattern including high bursting activity without any
change in the firing rate (Hassani et al.,, 1996; Ni et al.,
2000; Magill et al., 2001; Heimer et al., 2006; Breit et al.,
2007). Together with these data, our results suggest that
dopamine depletion in the GP is responsible for the de-
crease of firing rate and that the bursty pattern could be a
consequence of STN-GP modulation. In line with this, we
have previously reported that STN lesions were able fo
reverse the bursty activity of GP neurons recorded in rats
with 6-OHDA lesions (Ni et al., 2000). Another argument
favoring the importance of dopamine in GP is that bilateral
infusion of D1 or D2 antagonists into the GP resulted in the
development of akinesia (Hauber and Lutz, 1999) and that
neuroleptic-induced catalepsy can be reversed by lesions
of the GP (Hauber et al., 1998; Chetrit et al., 2009).

CONCLUSION

In conclusion, results of the present study support the
premise of the existence of axonal collateralization of SNe
dopaminergic axons projecting to the striatum and GP.
Electrophysiological recordings show that depletion of do-
pamine in GP induced a significant decrease of the firing
rate of GP neurons without any change in the firing pattern
demonstrating that dopamine exerts an excitatory effect on
GP neurons and does not modulate the firing pattern.
Finally, our data provide important insights into the func-
tional role of the SNc—-GP dopaminergic pathway suggest-
ing that dopamine depletion in GP may participate in the
development of motor disabilities.
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In Parkinson's disease dopamine depletion imbalances the two major output pathways of the striatum.
L-DOPA replacement therapy is believed to correct this imbalance by providing effective D1 and D2 receptor
stimulation to striatonigral and striatopallidal neurons, respectively. Here we tested this assumption in the
rat model of Parkinsonism by monitoring the spike response of identified striatal neurons to cortical
stimulation. As predicted, in 6-hydroxydopamine lesioned rats we observed that L-DOPA (6 mg/kg+
benserazide), apomorphine and the D2 agonist quinpirole (0.5 mg/kg ip.} counteract the enhanced
responsiveness of striatopallidal neurons. Unexpectedly, the depressed responsiveness of striatonigral
neurons was corrected by quinpirole whereas D1 stimulation exerted no {apomorphine, ¢PB} or worsening
effects (L-DOPA, SKF38393 10 mg/kg). Therefore, quinpirole, but not D1 stimulation, restores functional
equilibrium between the two striatal output pathways. Our results might explain the therapeutic effect of
D2-based medications in Parkinson's disease.

Parkinson's disease
Striatonigral
Striatopallidal
GABA interneuron

© 2009 Elsevier Inc. All rights reserved.

Introduction

According to pathophysiclogical models of Parkinson's disease, the
dopamine depletion results in an imbalanced activity of projection
neurons in the striatum, which is responsible for the hypokinesia
associated with this disease (Albin et al., 1989; Bezard et al,, 2001;
Delong, 1990}. Dopamine replacement therapy by L-DOPA is thought
to alleviate parkisonian motor symptoms by correcting this striatal
imbalance.

In the rat striatum, medium sized spiny neurons (MSNs) represent
95% of the neurons. MSNs are GABAergic projection neurons and belong
to two populations. Striatonigral neurons form the direct pathway to
substantia nigra pars reticulata (SNR} and express substance P and D1
dopamine receptors. Striatopallidal neurons initiate the indirect path-
way and express enkephalin (ENK) and D2 receptors (Gerfen and
Wilson, 1996). According to anatomical {(Deng et al., 2006; Gerfen et al,,
1990; Hersch et al,, 1995; Le Moine and Bloch, 1995) and genetic (Day
et al, 2006; Gantois et al,, 2007) studies in rodents, D1 and D2 receptor
colocalization is restricted to about 5% of the MSNs.

* Corresponding author. Centre National de la Recherche Scientifique UMR 5227, case
63, Université Bordeaux 2, 33076 Bordeauws, France. Fax: +33 556 901 421.
E-mail address: francois.gonon@u-bordeauxZ.fr (F. Gonon).
Available online on ScienceDirect (www.sciencedirect.com).

0865-5961 /% — see front matter © 2008 Elsevier Inc. All rights reserved.
doi: 10.1016/ j.nbd.2008.05.019

In the rat model of Parkinson's disease the striatal imbalance
caused by dopamine depletion has been documented by anatomo-
functional studies {Gerfen, 2000; Gerfen et al., 1990} and directly
demonstrated by our electrophysiological study (Mallet et al., 2006).
Indeed, using in vivo electrophysiological recordings of identified
neurons, we showed that striatonigral neurons and striatopallidal
neurons exhibit similar sensitivity to cortical stimulation in intact rats
(Mallet et al., 2005}. In contrast, in the striatum of rats rendered
hemiparkinsonian by 6-hydroxydopamine (6-OHDA) injection in the
medial forebrain bundle, we observed that both the spontaneous
activity and the sensitivity to cortical stimulation of striatonigral
neurons decreased, but the opposite effects were induced in
striatopallidal neurons (Mallet et al.,, 2006).

Based on anatomo-functional studies, pathophysiological models
of parkinsonian treatments posit that the stimulation of D1 receptors
by L-DOPA or D1 agonists counteracts the depressed activity of
striatonigral neurons and that stimulation of D2 receptors reverses
the overactivity of striatopallidal neurons (Gerfen, 2000; Gerfen et al,
1990). Indeed, systemic (reatments with L-DOPA and D1 agonists
dramatically increase the expression of immediate early genes
specifically in striatonigral neurons in the dopamine-depleted striatum
(Carta et al., 2005; Gerfen et al., 1995, 2002; Robertson et al, 1990).
Conversely, the dopamine depletion enhances the ENK mRNA (Gerfen
etal, 1990} and the mRNA level of zif268 specifically in striatopallidal
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neurons (Gerfen et al, 1995). These increases are reversed by
quinpirole, a D2 agonist (Gerfen et al,, 1990, 1995). However, changes
in anatomo-functional markers do not necessarily reflect parallel
changes in electrophysiological activities (Sgambato et al., 1999). This
is an important issue because the latter are more directly related to
pathological dysfunctions than the former. Here we used the same
electrophysiological approach as previously (Mallet et al,, 2006} to test
whether systemic treatments with L-DOPA and dopaminergic agonists
actually correct the striatal imbalance caused by the dopamine
depletion. Although in vivo investigations with systemic treatments
have obvious limitations regarding mechanistic descriptions, they must
be done to provide therapeutically relevant information.

Methods
Animals

Experiments were carried out with male Sprague-Dawley rats in
accordance with European Council Directive 86/609/EEC guidelines
for the care of laboratory animals and were approved by the Ethical
Committee of CNRS, Région Aquitaine. Seven week old rats (240-
280 g} were injected with 6-OHDA in the medial forebrain bundle
3-4 weeks before electrophysiological recordings as described (Mallet
etal, 2006). The effectiveness of the lesion was asserted with tyrosine
hydroxylase immunoreactivity (Mallet et al., 2006). The dopaminergic
lesion was considered sufficient when the number of TH positive cell
bodies in the substantia nigra pars compacta ipsilateral to the 6-OHDA
injection was decreased by at least 90% compared with the contra-
lateral side.

Electrophysiological recordings

Rats were anesthetized with urethane atadose (1.2 to 1.6 g/kg, i.p.}
sufficient to abolish any movement response to tail pinch, and single
neurons were extracellularly recorded from the rostrolateral striatum,
as described (Mallet et al., 2005). Briefly, glass pipettes (8-15 M}
simultaneously recorded spike discharges and the striatal local field
potentials as described (Mallet et al., 2005). In urethane-anesthetized
rats the dominant cortical state exhibits a rhythmic activity character-
ized by slow waves of large amplitude at a frequency close to 1 Hz. This
cortical slow wave state induces in the striatum parallel slow
oscillations of the striatal field potential (Mallet et al,, 2005}. In all
experiments described here the striatal field potential was continu-
ously monitored to assert that the recorded animal was actually in the
slow wave state. If disruption of the slow waves spontaneously
occurred, the slow wave state was restored with additional Lp.
injection of urethane (15% of the initial dose}. Antidromic stimulation
of the SNR was used to identify MSNs (Mallet et al., 2005). Concentric
bipolar electrodes (SNEX-100, Rhodes Medical Instruments, Summer-
land, CA 93067, USA} were implanted in the rostral pole of ipsilateral
SNR (2.4 mm to medial line, 4.9 mm caudal to bregma and 8.0 below
the cortical surface). Striatonigral neurons exhibited antidromic
responses to SNR stimulation and were named SNR+-. Antidromic
responses fulfilled the following criteria: (1)} constant latency of spike
response, (2) all-or-none property of the spike response when the
strength of the stimulation was adjusted just above, or just below,
threshold, and (3) collision of the antidromic spikes with orthodromic
spikes. Because all SNR+ MSNs were silent in 6-OHDA-lesioned rats,
the orthodromic spike required for the collision test was evoked by
electrical stimulation of the orofacial motor cortex (Mallet et al,, 2006).
We named SNR— the neurons, which did not exhibit the features of
striatal interneurons and which did not exhibit antidromic responses
to SNR stimulation (Mallet et al, 2006). Striatal neurons were
considered to be unresponsive to antidromic stimulation of the SNR
if they exhibited no antidromic spike response to SNR stimulation at
maximal current (1.2 mA) while, in the same experiment, at least

one SNR+ neuron was identified by a SNR stimulation at a current
=0.5 mA Moreover, all but two of the 47 SNR— neurons recorded
here in 6-OHDA-lesioned rats were spontanecusly active. The two
silent SNR— neurons were not further studied.

In order to test the dynamic response of MSNs to cortical input we
used paired cortical stimulations at 100 ms intervals as described
(Mallet et al, 2006) and we measured the probability of spike
discharges in response to both pulses. In order to preserve the

INTACT

Urethane / SKF

Awake /| SKF

Fig. 1. Fos immunoreactivity in the dorsolateral striatum in the 6-OHDA-lesioned and
intact sides of urethane-anesthetized or awake rats, 2 h following saline or D1 agonists
treatments. (A) The number of Fos-positive neurons was counted in the four quadrants
(DL: dorsolateral, DM: dorsomedian, VL: ventrolateral, VM: ventromedian) of both
lesioned and intact striatum. Because we observed no major differences in the drug
effects between the four striatal quadrants, the figure shows only micrographs obtained
in the dorsolateral striatum. (B-E) Photomicrographs illustrating the effect of SKF-
38393 (5 mg/kg, ip.) on the Fos immunoreactivity observed in the lesioned striatum
(B. D) and the intact striatum (C, E) of one rat anesthetized with urethane (B, C) and one
awake rat (D, E). Scale bar =50 pm.
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efficiency of the cortical stimulation throughout experiments the
stimulating current was limited to a maximum of 800 pA. Drugs were
purchased from Sigma-Aldrich (Lyon, France} and were administered
i.p. only once per rat: L-DOPA methyl ester hydrochloride (6 mg/kg),
benserazide hydrochoride (15 mg/kg), R-(—}-apomorphine hydro-
chloride hemihydrate (0.2 mg/kg), (4-)-SKF-38393 (5 and 10 mg/kg},
(4 )-6-Chloro-PB hydrobromide (cPB) (0.5 mg/kg) and {—}-quinpir-
ole hydrochloride (0.5 mg/kg). Drug effects were measured after
injections at time ranges that correspond to the maximum of their
behavioral effects in 6-OHDA-lesioned rats (Fletcher and Starr, 1989;
LaHoste and Marshall, 1990; Lundblad et al., 2002; Ruskin et al.,, 1999}.

Anatomo-functional experiments

The effects of two D1 agonists, SKF-38393 (5 mg/kg, 1.p.) and cPB,
0.5 mg/kg, Lp.}, on the number of c-Fos-positive neurons were
compared to saline treatment in 6-OHDA-lesioned rats either under
urethane anesthesia or in awake freely moving rats. Anesthetized rats
were fixed on a stereotaxic frame, sham-operated and their slow wave
activity was continuously monitored. Saline or D1 agonists were
administered to anesthetized rats 4 h after induction of anesthesia.
Awale rats were gently moved from their home cage to an individual
circular chamber and allowed to habituate for 30 min before either
saline or D1 agonist injection. Two hours after drug treatments all rats
were sacrificed, under deep urethane anesthesia, by intracardiac
perfusion, via the ascending aorta, with sodium chloride (NaCl 9%.) at
4 °C for 5 min followed by 250 ml of a 4% paraformaldehyde (PFA)
solution at 4 °C prepared in a 0.2 M phosphate buffer (pH ="7.2). Free-
floating serial coronal vibratome sections (60 pm thick) at the striatal
level (between 1.60 mm and —0.26 mm from Bregma according to
Paxinos and Watson (1997)) were then collected and preserved in
0.01 M PBS at pH =7.2 containing 0.03% sodium azide at 4 °C until use.

C-Fos immunochistochemistry

C-Fos immunohistochemistry was performed following a procedure
slightly modified from Frenois et al. (2007 ). Briefly, sections were rinsed
in0.01 M PBS at pH= 7.2 for 10 min, then placed in 0.01 M PBS (pH =72}
containing 30% sucrose for 1 h before being fast frozen in isopentane
cooled at —40 °Cwith liquid nitrogen and directly immersed in PBS at
room temperature. After rinsing (0.01 M PBS at pH=7.2, 2x5 min},
sections were pre-incubated in ¢.01 M PBS (pH 7.2}/ 1.5% Triton X100/3%
normal donkey serum under agitation for 1 h at room temperature.
Sections were then incubated overnight at room temperature under
agitation with the anti-c-Fos primary antibody (sc52, Santa Cruz
Biotechnology, California, USA)}, diluted 1/8000 in 0.01 M PBS (pH
7.2}/0.3% Triton X100. The following day, sections were rinsed (0.01 M
PBS, pH=7.2, 3:<10 min} and incubated under agitation during 2 h at

room temperature with a biotinylated donkey anti-rabbit secondary
antibody (Amersham Biosciences, Freiburg, Germany) diluted 1/200 in
PBS 0.01 M (pH="7.2}. Sections were rinsed in 0.01 M PBS (pH=72)
3 x 10 min then incubated 90 min under agitation at room temperature
in the ABC complex (Vector Laboratories, Peterborough, UK} diluted 1/
200 in 001 M PBS at pH="7.2. After rinsing (PBS 0.01 M, pH=7.2,
2 10 min}, sections were put inta 1x TBS (pH=7.6; 3 x5 min}, before
being revealed by diaminobenzidine (0.2 mg/ml) diluted in 1x TBS
pH=76, in the presence of nickel (40 mg/ml) and 0.3% H,0, (which
catalyses the reaction). Sections were then rinsed into 1x TBS, pH=7.6
{2x5 min) and into distilled water (2= 5 min}, then spread out over
slides, air dried then and mounted in Eukitt.

Analysis of c-Fos experiments

The number of c-Fos immunoreactive nuclei was counted using an
image analyzer system for cartography (Mercator, Explora Nova, La
Rochelle, France) within the entire striatum divided in four quadrants:
dorsomedial (DM}, dorsolateral (DL}, ventromedial (VM) and ven-
trolateral (VL) (see Fig. 1A). For all rats, quantification was performed
within the 6-OHDA-lesioned as well as in the intact striatum.
Statistical analysis was performed on individual raw data using a
two-way analysis of variance (ANOVA}) followed by post-hoc Bonfer-
roni/Dunn multiple comparison test.

Results
Anatome-functional studies under urethane anesthesia

Systemic administration of D1 agonists much more strongly
stimulates the expression of imimediate early genes in the 6-OHDA-
lesioned striatum than in the intact striatum (Gerfen et al., 1995, 2002;
Robertson et al,, 1989, 1990). Because these enhanced expressions are
largely restricted to striatonigral neurons (Gerfen et al., 1995, 2002;
Robertson et al.,, 1990), these observations have brought strong support
to the view that D1 stimulation corrects the deprassed activity of
striatonigral neurons caused by the dopamine depletion. The first aim
of our study was to test whether electrophysiological approaches also
support this view. However, because we had to identify MSNs by means
of antidromic SNR stimulation, our electrophysiological experiments
were performed under urethane anesthesia. Therefore, as a prelimin-
ary step, we verified that urethane anesthesia does not alter the
anatomo-functional data. As previously reported, in awake freely
moving rats the D1 agonists SKF-38393 and ¢PB strongly stimulated
c-Fos expression in the 6-OHDA-lesioned striatum but induced
much smaller effects in the intact striatum (Fig. 1 and Table 1}. In
experimental conditions identical to those of our electrophysioclogical
studies (rats sham-operated under urethane anesthesia) these D1

Table 1
D1 agonist-induced Fos-like immunoreactivity in freely moving and urethane-anesthetized rats with unilateral 6-OHDA lesion.
Freely moving Urethane-anesthetized F value (2-way ANOVAs)
Saline D1 agonist Saline D1 agonist Motor state Treatment
SKF-38383 n=>5 =6 n=>5 r=>5
Intact DL-STR B h 68 + 20 21 1=kl
Lesioned DL-STR 51+13 1691 +329 14+4 1398 +£201 0.59 4598
Intact VL-STR 11 91422 041 skl
Lesioned VL-STR 14+6 1668 £335 1244 11114127 187 45.56
cPB n=>5 n=—3 =it n=>5
Intact DL-STR 8§+2 61+31 7+6 6+4
Lesioned DL-STR 46+ 6 1136 +£418 26+4 1421+272 c41 36.62
Intact VL-STR 53 76+35 2+1 Sit3
Lesioned VL-STR 30-L 11 1013 £322 642 1458 £325 083 3234

Data are mean & SEM and represent numbers of Fos-positive nuclei per mm®. Two-way ANOVAs demonstrate significant effects of drug treatment with SKF-38393 (5 mg/kg, ip.) and
cPB (0.5 mg/kg, i.p.) in the dorsolateral striatum (DL-STR) and the ventrolateral striatum (VL-STR) (p<0.00C1), but no significant effect of motor state (freely moving versus
anesthetized) (p=0.10). Post hoc tests indicate significant Fos induction by both D1 agonists compared to vehicle treatment in the lesioned striatum in both motor states (p<0.0001).
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agonists also strongly stimulated c-Fos expression in the 6-OHDA-
lesioned striatum but not in the intact striatum (Fig. 1 and Table 1).
Similar increases were observed in both lateral quadrants of the 6-
OHDA-lesioned striatum, which corresponded to the localization of
the electrophysiological recordings (Table 1)} and also in both medial
quadrants (data not shown). Preliminary experiments with SKF-38393
at the dose of 10 mg/kg (three 6-OHDA-lesioned rats under urethane
anesthesia} gave similar results (data not shown).

Corticostriatal transmission in identified MSNs

As in our previous study we identified here four types of striatal
neurons (Mallet et al,, 2006). Tonically active neurons were identified
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by their unique, regularly spaced, spontaneous activity between 2 and
6 Hz. These neurons were presumed to be cholinergic interneurons
and were not further studied here. Fast spiking GABA interneurons
(FSI) were identified by their spike duration, which is briefer than that
of all other striatal neurons, and by the fact that they respond with
brief burst of 2 to 5 action potentials to supra threshold cortical
stimulation (Mallet et al., 2005, 2006). As previously, neurons, which
exhibited antidromic responses to SNR stimulation (Fig. 2} were
named SNR+4 and were considered to be striatonigral MSNs in
accordance with previous studies (Ballion et al., 2008; Jaeger et al,,
1994; Mallet et al, 2005, 2006; Ryan et al., 1986, 1989). Finally, we
named SNR— those neurons, which did not correspond to interneur-
ons and which did not exhibit antidromic responses to SNR
stimulation. We previously showed with double labeling that these
neurons express the mRNA coding for ENK, a recognized feature of
striatopallidal neurons (Mallet et al., 2006). Moreover, we previously
observed that, in the 6-OHDA-lesioned striatum, SNR— MSNs are
much more spontaneously active than in intact rats, whereas the
opposite effect was observed regarding SNR+ neurons (Mallet et al,
2006}. Accordingly, all 71 SNR+ neurons studied here in 6-OHDA-
lesioned rats were spontaneously silent. In contrast, all but two of the
47 SNR— MSNs studied here were spontaneously active (range: 0.02
to 2.12 Hz; mean 4 SD: 0.62 4 0.58 Hz). Both silent SNR— MSNs were
discarded because they might correspond to striatonigral neurons not
detected by the antidromic SNR stimulation.

We tested the spike responses evoled in MSNs by pairs of cortical
stimulations applied at 100 ms time intervals. We previously showed
in intact rats that the feedforward inhibition by FSIs more dramatically
affects the spike responses evoked in MSNs by the first pulse than by
the second pulse (Mallet et al, 2005). In 6-OHDA-lesioned rats
striatopallidal neurons are more responsive to cortical stimulation and
tend to escape this feedforward inhibition. In contrast, the cortical
response of striatonigral neurons is depressed by the dopamine
depletion and this deficit is worsened by feedforward inhibition,
especially the response to the first pulse (Mallet et al,, 2006). Indeed,
in intact rats the current required to evoke a spike response to the
second pulse with a 50% probability was almost identical for SNR+
and SNR— neurons (395424 yA n=73 and 385421 uA n=76,
respectively) (Ballion et al., 2008). Here, in 60HDA-lesioned rats, this
current was enhanced for SNR+ neurons (540 4 24 pA, mean -+ SEM
n=71} and decreased for SNR— MSNs (349 + 22 pA, mean + SEM
n=45). The difference between SNR+ and SNR— neurons is highly
significant (unpaired t test, p<0.0001). Therefore, the present data

Fig. 2. Effect of L-DOPA on the spike response of SNR+- MSNs to cortical stimulation. (A)
Anitdromic identification of one SNR+ neuron. The stimulation of the substantia nigra
pars reticulata (SNR) was triggered by an orthodromic spike evoked hy cortical
stimulation with a time interval of 25 ms (left) or 1 ms (right). Recordings show the
superimposition of 10 successive responses to SNR stimulation in both conditions.
Notice the fixed latency of the antidromic spikes (left) and the collision of the
orthodromic spike with the antidromic one at 1 ms intervals (right). Only neurons that
fulfilled the 3 criteria of an antidromic response (see Methods) were considered to be
striatonigral and called SNR+. (B) Typical example of spike responses evoked in one
SNR+ neuron before and after L-DOPA injection. Pairs of cortical stimulations at 100 ms
intervals were applied every 3 s by groups of 20 pairs. The spike responses to various
stimulations were tested in current ranges, which allowed us to explore in every
neuron the full probability scale both before and 30 to 45 min after L-DOPA injection
(6 mg/kg +benserazide 15 mg/kg, ip.). Examples of recordings show the super-
imposition of the spike responses to cortical stimulations at currents, which evoked a
50% probability in response to the second pulse before (left) and after L-DOPA (right).
(C) Number of spikes evoked in the SNR+ neurons illustrated in B in response to the
second pulse of the paired cortical stimulation at distinct currents before (white circles)
and 30-45 min after L-DOPA (black circles). As illustrated, linear regression allowed us
to determine for every neuron the current required for evoking a spike response to the
second pulse with a 50% probability before and after L-DOPA or saline injection. (D)
Stimulating current required for evoking a spike response with a 50% probability, before
and after saline (n=12) or L-DOPA (n= 10) injections. Bar histograms (mean +SEM)
show that L-DOPA significantly inhibited the spike responses evoked in SNR+ neurons
by the second pulse of the cortical stimulation (paired ¢ test, *p=0.048).
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confirm the striatal imbalance described in our previous study (Mallet
et al., 2006). Moreover, as in our previous study (Mallet et al., 2006),
we found here numerous MSNs, which responded to SNR stimulation
in an antidromic manner (fixed latency and all-or-none responses at
stimulating currents just above or below threshold}, but which did not
respond to cortical stimulation at maximal current (800 pA). Thus, it is
likely that identified SNR+ neurons, which responded to cortical
stimulation, already represented a subpopulation of striatonigral
neurons. Among them, about a third responded to the second pulse
but their response to the first was too low to be quantified. Therefore,
inexperiments with drug treatments that inhibit the cortical response

Fig. 4. Effect of apomorphine (0.2 mg/kg ip.) on the spike response of identified MSNs
to cortical stimulation. (A) Typical examples of spike responses evoked in one SNR+
neuron. Pairs of cortical stimulations at 100 ms intervals were applied every 3 s by
group of 40. The stimulating current was adjusted by preliminary tests so that the
response probability to the second pulse reached 50% before drug injection. Recording
traces show the superimposition of the spike responses to the second pulse either
before (control) or 20 min after apomorphine injection. (B) Bar histograms (mean 4+
SEM, n=10) show that apomorphine did not significantly affect the discharge
probability of SNR+ neurons. (C) Typical examples of spike responses evoked in one
SNR— MSN. Stimulation conditions were as described in B and recordings show the
superimposition of the spike responses to the second pulse either before (control) or
20 min after apomorphine injection. (D) Bar histograms (mean 4 SEM, n=12) show
that apomorphine significantly depressed the discharge probability of SNR— MSNs in
response to cortical stimulation (paired ¢ test, p=0.008).
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Apomorphine, a mixed D1-D2 agonist, did not significantly affect
the spike response evoked by the second pulse of the cortical
stimulation in SNR+ neurons and significantly decreased it in SNR—
MSNs (Fig. 4}. Apomorphine also decreased the spike response evoked
by the first pulse in the 12 SNR— MSNs studied (paired t test,
p=0.002; data not shown} and did not affect this response in 7 of the
106 SNR+ neurons (data not shown}). In the 3 other SNR+ neurons we
were not able to study the spike response to the first pulse because the
response probability at maximal stimulating current (800 pA) was
below 50%.

Effects of D1 agonists on SNR+ neurons

In 6-OHDA-lesioned rats SKF-38393 at the dose of 10 mg/kg
significantly depressed the probability of the spike response evoked in
SNR+ neurons by the second pulse of paired cortical stimulations
(Fig. 5A). SKF-38393 at a lower dose (5 mg/kg) and cPB (0.5 mg/kg)
has no significant effect on this spike response either in intact or in
6-OHDA-lesioned rats (Fig. 5B}. Among the 25 SNR+ neurons tested
in 6-OHDA-lesioned rats and which were responsive to the second
pulse, 19 were also responsive to the first pulse at a stimulating
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Fig. 5. Effect of D1 agonists on the discharge probability of SNR+ neurons. [A) Typical
examples of spike responses evoked in one SNR+ MSN recorded in a 6-OHDA-lesioned
rat. Pairs of cortical stimulations at 100 ms intervals were applied every 3 s by group of40.
The stimulating current was adjusted by preliminary tests so that the response probability
to the second pulse reached 50% before drug injection. Recordings show the super-
imposition of the spike responses to the second pulse either before (control) or 30 min
after SKF-38393 injection at the dose of 10 mg/kg. Bar histograms (mean-+ SEM, n=38)
show that SKF-38383 (1C mg/kg) significantly depressed the discharge probability of
SNR+ neurons recorded in 6-OHDA-lesioned rats (paired ¢ test, p=0.003). (B) In the
same experimental conditions the effects of SKF-38393 (5 mg/kg) and of cPB (0.5 mg/kg)
on the discharge probability of SNR+ neurons were studied in 16 intact rats (n=29 and
n=7 respectively) and 17 6-OHDA-lesioned rats {(n=8 and n=23, respectively). Bar
histograms (mean £+ SEM, number of experiments indicated inside bars) show that these
treatments tended to depress the discharge probability of SNR+ neurons. However, these
effects never reached statistical significance (paired t test, p=0.1).
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Fig. 6. Effects of quinpirole (QIN, 0.5 mg/kg) on the discharge probability of SNR+ and
SNR— MSNs. (A) Typical examples of spike responses evoked in one SNR+ MSN (A1)
and one SNR— MSN (AZ). Pairs of cortical stimulations at 100 ms intervals were applied
every 3 s by group of 20. The spike responses to various stimulations were tested in
current ranges, which allowed us to explore in every neuron the full probability scale
both before and 20 to 40 min after quinpirole injection. Examples of recordings show
the superimposition of the spike responses to cortical stimulations at currents, which
evoked a 50% probability in response to the first pulse before (left) and after quinpimle
(right). (B) Number of spikes evoked in the SNR+ illustrated in Al in response to the
first pulse of the paired cortical stimulation at distinct currents before (white circles) and
20-40 min after quinpirole {black circles). Linear regression allowed us to determine for
every neuron the current required for evoking a spike response with a 50% probability
for the first and second pulses, before and after quinpirole. (C) Stimulating current required
for evoking a spike response with a 50% probability, before and after quinpirole Bar
histograms (mean + SEM) show that quinpirole significantly facilitated the spike responses
evoked in 9 SNR+ neurons by the first and second pulses of the cortical stimulation ( paired
t test, **p<0.0076) and significantly inhibited the spike responses evoked in 11 SNR—
MSNs by the first pulse of the cortical stimulation (paired t test, *p =0.011).
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current =800 pA. SKF-38393 at doses of 5 and 10 mg/kg and cPB
(0.5 mg/kg) did not significantly affect their response to the first
pulse (data not shown).

Effects of quinpircle on identified MSNs and on FSls

As expected, the D2 agonist quinpirole (0.5 mg/kg) inhibited the
spike responses evolked in SNR— MSNs by the first and second pulses
of paired cortical stimulations. Indeed, the stimulating current
required to evoke a spike response with a 50% probability was
increased by quinpirole injection. However, this increase reached
statistical significance regarding the spike response evoked by the first
pulse but not by the second pulse (Fig. 6). To our surprise quinpirole
facilitated the spike responses evoked in SNR+ neurons by the first
and second pulses. Indeed, the stimulating current required for
evoking a spike response with a 50% probability was significantly
decreased after quinpirole treatment (Fig. 6). This facilitation was
even more robust when considering 3 additional SNR+ neurons,
which only responded to the second pulse. Indeed, when considering all
these 12 SNR+, the stimulating current required for evoking a spike
response to the second pulse was significantly decreased (data not
shown, paired t test, p=0.0036). When comparing SNR+ to SNR—
neurons before quinpirole treatment (Fig. 6C}, we observed that the
stimulating current required to evoke a spike response with a 50%
probability was significantly higher for the former than for the latter
both regarding the first pulse (unpaired t test, p=0.0002} and the
second pulse (unpaired { test, p=0.0008). Alter quinpirole injection we
observed no significant differences regarding these currents (Fig. 6C).
Therefore, quinpirole reinstates equilibrium between striatonigral and
striatopallidal MSNs with regard to their responsiveness to cortical
input.
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Fig. 7. Effect of quinpirole (QIN, 0.5 mg/kg) on the spike response of fast spiking GABA
interneurons (FSI) to paired cortical stimulations. (A) FSI were identified by their spike
waveform, which is sharper than that of MSNs, and by their burst responses to supra
threshold stimulations. (B) Spike responses evoked by paired cortical stimulation in the
FSlidentified in A before and after quinpirole injection. Pairs of cortical stimulations at
100 ms intervals were applied every 3 s by group of 20. The spike responses to various
stimulations were tested in current ranges, which allowed us to explore in every FSIthe
full probability scale both before and 20 to 40 min after quinpirole injection. Examples
of recordings show the superimposition of the spike responses to cortical stimulations
at currents, which evoked a 50% probability in response to the first pulse before (left)
and after quinpirole (right). The stimulating current required for evoking a spike
response with a 50% probability, before and after quinpirole was determined by means
of linear regression as illustrated in Fig. 6B. (C) Bar histograms (mean +5EM, n=9)
show that quinpirole did not significantly affect the spike responses evoked in FS1 by the
first and second pulses of the cortical stimulation (paired t test, p=0.34 and p = 0.051,
respectively).

Because FSI exert a potent feedforward inhibition on MSNs, we
also investigated the effect of quinpirole on the spike response of FSls
to paired cortical stimulation. As illustrated in Fig. 7A, FSI were
identified by their thin spike waveform and their ability to discharge
with bursts to supra threshold stimulations. However, we found that
quinpirole did not significantly affect the spike responses of the 9 FSI
studied (Fig. 7) suggesting that the effects ohserved in MSNs are not
related to drug-induced changes in feedforward inhibition.

Discussion

In accordance with anatomo-functional studies in the rat model of
Parkinson's disease (Gerfen, 2000; Gerfen et al., 1990} we show here
with our electrophysiological approach that D2 stimulation reverses
the enhanced responsiveness of striatopallidal neurons to cortical
stimulation. However, regarding striatonigral neurons, two important
and unexpected findings resulted from our study. First, L-DOPA and
D1 agonists do not counteract, and even worsen, their depressed
response to cortical stimulation caused by the dopamine depletion.
Second, the D2 agonist quinpirole robustly reverses this depressed
response, reinstating a functional equilibrium between striatal output
neurons.

Choice of a dvnamic index to test corticostriatal transmission

The imbalance of striatal projection neurons caused by the
dopamine depletion is well documented by anatomo-functional data
(Gerfen, 2000; Gerfen et al,, 1990} and by our electrophysiological
study (Mallet et al, 2006). In urethane-anesthetized rats this
imbalance is obvious both with regard to the spontaneous activity
and the spike responses evoked by cortical stimulation. Indeed, in
intact rats the spontanecus activity of MSNs is low and very irregular
but in 6-OHDA-lesioned rats it is dramatically enhanced specifically in
striatopallidal neurons. Although L-DOPA and D2 agonists effectively
alleviate parkinsonian symptoms, L-DOPA (present study} and
quinpirole (Zold et al,, 2007) only moderately reversed (—25% and
— 28%, respectively) the enhanced spontaneous activity of striatopal-
lidal neurons. However, the spontanecus discharge rate is a tonic
parameter, whereas the spike response to cortical stimulation
represents a dynamic index, which might be more relevant to
movements, especially in the context of the pathophysiology of
Parkinson’s disease (Leblois et al.,, 2006). Therefore, we investigated
here the spike responses evoked in identified MSNs by cortical
stimulation and we used the paired pulse protocol that we previously
developed (Mallet et al., 2006).

D2 stimulation, but not D1, corrects the strigtal imbalance

To our surprise, we found that stimulation of D1 receptors by L-
DOPA, apomorphine, SKF-38393 (5 mg/kg) or cPB did not correct, and
actually further worsened (L-DOPA, SKF-38393 10 mg/ke), the
depressed response of striatonigral neurons to cortical stimulation
in 6-OHDA-lesioned rats. In contrast, the same drug treatments
strongly enhance the expression of immediate eatly genes specifically
in striatonigral neurons of the 6-O0HDA-lesioned striatum (Carta et al.,
2005; Gerfen et al,, 1990, 1995, 2002; Paul et al., 1995; Robertson et al.,
1990). This discrepancy is not related to our experimental conditions
because we observed that D1 agonists induced almost identical
stimulations of c-Fos expression in awake rats and in urethane-
anesthetized rats. Likewise, barbiturate anesthesia did not affect these
D1-mediated stimulations of c-Fos expression (Robertson et al., 1989).
Although the mismatch we observe here between early gene
expression and discharge activity was not expected, a similar
mismatch has been previously reported regarding the discharge and
immediate early gene responses of SNR neurons to cortical stimula-
tion (Sgambato et al, 1999). According to Sgambato et al. (1999)
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“changes in gene expression induced in the basal ganglia reflect the
level of afferent synaptic activity rather than the spike discharge of
postsynaptic neurons”. Moreover, our data showing that striatonigral
neurons are further inhibited by D1 agonists are in line with a
previous electrophysiological study. Indeed, striatonigral neurons are
GABAergic and inhibit the discharge activity of SNR neurons (Kita,
1994; Maurice et al.,, 1999). However, SKF-38393 and cPB, at doses that
induce contralateral rotation and strongly stimulate c-Fos expression
in the 6-OHDA-lesioned striatum, did not affect the discharge rate of
SNR neurons (Ruskin et al., 1999). Therefore, from this previous study
it seems unlikely that D1 stimulation strongly enhances the discharge
activity of striatonigral neurons in the 6-OHDA-lesioned striatum. Qur
data are consistent with this prediction.

As predicted by the pathophysiological model of parkinsonian
treatment, we found that L-DOPA, apomorphine and the D2 agonist
quinpirole depressed the enhanced responsiveness of striatopallidal
neurons. Unexpectedly, quinpirole also reversed the depressed
responsiveness of striatonigral neurons. This facilitatory effect of
quinpirole is highly significant both regarding the spike responses
evoked by the first and second pulses. These changes cannot be due to
an indirect action of quinpirole on FSI activity because we observed
that dopamine depletion (Mallet et al, 2006) and subsequent
quinpirole treatment did not affect their responsiveness to cortical
input. However, presynaptic D2 receptors exert an inhibitory control
on GABA transmissions from MSN collaterals and from FSI terminals to
individual MSNs (Delgado et al, 2000; Tecuapetla et al, 2007).
Therefore, quinpirole might improve the responsiveness of striatoni-
gral MSNs by inhibiting their GABAergic inputs at a level downstream
from spike generation. Further studies with in vitro approaches are
required to clarify the effects of quinpirole on striatonigral neurons.
Taken all together, the differences in the response of striatonigral and
striatopallidal neurons to cortical stimulation, which express the
functional imbalance caused by the striatal dopamine depletion, are
abolished by quinpirole treatment.

Therapeutical implications

Replacement therapy with L-DOPA remains the mainstay of
Parkinson's disease treatment. However, long-term L-DOPA therapy
is associated, in most patients, with treatment-related inveluntary
movements known as L-DOPA-induced dyskinesia (LID} (Hauser et al.,
2007; Horstink et al., 2006a; Horstink et al., 2006b; Schapira, 2007). In
6-OHDA-lesioned rats with a severe dopamine depletion the first
injection of L-DOPA induces abnormal involuntary movements
(Lindgren et al,, 2007). Clinical and experimental studies point out
the role of D1 receptors in the initiation and maintenance of LID
(Cenci, 2007; Rascol et al,, 2001). More precisely, numerous experi-
mental studies have implicated the hypersensitivity of striatal D1
receptors in LID and assumed that striatonigral neurons are
hyperactive during LID (Bezard et al., 2001; Brotchie et al.,, 2005;
Cenci, 2007; Gerfen et al., 2002}. However, only a few electrophysio-
logical studies backed this assumption. They showed that LID is
associated with a decrease of the firing rate and with changes in the
dynamic properties of neurons recorded in the SNR or other output
nuclei of the basal ganglia (Boraud et al,, 2001; Meissner et al., 2006}.
However, the causal relationship between these pathological activities
and a hypothetical increase in the discharge activity of striatonigral
neurons has not been established. Our study shows that, in the
severely depleted striatum, D1 stimulation either did not reverse or
even worsened (L-DOPA and SKF 38393 at 10 mg/kg) the functional
inhibition of striatonigral neurons while the same treatments strongly
stimulate their molecular activity (Carta et al, 2005; Gerfen et al,
1995, 2002; Robertson etal,, 1990). This functional inhibition might be
causally linked to the expression of LID. Indeed, selective lesion of
striatonigral neurons in mice also induces the appearance of abnormal
involuntary movements (Gantois et al., 2007).

Monotherapy with D2 agonists is efficient in the early stages of
Parkinson’s disease and is increasingly used because it reduces the
incidence of motor complications as compared to L-DOPA therapy
(Horstink et al, 2006a; Schapira, 2007). However, in advanced
Parkinsonism, D2 agonist treatment is often associated with L-DOPA
therapy. This combined treatment is superior to L-DOPA monotherapy
because it significantly decreases the incidence of motor fluctuations
and LID (Hauser etal, 2007; Horstink et al,, 2006b). Indeed, compared
to L-DOPA monotherapy, lower doses of L-DOPA can be used with the
combined treatment and motor complications are positively related to
the duration and doses of L-DOPA treatment (Hauser et al, 2007;
Horstink et al., 2006b). However, the mechanisms underlying these
D2-based treatments are still debated. Our observations might shed a
new light to this question. Indeed, parkinsonian pharmacotherapy is
mainly aimed at restoring a dopaminergic stimulation of striatal
neurons. However, in healthy subjects physiological dopaminergic
functions are achieved by two distinct modes of dopamine release: i} a
tonic release, which is generated by the tonic discharge activity of
dopaminergic neurons and which mainly stimulates high affinity D2
receptors, and ii) a larger phasic release, which results from brief
bursts of dopaminergic action potentials and which transiently
stimulates D1 receptors in their low affinity state (Gonon et al,
2000; Goto et al, 2007; Richfield et al, 1989). In the early stage of
Parkinsonism, the tonic D2 stimulation achieved by D2 agonists might
compensate for the decrease of the tonic dopamine release. We
showed here that this D2 stimulation is sufficient to restore a
functional equilibrium between both striatal projection pathways.
However, this tonic D2 stimulation does not restore the phasic
dopaminergic transmission. In the early stages an efficient phasic
release might be achieved by surviving dopaminergic neurons
providing that D2 agonists could correct the striatal imbalance. In
more advanced Parkinsonism, low doses of L-DOPA might help the
few surviving dopaminergic neurons to achieve a sufficient phasic
transmissionin a striatum whose imbalance is already corrected by D2
agonists. Therefore, our study calls for a re-examination of the
functional state of striatal projection neurons during chronic treat-
ments with L-DOPA and D2 agonists.
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La premiéere partie de cette thése a permis de erattévidence pour la premiere fois
I'implication des RD5 du NST dans la physiopathidode la maladie de Parkinson. Jusqu'a
présent, I'activité constitutive agoniste indépeartdades RD5, n'avait pu étre démontrée que
sur des récepteurs recombinants, exprimés dansydésmes hétérologues (demshyshyn et
al., 2000). Ici, nous avons pu montrer que les Riaffs, exprimés au niveau du NST,
présentent une activité constitutive. De plus hifaition de cette activité intrinseque par une
approche pharmacologique utilisant un agonistergsyeaméliore les troubles moteurs induits
par la déplétion dopaminergique chez le rat. Redeatient a ces effets comportementaux, I’
flupentixol injecté localement au niveau du NSToldda capacité des neurones du NST a
décharger en bouffées, signature pathologique dealadie de Parkinson, sans affecter les
neurones qui déchargent de facon réguliere, nidlguence de décharge de I'ensemble des
neurones enregistrés. Ce résultat confirme limgraré des bouffées du NST dans la
manifestation des troubles moteurs de la maladiPatkinson, et souligne I'implication de
l'activité constitutive des RD5 dans la genese d#ecactivité pathologique. Ce travail
conforte donc I'hypothése selon laquelle la déohag bouffées des neurones du NST est
une signature électrophysiologique pathologiqueo@és a la manifestation des troubles
moteurs de type parkinsonien.

De plus, nous avons montré que l'application locdle-flupentixol normalise
I'activité métabolique du NST mais également dgsacipale cible, la SNr, ce qui tend a
démontrer un rétablissement de I'équilibre darstlacture de sortie principale du réseau des
ganglions de la base. Car il ne faut pas perdreudde fait que le NST fait partie intégrante
de ce réseau. |l semble donc trés inconvenantdi&twne seule structure, sans prendre en
compte les répercutions que cela peut avoir sursémble du réseau. De ce fait, les

expériences de cytochrome oxydase que nous avalistes, nous ont donc permis d’obtenir

179



Conclusion

une véritable photographie de l'état d’activation éseau. Comme cela avait déja été
rapporté dans la littérature, 'ensemble des ganglide la base semble étre le siege d’'une
hyperactivité métaboliqgue causée par la déplétigpachinergiqgue du systeme (Blandini et

al., 1997 ; Vila et al., 2001 ; Benazzouz et al0£0 Nous apportons ici la preuve que la

manipulation pharmacologique locale du NST, peweedrer un effet réseau puisque le

rétablissement du niveau d’activité métabolique rapportée non seulement au niveau du
NST, mais également au niveau de la SNr, principdlee du NST, et structure de sortie

majeure du réseau des GB.

D’autre part, nous apportons également un argump@ntonfirme I'hypothése selon
laguelle I'activité en bouffées des neurones d'streicture donnée, peut étre considérée
comme une hyperactivité de la dite structure. Eet.el ne fait nul doute que I'hyperactivité
fréquentielle engendre une libération accrue derateansmetteur, ce qui augmente
I'efficacité de la transmission synaptique. Cettgyraentation est par elle-méme le reflet
d’'une hyperactivité. Peut-on de la méme facon ctimer une activité en bouffées comme une
hyperactivité ? A la lueur de nos résultats, il BEMque nous puissions répondre par
affirmative. En effet, nous avons pu mettre enidémce que la Iésion du systeme
dopaminergique entraine une modification drastiuemode de décharge des neurones du
NST et de la SNr, sans affecter leur fréquencep&nallele, la révélation du complexe de
cytochrome oxydase nous a permis d'associer cegemaent de mode de décharge a une
augmentation de l'activité métaboliqgue. Ces résaltassociés a I'étude électrochimique
réalisée par Gonon et collaborateurs (1988), narmsgttent de penser que le mode de
décharge en bouffées, provoque une libération mask neurotransmetteur, qui peut étre a
I'origine de I'hyperactivité métaboligue que now®as mesurée.

L'ensemble de ces données met l'accent sur lingmoe de limplication des

bouffées de potentiels d’action dans la manifestaties troubles moteurs, et sur la nécessité
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d’un outil pharmacologique spécifique des réce @B, qui pourrait relancer I'espoir d’'une
nouvelle approche thérapeutique pharmacologiques danlutte contre la maladie de

Parkinson.

La deuxieme partie de ce travail a permis de cowir le role essentiel de la
désorganisation de l'activité électrique des neesodu NST dans la manifestation des
troubles moteurs de type parkinsonien (hypokinéste catalepsie) induits par les
antipsychotiques typiques. Une nouvelle fois, e@ail souligne le caractére fondamental du
mode de décharge des neurones, bien plus que digdquence. En effet, I'utilisation d’'un
antipsychotique typique s’accompagne cette foisnel'wiminution de la fréquence de
décharge des neurones du NST et de la SNr, assadige désorganisation de l'activité
électrique. Le point commun entre ce modele expEntal de troubles moteurs, et le modele
animal de la maladie de Parkinson demeure I'apparitd’'une activité électrique
désorganisée, irréguliere ou en bouffées, soupgornéhme étant a I'origine des déficits
moteurs.

En revanche, nos résultats montrent que le NSTenwle pas étre impliqué dans
'émergence de dyskinésies tardives induites par teuroleptigues. En effet, les
modifications électrophysiologiques observées apredraitement chronique par des APD
typiques induisant des dyskinésies tardives, nteréifit pas de celles observées apres un
traitement aigu entrainant uniquement des troubleteurs sans dyskinésies tardives.

Nous proposons que le GP pourrait participer & asorganisation de fagon directe.
En effet, nous avons pu mettre en évidence d’untegp@ les traitements par un APD typique
entraine une augmentation de la fréquence de dgxlims neurones du GP, et d’autre part
gue sa lésion abolit les troubles moteurs, et ledifications électrophysiologiques observées

au niveau du NST. De plus, on peut penser qu’ugenantation de la fréquence de décharge
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des neurones du GP va conduire a une libératiomace GABA au niveau du NST, pouvant
ainsi engendrer une désorganisation de l'activéétéque au niveau de cette structure.
L’ensemble de ces données suggére qu’une dépkétiatopamine au niveau du GP,
gue ce soit au cours de la maladie de Parkinsomrpaperte d’innervation dopaminergique
(comme cela a été démontrée dans I'étude a laqrallparticipée, publiée dans le journal
Neuroscience, Bouali-Benazzouz et al., 2009) oocaus de traitements par des antagonistes

dopaminergiques, pourrait contribuer a I'émergeateéroubles moteurs.

Si on considere I'ensemble des résultats préseafdés ce manuscrit, on pourra
conclure que l'apparition d’'un mode de déchargebeunffées au niveau du NST peut étre
considéré comme un leitmotiv dans la genese deasble® moteurs hypokinetiques et
cataleptiques de type parkinsonien. Nous avons pntmer que l'activité constitutive des
récepteurs D5, démasquée par la déplétion dopagiguoer qui survient au cours de la
maladie de Parkinson, joue un rble clé dans la f@estation de ce mode de décharge
pathologiqgue. Cependant, d’autres éléments restgarendre en considération. Notamment
lorsqu’on envisage l'intégralité du réseau des tiang de la base. Ainsi, la réciprocité des
connections GP-NST pourrait également participler genese de cette activité pathologique,
au regard du role primordial que semble jouer lel@P de la mise en place des troubles

moteurs induits par les antipsychotiques typiques.
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|. Implication des récepteurs dopaminergiques D5 das la
physiopathologie de la maladie de Parkinson

Dans le but de compléter cette étude, il est priiabd’utiliser un outil spécifique des
RD5. Puisque les agonistes inverses décrits nepssnstrictement spécifiques des RD5 mais
agissent aussi sur les RD2 (Martin et al., 200bysnproposons une autre approche qui
consiste en l'utilisation d’un « peptide découplamtirigé contre la séquence d’acides aminés
438-448 du RD5, séquence importante pour son setoonstitutive (Demchyshyn et al.,
2000; Tumova et al., 2003). Ce peptide est actmele rendu pénétrant par fusion d’'une
séquence dérivée de la protéine virale TAT du Vén, collaboration avec M. Tiberi
(Université de Montréal, Canada) et M. Garret (néité de Bordeaux, France). Les peptides
de fusion contenant cette séquence passent les narg@sbet sont biologiguement actifs.
vont ensuite agirin situ, par compétition, ce qui empéchera la fixation I35 aux
adénylates cyclases dans le but d’'inhiber spédfitpnt leur activité intrinseque. L'utilisation
de cet outil spécifigue novateur devrait nous pé&nmele confirmer le réle clé des RD5 dans
la physiopathologie de la maladie de Parkinsorgrefaire une cible particuliere dans la
recherche de nouvelles approches thérapeutique ette maladie utilisant des agents
pharmacologiques.

De plus, il serait également intéressant de powesutes travaux en étudiant les
réponses électrophysiologiques des cibles du N&TSNr et le GP, lorsque l'activité

constitutive des RD5 du NST est bloquée paifllipentixol ou par le peptide découplant.
Enfin, dans un but thérapeutique, des tests prguks des agents pharmacologiques

ou des peptides découplants seront réalisés chewdale animal de la maladie de Parkinson

plus proche de 'Homme, le singe MPTP, semble tapedindispensable.
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ll. Implication des ganglions de la base dans la nmfestation des
troubles moteurs induit par les antipsychotiques tgiques

Pour compléter nos études, et au vue de nouvetieséegs publiées réecemment par
Lacombe et collaborateur (2009), il serait intémessd’étudier le rdle du noyau ento-
pédonculaire (EP) dans la mise en place des dyskméardives induites par un traitement
chroniques aux APD. En effet, cette équipe propeséstence de micro-circuits au sein du
réseau des ganglions de la base. L'un impliquaNSe et la SNr dans la genese de I'akinésie
parkinsonienne et l'autre implquant le noyau EP sdéa manifestation des dyskinésies
induites par la L-Dopa. Pour verifier cette hypastenous proposons de caractériser I'activité
électrigue des neurones du noyau EP chez desadésta I'halopéridol de fagon chronique
apres développement des dyskinésies. De plus, ppreche lésionnelle visant a détruire le
noyau EP devrait permettre de valider cette hymathén supprimant la capacité d’un

traitement chronique a I’halopéridol a induire dgskinésies tardives.
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