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RESUME

La dopamine a un impact sur de multiples neurones et joue un réle modulateur sur les
fonctions psychiques et motrices essentielles. Elle est impliquée dans de multiples
pathologies telles que le Parkinson, la Schizophrénie, le syndrome de la Tourette, etc.
Dans le parkinson, une maladie dégénérative qui résulte de la mort lente et progressive
des neurones a la dopamine, le précurseur lévodopa est utilisé pour améliorer les
symptdmes moteurs causés par la carence en dopamine. Toutefois, le traitement a long
terme avec des agonistes dopaminergiques entraine des complications motrices
nommeées dyskinésie. Cet effet secondaire est mal compris et nous indique que suite a
des stimulations dopaminergiques répétées a long terme il se pourrait qu'il y ait des
modifications de la réponse du neurone pour un méme stimulus. Sachant que la structure
et la fonction cellulaire vont de pairs, de nouvelles évidences démontrent que les
traitements qui modifient les niveaux de dopamine dans le cerveau peuvent induire des
modifications du cytosquelette des neurones. La signalisation dopaminergique dans des
conditions normales de niveau de dopamine est bien connue, mais le concept, que la
transmission dopaminergique pourrait modifier le cytosquelette cellulaire, est novateur
et encore peu exploré. Nous avons récemment démontré dans des cultures cellulaires et
des tranches de striatum de rats que l'activation des récepteurs dopaminergiques pouvait
réguler des protéines de structures cellulaires comme la protéine Tau, responsable de
l'organisation du cytosquelette. La présente étude investigue comment le systeme de
transmission dopaminergique via les récepteurs est capable d'influencer le cytosquelette
en étudiant la protéine Tau du striatum. Nous avons étudié les effets et les mécanismes
impliqués dans la stimulation des récepteurs dopaminergiques dans des milieux ex vivo
en utilisant des tranches de striatum de rats. Nous avons ensuite travaillé dans des
milieux in vivo sur un modele plus physiologique, la souris, o nous avons modifié les
niveaux de dopamine du striatum a l'aide de L-DOPA et de MPTP. Nos résultats du coté
ex vivo indiquent que lhyperphosphorylation de Tau pourrait altérer les propriétés
physico-chimiques de cette protéine. Nous avons de plus démontré que la dopamine
altérait la phosphorylation de Tau via les récepteurs du glutamate, et plus
particuliérement la sous-unité NR2A des récepteurs NMDA. Au niveau in vivo, nous
avons démontré que la dopamine avait un effet tonique sur la phosphorylation de Tau et
que la dénervation des neurones dopaminergiques est une condition essentielle pour
induire des changements du cytosquelette induit par la dopamine. Ces travaux ont
permis de mettre en évidence de nouveaux mécanismes moléculaires dans la
transmission dopaminergique lors de conditions dopaminergiques pathologiques telle
que vue dans le parkinson. De plus, ils ont permis de mettre en évidence le réle joué de
la dopamine dans les altérations des constituants du cytosquelette pouvant jouer un role
dans le fonctionnement du neurone.

Mots-clés : Tau, Dopamine, L-DOPA, Glutamate, MPTP, Parkinson
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CHAPITRE I

INTRODUCTION

1.1 Dopamine : généralité

La dopamine est un neurotransmetteur de faible poids moléculaire qui appartient a
la famille des catécholamines. C’est un neurotransmetteur neuromodulateur comme la
sérotonine, 1’acétylcholine, 1’histamine, etc. 11 est sécrété par un groupe restreint de
neurones et agit au niveau du systéme nerveux. Bien que la dopamine soit minoritaire
dans le cerveau, elle a un impact sur de multiples neurones, et elle joue un réle
modulateur des fonctions psychiques et motrices essentielles. Elle est impliquée dans de
multiples pathologies telles que le Parkinson, la Schizophrénie, le syndrome de la
Tourette et ’hyperprolactinémie, ce qui fait des systemes dopaminergiques le centre
d’intérét de beaucoup de recherches. Par exemple, des antagonistes des récepteurs
dopaminergiques sont développés pour bloquer les hallucinations et les idées délirantes
dans la schizophrénie alors que des agonistes des récepteurs dopaminergiques sont
développés pour améliorer les symptomes moteurs parkinsoniens. Toutefois, la
stimulation des récepteurs dopaminergiques par la dopamine entraine des effets

indésirables a long terme.

1.1.1 Réle central et périphérique

La dopamine, au niveau du systéme nerveux central, est sécrétée par les neurones
dopaminergiques. Elle est impliquée dans la motricité, les émotions, la motivation, la
modulation des comportements de dépendance et les fonctions cognitives. Elle agit aussi
en tant que neuro-hormone lorsqu’elle est sécrétée par I’hypothalamus pour moduler la
libération de prolactine [1, 2]. Elle est également précurseure de la noradrénaline dans

les neurones noradrénergiques et adrénergiques centraux.



Au niveau du systéme nerveux périphérique, la dopamine est précurseur de la
noradrénaline dans les neurones postganglionnaires du systeme sympathique de méme
que dans les cellules chromaffines de la médullosurrénale [3]. Elle est présente dans la
circulation sanguine et exerce son effet sur plusieurs récepteurs catécholaminergiques
(al, B1, B2, D1) situés sur de nombreux tissus périphériques, d’ou son action sur le

systeme cardiovasculaire, rénal et gastro-intestinal [4].

1.1.2 Biosynthése et métabolisme

L’étymologie du mot dopamine provient de la décarboxylation amine de la
L-DOPA (Levodopamine) qui est une abréviation de L-3,4-dihydroxyphénylalanine [5].
La dopamine a été pour la premiére fois synthétisée par George Barger et James Ewens
dans le laboratoire Wellcome en 1910 a Londres en Angleterre [5, 6]. Dans I’organisme,
la dopamine est produite par les tissus nerveux et par la portion médullaire de la glande
surrénale. Etant donné qu’elle ne traverse pas la barriére hématoencéphalique, la
dopamine au niveau central est régulée indépendamment de son niveau périphérique [5].
Au niveau du systéme nerveux central, la dopamine est synthétisée dans les neurones a
partir de la tyrosine, un acide aminé qui, a la suite de son hydroxylation par la tyrosine
hydroxylase (TH), est transformé en L-DOPA. L’activité de TH est d’ailleurs considérée
comme 1’étape limitante de la biosynthése des catécholamines [7]. La L-DOPA, a son

tour, est alors métabolisée en dopamine par la DOPA décarboxylase (DDC) (Figure 1.1).
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Figure 1.1  Biosynthése des catécholamines. (Tirée de P. Allain [8].)

Le stockage de la dopamine dans les terminaisons nerveuses se fait dans des
vésicules synaptiques par I’intermédiaire des transporteurs vésiculaires des monoamines
VMAT-1 et -2 alors que la dopamine cytosolique libre se dégrade en acide
dihydroxyphénylacétique (DOPAC) via les monoamines oxydases intraneuronales
(MAO) [9]. Le stockage a I’intérieur des vésicules synaptiques permet de maintenir une
concentration élevée en dopamine dans les terminaisons nerveuses et subséquemment,
lors de D’arrivée du potentiel d’action, de libérer une plus grande quantité de
neurotransmetteurs dans la fente synaptique. Ces neurotransmetteurs vont ensuite aller
activer les récepteurs dopaminergiques qui se situent surtout sur les éléments
postsynaptiques. Ces neurotransmetteurs peuvent également activer des autorécepteurs
qui sont situés sur le neurone présynaptique et ainsi moduler la relache de la dopamine.
(Figure 1.2). A la suite de la transmission du signal, deux voies majeures d’élimination

de la dopamine existent. Dans la premiére, il se produit un phénomeéne de recapture de la



dopamine par le transporteur de la dopamine (DAT) situé sur le neurone présynaptique
[10]. Ceci se produit dans la plupart des régions du cerveau, incluant le striatum et les
ganglions de la base. C’est ainsi qu’environ 80 % de la dopamine présente dans la fente
synaptique est retirée. Une partie de la dopamine recyclée est dégradée par la MAO
intraneuronale alors que le reste est emmagasiné dans des vésicules synaptiques tout
comme la dopamine nouvellement synthétisée. La deuxiéme voie d’élimination fait
intervenir le catabolisme de la dopamine résiduelle au niveau de la fente synaptique.
Cette derniére est convertie en métabolite par deux enzymes: la catéchol-O-

méthyltransférase (COMT) et la MAO extraneuronale [9].

Figure 1.2  Synapse dopaminergique. (Tirée de Landry et Gies [11].)
Dans cette figure, nous voyons les étapes amenant a la synthése et le
catabolisme de la dopamine ainsi que les récepteurs sur lesquels cette
derniére agit.



1.1.3 Voie de projection dopaminergique centrale et Striatum

La plupart des neurones dopaminergiques dans le systéme nerveux central sont
situés dans le tronc cérébral et principalement au niveau de la substance noire pars
compacta (SNc) et de I’aire tegmentale ventrale (VTA). Les projections axonales qui
émanent des corps cellulaires de ces neurones ont pour cibles diverses structures
corticales et sous-corticales. De nombreuses études ont mis en évidence plusieurs voies
de projections dopaminergiques dont trois d’entre elles sont particuliérement

importantes (Figure 1.3).
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Figure 14.10 Dopaminergic Projection Systems
See alyo Table 14.2

Figure 1.3  Les voies de projections dopaminergiques. (Tirée de H. Blumenfeld [12].)

La voie mésocorticale provient de la VTA et projette au cortex frontal et temporal,

en particulier vers le gyrus cingulaire antérieur, I’aire enthorinale et le cortex préfrontal.



Les faisceaux dopaminergiques dans cette voie jouent un réle dans la concentration et
les fonctions exécutives comme la mémoire de travail. Des dysfonctionnements dans

cette voie sont a I’origine des symptomes de la schizophrénie [13].

Les corps cellulaires des neurones dopaminergiques dans la voie mésolimbique
sont situés dans la VTA, et ils ont pour cibles la région ventrale du striatum, appelée
également noyau accumbens, la stria terminalis, le tubercule olfactif, le septum,
I'amygdale et 'hippocampe. Cette voie représente le systéme de récompense et de
renforcement. Elle est impliquée dans la mémoire et la motivation des comportements
émotionnels. Une autre de ses fonctions importantes est son role dans les phénomeénes de
dépendance [14]. Par exemple, la cocaine provoque une augmentation de dopamine dans
les fentes synaptiques au niveau du noyau accumbens en modifiant le fonctionnement du
systtme de recapture de la dopamine. D’ailleurs, d’autres substances psychoactives
comme I’amphétamine, 1’alcool et les opiacés provoquent une augmentation des taux
extracellulaires de dopamine dans le noyau accumbens [15]. Des dysfonctions dans cette
voie de projection sont associées a des troubles comme les psychoses, I’hyperactivité,

les déficits d’attention et la dépression [16].

Les cellules nerveuses dopaminergiques de la voie nigrostriée représentent environ
95 % des neurones de cette voie [17] et 80 % des neurones dopaminergiques du systeme
nerveux central. Ce sont des neurones qui proviennent de la SNc et irradient vers le
striatum dorsal constitué¢ du noyau caudé et du putamen. Ce réseau constitue un systeme
modulateur des aires corticales motrices d’ou son importance dans le contrble des
fonctions motrices. C’est d’ailleurs la perte de plus de 50% des neurones
dopaminergiques projetant au striatum dans cette voie qui cause des symptomes
parkinsoniens. D’autres roles tout aussi importants leur sont attribués dans des fonctions

non motrices comme la cognition [18].

Le striatum est ’'une des structures de noyaux sous-corticaux qui composent les
ganglions de la base. Il existe un réseau enchevétré de neurones entre les ganglions de la

base et les différentes aires corticales. Le striatum avec le noyau sous-thalamique est la



principale entrée des fibres des ganglions de la base. Le striatum est composé du noyau
caudé, du putamen et du noyau de I’accumbens (Figure 1.4) qui partagent de nombreux
¢léments au niveau de 1’organisation de leur connexion [19]. Les noyaux du striatum ont
la méme origine embryonnaire et fusionnent antérieurement. A 1’extérieur des ganglions
de la base, les plus importantes connexions au striatum se font & partir du cortex
cérébral. Bien que le striatum n’influence pas directement les neurones moteurs de la
moelle épiniére, c’est via son action indirecte sur certaines régions motrices du cortex
cérébral qu’il influe sur le contréle du mouvement. Ses connexions, topographiquement
bien organisées [20], sont de nature excitatrice et utilisent le glutamate comme
~ neurotransmetteurs. Le putamen est la portion du striatum la plus impliquée dans le
contrdle du mouvement, recevant des projections des zones motrices du cortex
préfrontal alors que le noyau caudé est relié aux régions associatives corticales. Le
noyau accumbens et la majeure partie ventrale du putamen et du noyau caudé seraient
plutét associés aux fonctions limbiques du striatum. Au niveau des connexions
intrinséques des ganglions de la base, le striatum est la cible principale des projections
dopaminergiques de la plus importante voie dopaminergique du systéme nerveux central
soit la voie nigrostriée. Dans cette voie, les cellules latérales de la substance noire pars
compacta projettent sur le striatum dorsal alors que les cellules médianes projettent sur
le noyau accumbens, le striatum ventral de méme que plusieurs structures limbiques. Ce
sont ces deux voies dopaminergiques qui sont impliquées dans le contrdle des
mouvements moteurs. On distingue une voie directe DI et une voie indirecte D2 qui,
une fois activées, pourront réguler et moduler les mouvements. Notons que les
récepteurs dopaminergiques sont fortement exprimés au niveau des neurones épineux de
taille moyenne qui composent 95 % de la population neuronale du striatum. Les
neurones qui expriment la famille des récepteurs D1 synthétisent deux neuropeptides, la
substance P et la dynorphine, et sont les composantes principales de la voie
striatopallidale directe. A I’inverse, les neurones qui expriment la famille des récepteurs
D2 sont riches en enképhaline et sont impliqués dans la voie striatopallidale indirecte

[21].
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Figure 1.4  Anatomie du striatum. (Tirée de H. Blumenfeld [12].)

1.2 Récepteurs dopaminergiques : généralité

La dopamine exerce son effet sur des récepteurs spécifiques. La premiere évidence
de I’existence de récepteurs dopaminergiques au niveau du systéme nerveux central a été
en 1972, lorsqu’il a été démontré que la dopamine stimulait ’activité de I’adenylate
cyclase [22]. Quelques années plus tard, les évidences pharmacologiques et
biochimiques ont démontré la possibilité de multiples sites de liaisons de la dopamine
[5, 6]. Par la suite, a la fin des années 80, il a été découvert que la dopamine exergait son
action sur deux populations de récepteurs distincts : I’une est couplée a I’adenylate
cyclase et ’autre reste indépendante de celle-ci. Ces deux groupes de récepteurs ont
finalement été classifiés en récepteur D1 et D2 basé sur leurs effets pharmacologiques et
leurs couplages a I’adenylate cyclase. La classe des récepteurs D1 active 1’adenylate
cyclase et permet ’accumulation adénosine 3’5’cyclique monophosphate (AMPc), alors
que la classe des récepteurs D2 inhibe I’activité de ’adenylate cyclase et diminue la
quantité d’AMPc. Ce concept binaire est devenu la base de 1’étude des récepteurs
dopaminergique et a ouvert la voie & la récente caractérisation des récepteurs
dopaminergiques. De récents développements en biologie moléculaire, incluant le
clonage des génes et/ou de I’ADN, ont révélé que I’hétérogénéité dans les

caractéristiques biochimiques des récepteurs D1 et D2 indiquait la présence de



sous-types de récepteurs encore non soupgonnés [23]. Les récepteurs dopaminergiques
sont exprimés dans différentes régions du cerveau et malgré la co-expression de
plusieurs sous-types de récepteurs dans certaines structures cérébrales, le clonage
moléculaire a permis d’étudier les propriétés individuelles des récepteurs
dopaminergiques dans les cultures cellulaires. On connait actuellement cingq types de
récepteurs dopaminergiques codés par cinq geénes différents. Ce sont tous des récepteurs
métabotropiques; ils font tous partie de la grande famille des récepteurs couplés aux
protéines G, formés de sept domaines transmembranaires composés de trois sous-unités
a, B ety [24] (Figure 1.5). Lorsque le récepteur D1 est activé par son ligand, la molécule
de guanosine diphosphate (GDP) liée a la sous-unité a est expulsée, et remplacée par de
la guanosine triphosphate (GTP). La sous-unité a se sépare alors du dimére -y et active
l'adénylate cyclase, transformant l'adénosine triphosphate (ATP) en AMPc. L'AMPc
ainsi synthétisée active la protéine kinase dépendante de 'AMPc (PKA). En résumé, la
famille des récepteurs de type D, appelée D1-like, comprend les récepteurs Dy et Ds qui
ont en commun la fonction d’&tre couplés a des protéines G de type Gs (s pour
stimulation). Une fois activé, ces derniéres croissent 1’activité de 1’adenylate cyclase et
par conséquent, augmentent le taux de AMPc intracellulaire. A Pinverse, la famille des
récepteurs D, appelée D2-like, comprend les récepteurs D,-D;3-Da. 1ls sont couplés a une
protéine G de type Gi/o qui diminue I’activité de ’adenylate cyclase et les taux de

AMPc¢ intracellulaire.
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Figure 1.5  Récepteur dopaminergique. (Tirée de 123bio.net [25].)
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1.2.1 Famille des récepteurs D1

L’étude de la distribution des récepteurs dopaminergiques dans le cerveau est d’un
grand intérét puisque cela met la lumiére sur les roles individuels des sous-types de
récepteurs contrélant les multiples fonctions cérébrales avec laquelle la dopamine est
associée (Tableau 1.1). C’est avec I’hybridation in situ, méthode de choix, que les ARN
messager (ARNm) des récepteurs sont associés a la localisation des récepteurs
dopaminergiques avec leurs sous-types. Les récepteurs DI1-like ont une localisation
somatodendritique dans le systéme nerveux central, et se retrouvent le plus souvent au
niveau post synaptique. Cependant, il arrive que des protéines de récepteurs
dopaminergiques D1-like se retrouvent au niveau présynaptique, alors que leurs ARNm
n’y sont pas. Ceci suggere que ces récepteurs dopaminergiques sont principalement
présents en projection par translocation axonale. Par exemple, au niveau de la substance
noire pars reticulata, les projections axonales, proviennent, dans ce cas, des neurones du
striatum de type GABAergique co-exprimant la substance P [23, 26]. La sous-unité D1
est la plus étendue et posséde la plus forte densité dans le cerveau [23, 26]. Dans le
systéme nerveux central de I’humain, la quantité relative des récepteurs dopaminergique
est D1 >D2>D3 > D5 > D4 [2]. Les récepteurs D1 se trouvent en grande quantité au
niveau du striatum, noyau accumbens et le tubercule olfactif. Ils sont majoritairement
localisés sur les neurones épineux de taille moyenne. Ils se trouvent également en
quantité moyenne au niveau du globus pallidus, de la substance noire et du cervelet et en

faible quantité au niveau du cortex cérébral [2, 4, 27].

Le récepteur D5 est exprimé a un niveau nettement plus faible que le récepteur D1
et posséde une distribution plus limitée. Néanmoins, son affinité nettement supérieure a
celle du récepteur D1 lui confére un réle tout aussi important [28]. 1l se retrouve
principalement sur les neurones épineux de taille moyenne ainsi que sur les neurones
cholinergiques du striatum avec des niveaux plus élevés au niveau du noyau accumbens
et du tubercule olfactif. On le retrouve également au niveau de I’hippocampe, des
noyaux parafasciculaires et mamillaires latéraux du thalamus, la SNc, I’hypothalamus, le

globus pallidus et le cortex cérébral [28, 29].
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1.2.2 Famille des récepteurs D2

Les récepteurs D2 sont distribués de fagon trés similaire aux récepteurs D1. Des
travaux récents ont démontré qu’il existait deux isoformes des récepteurs D2: D2, (long)
et D2, (court). Ils sont le produit du méme géne, mais le récepteur D2 est généré par un
épissage alternatif a partir de ’ARNm du D2;. Les récepteurs D2, sont essentiellement
postsynaptiques, alors que les récepteurs D2 sont essentiellement présynaptiques [21].
Ils posseédent une pharmacologie identique et leurs expressions se chevauchent au niveau
des régions cérébrales ainsi qu’au niveau cellulaire avec la prédominance de la longue
isoforme [30, 31]. Cependant, la proportion de ces deux isoformes varie de région en
région dans le cerveau et leurs régulations quantitatives en réponse a certains
médicaments ciblant le systéme dopaminergique sont différentes [32, 33]. Le récepteur
D2 est exprimé au niveau du striatum, du noyau accumbens et du tubercule olfactif. Il se
retrouve principalement sur les neurones épineux de taille moyenne ainsi que sur les
neurones cholinergiques du striatum [34, 35]. Il est aussi retrouvé dans la substance SNc
et dans la VTA ou il est exprimé par les neurones dopaminergiques [36]. Sa présence au
niveau présynaptique dans les neurones dopaminergiques de la voie nigrostriée suggere
un réle d’autorécepteur en ayant une fonction de rétroaction négative sur la libération de
dopamine [21]. Le récepteur D2 est aussi exprimé aussi sur I’hypophyse et régule la

production et sécrétion de prolactine [1].

Le récepteur D3 est fortement exprimé dans le noyau accumbens et les ilots de
Calleja. Ces. flots sont situés antérieurement a proximité du striatum ventral, de
I’amygdale et du tubercule olfactif. Il se retrouve aussi en plus faible quantité au niveau
du globus pallidus, du thalamus, de ’amygdale, de la substance noire, de la VTA et du
cervelet [37]. Son profil pharmacologique semblable a D2 possede de légeres
différences comme une affinité plus élevée pour I’agoniste dopaminergique quinpirole
[38]. 11 existe au niveau présynaptique ou il a un role d’autorécepteur ainsi qu’au niveau

postsynaptique ou il favorise 1’activité locomotrice [39-41].
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Le récepteur D4 est exprimé préférentiellement dans le cortex frontal,
I’hippocampe et I’hypothalamus. Sa concentration la plus élevée se trouve dans le noyau
latéral septal et dorsomédial du thalamus [42, 43]. Sa faible présence dans les ganglions
de la base en fait une cible de choix pour les antipsychotiques qui sont des antagonistes
des récepteurs dopaminergiques. Cette sélectivité a permis de réduire considérablement
les effets secondaires indésirables des antipsychotiques telles 1’émergence de troubles
extrapyramidaux et les dyskinésies tardives [41, 44] tout en gardant I’effet psychique

recherché du traitement.

Tableau 1.1
Localisation des récepteurs dopaminergiques dans le systéme nerveux central

Famille de type D1 Famille de type D2
D1 DS D2 D3 D4
Striatum, Noyau | Hippocampe, Striatum, flots de Calleja, | Amygdale,
Accumbens, Hypothalamus, Noyau Noyau Cortex,
Tubercules Thalamus, SNc, Accumbens, Accumbens, Thalamus,
Olfactifs, Globus | Globus Pallidus, SNc, Globus Pallidus, | Hippocampe,
Pallidus, SNc, Cortex, Striatum, Tubercules Thalamus, Hypothalamus
Cortex, Cervelet |Noyau Accumbens, | Olfactifs, Amygdale, SNc,
Tubercule Olfactifs | VTA. VTA, Cervelet
Hypophyse

1.2.3 Particularité d’adaptation des récepteurs dopaminergiques : exemple de la
maladie de Parkinson

Les récepteurs dopaminergiques sont sujets a des mécanismes de régulation rapide
(couplage avec la protéine G) et a plus long terme (régulation de la densité des
récepteurs). Cette particularité d’adaptation est bien démontrée dans la maladie de
Parkinson. Les symptoémes moteurs parkinsoniens n'apparaissent qu'aprés la
dégénérescence d'un grand nombre (50-80 %) des neurones dopaminergiques de la voie
nigrostriée [12]. Cette longue phase préclinique de la maladie de Parkinson pourrait
s'expliquer par l'adaptation du systéme dopaminergique. Premiérement, il se produit une

surproduction de dopamine par les neurones survivants. Ensuite, la dopamine diffuse
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vers les cellules striatales voisines ou la densité des récepteurs est augmentée
(hypersensibilité postsynaptique). Finalement, le mécanisme de recapture est diminué
(hypersensibilité présynaptique) pour compenser au manque de dopamine. Tant que les
neurones survivent en nombres suffisants, ils assument une fonction réservoir et
régularisent la libération de dopamine. Avec la dégénérescence inexorable d'un nombre
croissant de neurones, des suppléments en dopamine deviennent nécessaires pour traiter
les symptomes parkinsoniens. La perte supplémentaire des neurones, malgré
I’administration de précurseurs de la dopamine, n’arrive plus a maintenir un niveau
stable de dopamine et améne des fluctuations importantes des niveaux de dopamine au
niveau de la fente synaptique (Figure 1.6). A long terme, ces fluctuations peuvent
devenir problématiques et amener des effets secondaires indésirables. La dyskinésie
induite par la L-DOPA est un des effets secondaires le plus problématiques d'un
traitement a long terme de L-DOPA. Certaines études avancent 1'hypothése que les
fluctuations exagérées de dopamine peuvent altérer la cascade d’événements dans la
signalisation dopaminergique et auraient des répercussions sur [’architecture du

cytosquelette des neurones [45, 46].

Notons qu'il est difficile en clinique d'utiliser un mode d'administration permettant
un apport en L-DOPA stable et continue. Premi¢rement, car la dopamine est une
molécule trés instable pour étre conservé dans les timbres dermiques ou autres
formulations a long terme. Deuxiémement, les effets secondaires et les complications

techniques associés a ses traitements découragent leurs usages [47].
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Figure 1.6  Fluctuation des niveaux de dopamine cérébrale dans la maladie de
Parkinson. (Tirée de W. Poewe [48].)
Les niveaux de dopamine cérébrale fluctuent considérablement apres les
traitements avec la L-DOPA dans un stade avancé de la maladie (a droite)
comparativement & un stade précoce de la maladie (2 gauche). Cette
fluctuation caractéristique est associée a la baisse du nombre de neurones
dopaminergiques de la voie nigro-striée. Le stockage de la dopamine
étant, de ce fait, moins important, les niveaux de dopamine varient
directement en fonction des concentrations bio-disponibles de L-DOPA.

1.3 Signalisation dopaminergique : généralité

Plusieurs voies de signalisations faisant intervenir la dopamine peuvent mener a
des modifications du cytosquelette [46]. Tout d’abord, il existe plusieurs fagons
d’activer les récepteurs dopaminergiques. Certaines drogues agissent directement sur les

récepteurs dopaminergiques alors que d’autres sont des précurseurs de la dopamine
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comme la L-DOPA. La dopamine et les agonistes dopaminergiques différencient
facilement la famille des récepteurs D1-like de la famille D2-like [41, 49]. Cependant,
elles ne différencient pas clairement les membres d’une méme famille de récepteurs. Par
exemple, I’agoniste dopaminergique SKF38393 posséde une affinité similaire a 1a méme
famille de récepteurs D1-like soit D1 et D5 [49]. Lorsque les récepteurs D1-like sont
activés, I’adenylate cyclase transforme I’ATP en AMPc qui va alors activer PKA. Par
phosphorylation, PKA régule un éventail de substrats protéiques comprenant entre
autres: cAMP response element binding protein (CREB), cAMP regulated
phosphoprotein of 32 KDa (DARPP-32), des canaux ioniques tels que
les récepteurs N-methyl-D-aspartique (NMDA), les alpha-amino-3-hydroxy-5-
méthylisoazol-4-proprionate (AMPA) et I’acide gaba-aminobutyrique (GABA). Ces
substrats sont impliqués dans diverses cascades de signalisations cellulaires et seront
abordés dans la sous-section 1.3.1 [50]. D’un autre c6té, la stimulation des récepteurs de
la famille D2 inhibe 1’adenylate cyclase et active la phospholipase C (PLC). La PLC
active la calcineurine protéine calcium dépendante (PP2B) en mobilisant le calcium
cytoplasmique. Notons que 1’augmentation de calcium intracellulaire rend 1’exocytose
de dopamine plus difficile et c’est de cette maniére que les récepteurs D2 et D3
présynaptique modulent la relache de dopamine dans la fente synaptique. Ensuite, PP2B
active CREB et inhibe DARPP-32 (Figure 1.7). De récents développements suggerent
que PKA pourrait avoir d’autres substrats parmi des mitogen-activated protein kinases
(MAPK) dont extracellular signal-regulated kinase (ERK), p38 MAPK et c-JUN
N-terminal kinase (JNK) [51].
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D2-Like

Figure 1.7  Schéma de la signalisation cellulaire dopaminergique. (Tirée de M. Lebel

[52])

1.3.1 Meécanismes connus
1.3.1.1 CREB

L’activation de CREB se fait par plusieurs voies, dont la principale fait intervenir
PKA qui phosphoryle CREB sur le résidu sérine 133 dans la voie D1-like. Lorsque
phosphorylé, CREB se lie 4 son élément de réponse cAMP response element (CRE) sur
I’ADN. Ce dernier induit la transcription de plusieurs génes, dont certains, comme
c-Fos, sont aussi des facteurs de transcription responsables d'une seconde vague
d'expression génique [53]. Les autres voies par lesquelles la dopamine active CREB fait
intervenir ERK, NMDA et PLCB1. L’activation des récepteurs D1 ou D2 augmente la
phosphorylation du résidu sérine 133 de CREB via ’activation de ERK [54]. Aussi,
’activation du récepteur D1 est responsable de la phosphorylation indirecte de la
sous-unit¢é NR1 des récepteurs a glutamate NMDA. Cette phosphorylation est
responsable de I’augmentation des niveaux de calcium intracellulaire qui induisent aussi
une activation de CREB. Une augmentation de calcium intracellulaire est aussi produite
aprés la stimulation des récepteurs D2 via I’activation de la PLCB1. D’une part, la
phosphorylation de CREB est importante parce qu’elle est produite a la suite de la

stimulation des deux récepteurs D1 et D2. D’autre part a cause de son expression
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génique qui joue un rdle capital dans la plasticité synaptique et contribue probablement &
des réarrangements synaptiques. Il est intéressant de noter que certains de ses
réarrangements sont en lien avec la persistance de phénoménes de dépendance [55]. De
plus, l'accumulation d’isoforme de c-Fos, témoin de stimulation dopaminergique
répétée, jouerait un role dans les modifications comportementales a long terme induites

par la L-DOPA [56].

1.3.1.2 DARPP-32

DARPP-32 est une cible importante de PKA et posséde un réle bifonctionnel pour
réguler la transmission dopaminergique. Lorsque phosphorylé par PKA ou d’autres
kinases sur la thréonine 34, DARP-32 est en mesure d’inhiber la protéine phosphatase 1
(PP1) [57] (Figure 1.7). En inhibant PP1, DARPP-32 amplifie certains effets de PKA en
empéchant la déphosphorylation de plusieurs protéines substrats de PKA. De plus, PKA
active la phospholipase 2A qui déphosphoryle DARPP-32 au niveau de la thréonine 75.
Ceci empéche I’inhibition de PKA par DARPP -32 lorsqu’il est phosphorylé au niveau
thréonine 75 et permet d’amplifier le signal médié par PKA en le gardant activé [50].
D’autre part, la phosphorylation de DARPP-32 sur la thréonine 75 par la kinase 5
cycline dépendante (Cdk5) méne a D’inhibition de PKA [58]. Etant donné son role
d’amplificateur et d’inhibiteur de la cascade de signalisation médiée par PKA ainsi que
son pouvoir modulateur sur PP1, DARPP-32 joue dans plusieurs réponses
physiologiques aux drogues [59]. Notons aussi que la stimulation des récepteurs D2
module a la baisse I’activité de DARPP-32 de deux maniérés : en diminuant I’AMPc et

avec I’activation de la voie de la cascade PP2B [60].

1.3.1.3 Canaux ioniques : NMDA, AMPA, GABA

La stimulation des récepteurs D1-like augmente la phosphorylation, par PKA, de
plusieurs canaux ioniques voltage et ligand dépendant. Ceci se produit de deux fagons;
soit en catalysant la phosphorylation de canaux ioniques directement par PKA ou bien

par l’inhibition de PP1 via DARPP32. PKA activé augmente D’activité des canaux
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calciques de type L et diminue I’activité des canaux calciques de type N et P/Q. De plus,
PKA module le flux des récepteurs AMPA et GABA. PKA augmente également
activité des récepteurs NMDA via la phosphorylation de sa sous-unité NR1. D’autre
part, lorsque DARPP-32 est activé par PKA, il empéche la déphosphorylation de la
sous-unité NR1 des récepteurs NMDA et contribue aussi a 1’activation des récepteurs
NMDAJ[50]. En plus de leurs effets indirects sur les récepteurs NMDA, certains
récepteurs D1 sont colocalisés avec des récepteurs NMDA dans la densité
postsynaptique des neurones du striatum. Il a été¢ démontré que ce regroupement de
récepteurs D1 avec les récepteurs NMDA refléte I’existence d’interactions directes [61].

Cette interaction sera discutée dans la sous-section 1.3.2.

1.3.2 Nouveaux développements

Les récepteurs couplés a la protéine G, dont font partie les récepteurs
dopaminergiques, sont classiquement connus pour exister sous une forme monomérique.
A la suite de leurs activations, il en découle une cascade d’activation impliquant de
multiples protéines et de canaux effecteurs. Les derniéres années de recherche ont
permis d’établir que le modeéle de récepteurs sous forme monomérique est simpliste par
rapport a leur flexibilité fonctionnelle. La vision courante de I’organisation de ses
récepteurs assume qu’ils forment des hétéroméres ayant des interactions directes
récepteurs a récepteurs [39]. Ses interactions surviennent entre les membres d’une méme
famille de récepteurs ou bien avec des récepteurs qui ont des structures et des fonctions
différentes appartenant a d’autres familles [62-64]. 11 a été démontré que les quantités
d’homodiméres et d’hétérodiméres sont comparables et parmi les interactions entre
hétérodimeres elles sont plus fréquentes parmi les récepteurs d’une méme famille [64].
De plus, il existe des mosaiques hétéroméres complexes entre récepteurs formés de plus
de deux récepteurs et qui interagissent avec une multitude de protéines adaptatrices et
régulatrices [65, 66]. Les interactions de récepteurs a récepteurs modifient 1’attache du
ligand a son récepteur et créent de nouveaux sites de liaisons. Ils influencent aussi la
spécificité de la protéine G et jouent un réle dans la désensibilisation des récepteurs [67].

Par exemple, une augmentation synergique du signal peut se produire lorsque
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deux agonistes sont présents ou bien le signal peut s’atténuer lorsque des hétérodimeéres
interagissent entre eux négativement. Deux importants hétérodiméres dopaminergiques
sont constitués de I’interaction des récepteurs D1-D3 et des récepteurs DI-NMDA. Au
niveau de I’interaction D1-D3, il a été démontré que ces récepteurs sont hautement
co-localisés dans les neurones de la voie striato-nigrée et plusieurs évidences démontrent
qu’ils interagissent directement. En effet, la stimulation du récepteur D1 induit
I’expression d’ARN messager D3 dans le striatum de rats [68]. Pour ce qui est de
’interaction D1-NMDA, nous savons que les neurones du striatum expriment un haut
niveau de récepteurs NMDA. Les analyses de structure et les études de fractionnement
indiquent que les récepteurs D1 et NMDA sont co-localisés plus spécifiquement dans la
membrane des dendrites des neurones du striatum [69]. De plus, de multiples autres
approches ont démontré plus particuliérement que le récepteur D1 interagit avec NR1 et
NR2A, mais pas avec la sous-unité NR2B du récepteur NMDA [69]. D’un point de vue
pharmacologique, ces observations suggérent que ces complexes de récepteurs
représentent une cible potentielle de nouveaux médicaments. Pouvoir moduler l'activité
de ces récepteurs pourrait conduire a d’éventuelles percées des traitements des maladies

neurologiques et neuropsychiatriques.

1.3.3 Protéines du cytosquelette

Les trois éléments du cytosquelette du neurone sont les microfilaments d’actine,
les neurofilaments et les microtubules (Figure 1.8). Les microfilaments sont de longues
fibres protéiques de 7 nm de diamétre. Ils sont constitués de deux chaines protéiques
entrelacées formées de molécules d’actine. Ces dernieres, en se polymérisant, conférent
a la cellule une viscosité accrue du cytosol ainsi que sa structure tridimensionnelle. Ils
sont présents dans tout le neurone, mais ils sont particulierement abondants le long des
neurites. Quant aux neurofilaments, ce sont les structures les plus stables du
cytosquelette. Ils sont formés de protéines fibrillaires assemblées de fagon hélicoidale de
10 nm de diamétre, intermédiaire entre les microfilaments et les microtubules. Ils sont
présents dans tout' le neurone, mais ils sont particuliérement abondants le long des

axones. Ils sont composés de la copolymérisation de protéines appelées NF-L, NF-M et
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NF-H qui forment des dimeres. Ces diméres s’assemblent pour former des tétraméres et
huit tétraméres s’agrégent a leur tour pour former un neurofilament. Les neurofilaments
concourent largement au maintien de la forme cellulaire et 4 1’ancrage des organites
cellulaires. Enfin, les microtubules sont les constituants les plus rigides du cytosquelette
et sont particuli¢rement abondants au niveau de I’axe longitudinal des dendrites et
de I’axone. Ils sont constitués de fibres protéiques de 20 nm de diameétre. Ses fibres
protéiques sont constituées par la polymérisation de diméres de a et de  tubuline qui
forment des protofilaments. Les protofilaments, au nombre de 13, sont disposés cote a
cote de facon a former un tube creux. Les microtubules participent au mouvement de
matériaux dans la cellule et sont impliqués dans la facilitation du mouvement cellulaire.
Un groupe de protéines appelées protéines associées au microtubule (MAP) sont
responsables de ’assemblage et la stabilisation des microtubules. Les MAP sont divisées
en MAP de mobilisation comprenant entre autres la kinésine et la dynéine, les MAP de
stabilisation comprenant Stable tubule only polypeptides (STOP) et finalement les MAP
d’assemblage MAP-2 et Tau. J’¢élaborerai davantage cette derniére protéine, car elle est

au centre de mes travaux de recherche.

C Mcrofilament

A Microtubulé B Neurofhlament

Figure 1.8  Composition du cytosquelette. (Tirée de E. Kandel, J. Shwartz T. Jessel
[70].)
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La protéine Tau est principalement située dans les portions distales des axones
des neurones, mais elle est également présente au niveau des compartiments
somato-dendritiques des cellules gliales et des astrocytes. Cela contraste avec STOP
présent dans la portion proximale des axones et avec MAP2 présent dans les dendrites.
La protéine Tau est le produit d'épissage alternatif a partir d'un géne unique (MAPT). Ce
géne codant la protéine Tau est situé sur le bras long du chromosome 17 et est localisé
plus précisément sur la position 17q21. Les isoformes de la protéine Tau sont le résultat
de I'épissage alternatif dans les exons 2, 3, et 10 du gene Tau. Les 6 isoformes de Tau
ainsi produits se distinguent par leur nombre de domaines de liaison : trois isoformes ont
trois domaines de liaisons et les trois autres ont quatre domaines de liaisons. Les
isoformes a quatre domaines de liaison stabilisent mieux les microtubules que celles
avec trois domaines de liaison. Les domaines de liaison sont localisés a la terminaison
carboxy de la protéine et ils sont positivement chargés, ce qui leur permet de lier le
microtubule chargé négativement. La fonction principale de la protéine Tau est
d’interagir avec les microtubules via des domaines spécifiques de liaison et de favoriser
l'assemblage et la stabilité des microtubules. La protéine Tau contrdle la stabilité des

microtubules par sa phosphorylation.

Tau est une phosphoprotéine qui contient environ 80 sites potentiels de
phosphorylations sur des sites sérines thréonines. En général, une hyperphosphorylation
de la protéine Tau diminue son affinité pour les microtubules, ce qui peut entrainer leur
déstabilisation et par conséquent, une désorganisation du cytosquelette. Cependant, il a
été démontré que sous sa forme phosphorylée au niveau des sites n’étant pas compris
dans les domaines de liaison aux microtubules, la protéine Tau favorise la stabilisation et
I’assemblage des microtubules nécessaires a la croissance et au transport axonal. D’un
autre cOté, la phosphorylation de Tau situés dans les domaines de liaison a la tubuline
compromet la liaison avec les microtubules et en provoque son détachement [71]. Ce
détachement peut causer des anomalies dans le transport axonal et des dysfonctions dans
la neurotransmission des signaux en plus de favoriser I’agrégation des microtubules
[72]. Ces dysfonctions aménent la formation d'enchevétrements neurofibrillaires et sont

caractéristiques de plusieurs maladies neurodégénératives [73-75]. Ces enchevétrements
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neurofibrillaires sont composés principalement d'agrégats intracellulaires de protéines
Tau hyperphosphorylées insolubles. L'analyse de Tau insoluble est un outil puissant
pour mesurer 1'évolution des maladies reliées a la protéine Tau (Taupathies). Il existe
deux principales procédures expérimentales pour étudier la formation d'agrégats causés
par ' hyperphosphorylation de Tau [76]. La premiére est décrite par Greenberg et Davies
et mesure la solubilité¢ de Tau dans | % de sarkosyl [77]. La deuxieme est décrite par
Trojanowski et Lee et consiste a étudier la solubilité de Tau dans un tampon RIPA suite
a son extraction avec 70 % d'acide formique [78]. Prendre une méthode ou l'autre n'est
pas crucial lors de l'analyse de souris modéle de Taupathies déja bien caractérisée. Le
choix de la méthode devient crucial lorsque nous étudions un nouveau modele animal de
Tau transgénique ou lors d'analyse de protéines Tau d'un animal qui n'est pas porteur
d'anomalie génique pour Tau. La raison est, que plusieurs autres protéines que Tau
peuvent étre inclus dans les agrégats insolubles (comme des neurofilaments ou des
protéines MAP2) et peuvent avoir des interactions avec les protéines Tau phosphorylées
et non phosphorylées. La méthode au sarkosyl a retenu notre attention pour les raisons
citées ci-haut et pour la possibilité¢ d'analyser les agrégats par microscopie électronique

si nécessaire.

La phosphorylation de Tau est exécutée par plusieurs kinases (Figure 1.9). Ces
kinases sont subdivisées en deux groupes. Le premier groupe est dirigé contre les
prolines et comprend CdkS3, la glycogéne synthase kinase-3 (GSK3), la caséine kinase 1,
p38, MAPkinase ainsi que JNK. Le deuxiéme groupe n’est pas dirigé contre les prolines
et comprend PKA, la protéine kinase C (PKC) et la calmoduline kinase II (CAMKH).
PKA, Cdk5 et GSK3 sont parmi les candidats les plus susceptibles de phosphoryler Tau
et sont également des acteurs moléculaires principaux dans la signalisation des

récepteurs dopaminergiques (Figure 1.9) [79, 80].
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Figure 1.9  Sites de phosphorylation de Tau. (Tirée de A. Delacourte [81].)

L’implication de la protéine Tau hyperphosphorylée dans plusieurs maladies
neurodégénératives est un phénomene clairement démontré. Toutefois, plusieurs acteurs
régulés par la signalisation dopaminergique régulent aussi la phosphorylation de Tau et

le réle tenu par la dopamine dans cette hyperphosphorylation reste a élucider.

1.4 Rationnelle + hypothése de recherche
1.4.1 Généralité

Nous travaillons sur un aspect novateur du systeme de transmission a la dopamine.
Nous essayons de comprendre comment le systeme de transmission dopaminergique via

les récepteurs est capable d'influencer les protéines du cytosquelette des neurones.

Nous avons démontré dans notre laboratoire, lors d’une expérience sur des cellules
SK-N-MC, que la stimulation des récepteurs dopaminergiques cause une
hyperphosphorylation de la protéine Tau [82]. Notons que les cellules SK-N-MC, issues

de neuroblastomes humains, expriment exclusivement et de fagon endogene le récepteur
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D1 a leur surface. A la lumiére de ces résultats, nous avons voulu observer le role tenu
par l'activité des récepteurs dopaminergiques dans 1’hyperphosphorylation de la protéine

Tau dans différents milieux et conditions dopaminergiques.

1.42 Est-ce que la stimulation des récepteurs dopaminergiques altére la
phosphorylation de Tau de facon continue et est-ce que cette
hyperphosphorylation entraine la formation d’agrégats?

Puisque la voie nigro-striée est riche en dopamine et le striatum est ’endroit ou la
majorité¢ de la dopamine est projetée, ce dernier est particuliérement intéressant pour
étudier les effets modulateurs de la dopamine sur la protéine Tau. Nous avons donc
utilisé des tranches de cerveaux de rats contenant le striatum que nous avons traitées

avec un agoniste des récepteurs a la dopamine D1.

Premiérement, nous nous sommes interrogés sur 'hyperphosphorylation de Tau, a
savoir si elle était permanente ou transitoire, puisqu'une étude récente a démontré que la
réorganisation structurale des neurones causée par la stimulation dopaminergique
persisterait a long terme [83] alors que la phosphorylation de Tau était transitoire dans
les tranches des striatum de rats [84]. Donc, dans notre premiére expérience, nous avons
vérifié les quantités de Tau phosphorylées en fonction du temps lors de la stimulation

continue des récepteurs dopaminergiques.

Ensuite, pour mieux comprendre la nature physique de Tau lorsque la protéine est
hyperphosphorylée, nous avons regardé si cette hyperphosphorylation entrainait la
formation d'agrégats. Des études ont associé l'augmentation de la phosphorylation de
Tau a sa solubilité dans le sarkosyl sur des souris porteuses de la maladie d'Alzheimer.
Ils ont démontré dans ces études que Tau insoluble dans le sarkosyl (sous forme
d'agrégats) est augmenté en fonction de la phosphorylation de Tau. En fait, ses souris
transgéniques sont porteuses d’une taupathie et plus elles sont dgées, plus la protéine
Tau est phosphorylée [85, 86]. Ces expérimentations nous ameénent a nous demander si
I'hyperphosphorylation de Tau en lien avec la dopamine peut aussi amener a la

formation d'agrégats. Cette association entre la dopamine et les changements dans les
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propriétés physico-chimiques de la protéine Tau n'a jamais encore été démontrée et
permettrait de mieux comprendre I'effet du systéme dopaminergique sur les constituants

du cytosquelette.

1.43 Quel est le role de Pactivité des récepteurs glutamatergiques dans la
phosphorylation de Tau induite par la stimulation dopaminergique?

La stimulation des récepteurs dopaminergiques sur des cellules SK-N-MC améne
une augmentation de la phosphorylation de Tau. Cette phosphorylation semble étre
causée par des mécanismes calcium-dépendant médiés par PKA [84]. Des études in vivo
ont démontré que PKA interagit avec des récepteurs glutamatergiques impliqués dans
I'entrée de calcium intracellulaire [87, 88]. Dans notre étude, nous avons voulu chercher
si les récepteurs glutamatergiques étaient impliqués dans I'hyperphosphorylation de Tau
induite par la dopamine étant donné leurs interactions avec des éléments dans la

signalisation dopaminergique et de I'entrée de calcium intracellulaire.

1.44 Comment les différents niveaux dopaminergiques in vivo affectent la
phosphorylation de Tau?

Dans cette expérience, nous avons voulu reproduire une partie de nos études sur
les effets de la transmission dopamirergique dans un modéle in vivo et donc un modele
plus physiologique. Etant donné que les tranches coronales de striatum de rat sont
coupées de l’innervation dopaminergique, elles sont considérées « dénervées» de
cellules dopaminergiques, notre étude s’est basée sur un modele animal traité avec la
neurotoxine MPTP. Cette toxine, suite a son administration systémique, s'attaque
sélectivement aux neurones dopaminergiques, principalement de la voie nigro-striée, et
permet de réduire considérablement les niveaux de dopamine. Ainsi, il est possible de
créer un milieu similaire a la dénervation dopaminergique qui était retrouvé in vifro dans
les tranches de striatum. La perte de neurones dopaminergique, suite a l'application
systémique de MPTP, a été démontrée chez plusieurs espéces animales, dont les singes,
les souris, les chiens et les chats [89]; [90]; [91]. Nous avons ensuite stimulé les

neurones du striatum a l'aide du précurseur de la synthese de dopamine, la 1évodopa.



CHAPITRE 11

MATERIEL ET METHODES

Le chapitre qui suit est divisé en deux sections. Dans la premiére section, je
présente les traitements et les analyses faits sur des tranches de cerveaux de rats dans
notre laboratoire afin de répondre a la question ex vivo de notre problématique. La
deuxiéme, quant a elle, comporte les traitements et les analyses faites sur des souris afin
de répondre a la partie in vivo de notre problématique. Toutes les procédures qui suivent
ont été approuvées par le Conseil de bons soins aux animaux de I’'UQTR et sont en

accord avec les protocoles du Conseil canadien de protection des animaux.

2.1 Partie ex vivo
2.1.1 Animaux

Dans le cadre de cette étude, 36 rats Sprague-Dawley, males, agés entre 6 et
7 semaines, ont ét¢ achetés de Charles River laboratoires (Montréal, QC, Canada). Les
rats étaient logés une semaine avant les traitements dans des cages a l’intérieur de

chambres a température contrdlée et ils ont eu un libre accés a I’eau et a la nourriture.

2.1.2 Préparation des coupes de tissus

Les rats sont initialement anesthésiés par inhalation d’isofluorane (Baxter Corp.,
Toronto, ON, Canada) puis guillotinés dans le but d’extraire leurs cerveaux de telle sorte
que ces derniers ne subissent pas de nécrose liée a la mort de ’animal. Le cerveau est
rapidement retiré et placé dans un tampon froid pour coupe de liquide céphalo-rachidien
artificiel (LCR : NaCl 126 mM, KCI 3.5 mM, NaH,PO,4 1.2 mM, MgCl; 2.3 mM, CaCl;
1 mM, NaHCO; 25 mM, glucose 11 mM et saturée avec 95 % O,/5 % CO, a un pH de

7.4). Les cerveaux sont ensuite coupés en tranche contenant le striatum de 350 pm
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d’épaisseur en utilisant le vibratome (Technical products international Inc., St. Louis,
MO, E.-U.). Les coupes, par la suite, sont transférées dans du liquide céphalo-rachidien
artificiel (LCR : NaCl 126 mM, KCl 3,5 mM, NaH,PO,4 1.2 mM, MgCl; 1.3 mM, CaCl,
2 mM, NaHCO; 25 mM, glucose 11 mM et saturées avec 95 % O2/5 % CO,) dans lequel
elles sont pré-incubées a 32 °C pendant 30 min avant les traitements pharmacologiques.
II faut noter que le second tampon LCR contient une concentration plus physiologique
en magnésium et en calcium que le premier. Le premier tampon LCR va ainsi bloquer le
canal NMDA, et de pair avec une concentration diminuée en calcium, éviter I’apparition
d’excitotoxicitié propre a ce récepteur. De plus, les coupes sont faites a 4 °C aussi pouf
diminuer Dactivité intrinséque des neurones et éviter 1’apparition d’excitotoxicité
NMDA. Lors des traitements, le second tampon est utilisé et la température des coupes

ramenée a 32 °C.

2.1.3 Traitements pharmacologiques

Selon la situation, voici les principaux agents pharmacologiques utilisés. Lorsque
deux traitements sont faits sur les mémes coupes, le traitement au SKF38393_, un
agoniste des récepteurs D1, est toujours a la suite du premier traitement. Notons que nos
solutions sont dissoutes dans une solution saline contenant de I'acide ascorbique 0.01 %

possédant des propriétés anti-oxydantes.

1. NBQX: Les coupes de cerveaux contenant le striatum sont traitées avec
10 uM de cet antagoniste des récepteurs AMPA (Tocris Bioscience, Ellisville,
MO, E.-U.) pendant 30 min avant le traitement au SKF38393 et continué
jusqu'a la fin du traitement au SKF38393.

2. APS5 : Les coupes de cerveaux contenant le striatum sont traitées avec 50 pM
de cet antagoniste des récepteurs NMDA (Tocris Bioscience, Ellisville, MO,
E.-U.) pendant 30 min avant le traitement au SKF38393.

3. NVP-AAMO77 : Les coupes de cerveaux contenant le striatum sont traitées

avec 50 uM de cet antagoniste des récepteurs NMDA sélectif de la sous-unité
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NR2A, un présent du Dr Yves Auberson (Novartis Pharma AG, Basel,
Switzerland), pendant 60 min avant le traitement au SKF38393.

4. RO25-6981 : Les coupes de cerveaux contenant le striatum sont traitées avec
1 uM de cet antagoniste des récepteurs NMDA sélectifs de la sous-unité NR2B
(Tocris Bioscience, Ellisville, MO, E.—U.) pendant 60 min avant le traitement
au SKF38393.

5. SKF38393: Les coupes de cerveaux contenant le striatum sont traitées avec
10 pM de SKF38393 (Sigma-Aldrich, Oakville, ON, Canada) pendant 30 min

ou 60 min.

Apres les traitements pharmacologiques, les coupes sont lavées plusieurs fois avec
du LCR artificiel constamment saturé avec 95 % 02/5 % CO2. Le striatum est alors
disséqué du reste du cerveau et les coupes de striatum sont homogénéisées dans
un tampon RIPA froid servant a la lyse cellulaire (Tris—HCl 50 mM, NaCl 150 mM,
Triton X-100 1 %, sodium deoxycholate 0.25% et EDTA 1 mM supplémenté a un
mélange d’inhibiteurs de phosphatases et de protéases comme leupeptin 10 pM,

phenylmethylsulfonyl fluoride 1 pg/ml et N-tosyl-L-phenylalanine chloromethyl ketone
1 pg/ml).

2.1.4 Fractionnement au sarkosyl

Les coupes de striatum traitées au SKF38393 ou avec de I’acide ascorbique 0.01 %
pour contrdle sont homogénéisées dans un tampon RIPA froid comme décrit ci-haut.
L’homogénat est alors centrifugé a 20 000 x g pendant 20 min a 4 °C et le surnageant
obtenu est utilisé comme fraction brute de Tau (homogénats non fractionnés). Ensuite, la
fraction brute de Tau est chauffée a 100 °C pendant 5 min, puis centrifugée a 20 000 x g
pendant 20 min a température ambiante. Le surnageant obtenu est alors utilisé en tant
que fraction soluble de Tau stable a la chaleur. Ensuite, la fraction soluble de Tau stable
a la chaleur est traitée avec du sarkosyl (concentration finale de 1 %) pendant 30 min, a
température ambiante, et ultra centrifugée a 100 000 x g pendant 1 h a 4 °C. Le précipité

obtenu est utilisé pour la fraction de Tau insoluble au sarkosyl. Les échantillons de
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fractions solubles et insolubles au sarkosyl sont par la suite solubilisés dans un tampon
Tris (SDS 2.3 %, 2-mercaptoethanol 5 %, glycerol 10 %, bromophenol bleu 0.01 % et
un mélange d’inhibiteurs de phosphatases et de protéases). La concentration de protéines
est déterminée a I’aide du réactif de Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, E.-U.) et du
spectrophotomeétre. Par la suite, la quantité de Tau ainsi que sa phosphorylation sont

analysées par la technique de Western blot.

2.1.5 Western blot

La concentration des protéines extraites du striatum est mesurée a I’aide de
la méthode Bradford (Bio-Rad, Hercules, CA, E.-U.). L’électrophorése des protéines
est faite sur un gel polyacrylamide 10 % (SDS-PAGE; Sodium dodecyl sulfate-
Polyacrylamide gel electrophoresis) en déposant 40 pg de protéines par puits de
migrations sauf pour la sous-unit¢ NR2B pour laquelle nous avons utilisé 80 pg de
protéines. Les protéines séparées selon leur poids moléculaire sont par la suite
transférées sur une membrane de nitrocellulose. Par la suite, pour éviter un marquage
non spécifique des anticorps, le blocage de la membrane est fait en 1’incubant dans un
tampon phosphate salin de pH 7,4 composé de BSA 5 % (Fisher Scientific, Pittsburgh,
PA, E.-U.) et de TBS-Tween durant 1 h a température ambiante. Suite au blocage, les
membranes sont incubées dans I’anticorps primaire toute la nuit a 4 °C. Ultérieurement a
cette période d’incubation, les membranes subissent trois lavages consécutifs dans une
solution de TBS-Tween 0.1 % pour enlever 1’excédent d’anticorps primaire libres. Les
membranes sont ensuite incubées pendant 2 h a température ambiante dans I’anticorps
secondaire approprié couplé a horseradish peroxidase (1 :5000, Thermo scientific). Les
deux anticorps, primaire et secondaire, sont dilués dans du BSA 1 % et du TBS-Tween
avant leur emploi. La mise en évidence des protéines est fait par chimioluminescence
(Epi-chemi CDD camera, UVP) avec le réactif Super Signal West Femto (Pierce
Chemical Co., Rockford, IL, E.-U.) qui posséde une activité peroxydase. Les bandes
immunoréactives sont dévoilées et quantitativement analysées par le logiciel Vision
Works Image Acquisition et Analysis Softwar (UVP Bioimaging, Upland, CA, E.-U.).

L’analyse densitométrique de ces bandes est exprimée en densité optique relative.
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2.1.6 Anticorps

Dépendamment de la situation, voici la liste des principaux anticorps utilisés :

A. Anticorps primaire

- Rabbit polyclonal antibody against GAPDH (1:1000; Abcam, Cambridge,
MA, E.-U.), '

- Mouse polyclonal antibody against Tau-5 (1: 500; AbCam, Cambridge,
MA, E.-U),

- Rabbit polyclonal antibody against p-Tau 199-202 (1:1000, AbCam,
Cambridge, MA, E.-U.),

- Rabbit polyclonal antibody against p-Tau 214 (1:1000, AbCam,
Cambridge, MA, E.-U.),

- Rabbit polyclonal antibody against tyrosine hydroxylase (1:1000; AbCam,
Cambridge, MA, E.-U.).

B. Anticorps secondaire
- Anti-rabbit (1:5000, Thermo scientific, Ottawa, ON, Canada),

_  Anti-mouse (1:5000, Thermo scientific, Ottawa, ON, Canada).

2.2 Partie in vivo
2.2.1 Animaux

Dans le cadre de cette étude, 25 souris males C57bl/6j agés entre 10 et
12 semaines ont été achetées de Charles River Laboratories (St-Constant, QC, Canada).
Les souris pesaient en moyenne 28 g et étaient logées dans des cages séparément a
intérieur de chambre 2 température contrdlée. A leurs arrivées, une période
d’acclimatation de 5 jours leur fut accordée avant le début de tests. Elles avaient un libre
accés a I’eau et a la nourriture. Par la suite, nous avons formé 5 groupes de 5 souris pour

les traitements pharmacologiques.
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2.2.2 Traitements

MPTP

Pour induire une déplétion des neurones dopaminergiques, trois groupes de
cinq souris ont subi un traitement chronique de MPTP. Ce traitement consiste
a administrer une injection sous-cutanée (s.c) de 30 mg/kg de MPTP par jour
pendant 5 jours consécutifs. Le MPTP est dilué préalablement avec de la saline

0.9 %. Les 10 souris restantes ont regu une quantité équivalente de saline

(Tableau 2.1).

L-DOPA

Un temps de repos de 10 jours est accordé aux souris aprés la derniére
injection de MPTP. Par la suite, la L-DOPA 25 mg/kg et 12,5 mg/kg de
benzerazide est injectée en 5 doses IP, 1 fois tous les 12 h. Les groupes de

souris contrdles ont regu une quantité équivalente de saline.

Tableau 2.1

Résumé des principaux traitements pharmacologiques pour les groupes de souris

Groupe 1 Groupe 2 Groupe 3 Groupe 4 Groupe 5

Saline Saline MPTP MPTP MPTP
Saline L-dopa Saline L-dopalh L-dopa 24 h
o Traitement de support

Le MPTP induit une phase d’intoxication chez |’animal sous forme
d’hypothermie, d’altération de la tension artérielle, de tremblement et d’une
diminution de 1’appétit qui peut s’avérer mortelle [92, 93]. Ainsi, un traitement
de support est donné aux souris afin d’améliorer leurs survies. Voici la liste

des principaux traitements de supports durant les jours d’injection de MPTP.
- Injection de dextrose-saline 1 ml s.c. 2 fois par jour.

— Lampe chauffante (24 degrés) pendant 5 h.
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- Préparation de nourriture molle.

- Lors d’une perte de poids importante, un gavage de nourriture molle-ou de
Jello ainsi qu’une injection de dextrose-saline 1 ml s.c. supplémentaire

sont donnés.

2.2.3 Préparation des tissus

Les souris sont sacrifiées 1 h (n = 20) ou 24 h (n = 5) aprés leur derniére dose de
traitements de saline ou de L-DOPA. Les animaux sont euthanasiés dans des cages
saturées en CO2 puis sont guillotinés afin de retirer leurs striatum. Le striatum extrait est
déposé rapidement sur de la glace séche dans un tube de type eppendorf. Les striatum
sont conservés dans un congélateur a -80 °C jusqu'a ’extraction des protéines.
L’extraction des protéines, leurs dosages, leurs préparations et leurs analyses par le

Western blot sont semblables a celle des rats (voir section 2.1).

2.3 Analyses statistiques

Les analyses statistiques ont été faites a 1’aide du logiciel Graph Pad Prism
(version 5.0, Graph Pad Software, San Diego, CA, E.-U.). Les données ont été évaluées
par le test d’analyse de la variance (one-way ANOVA) suivie du post test de Newman-
Keuls. Les résultats présentés représentent la moyenne des animaux pour chaque

traitement + S.E.M. et le seuil de signification statistique a été fixé a p <0.05.



CHAPITRE III

RESULTATS

3.1 SKF38393 ne modifie pas la quantité de Tau total au niveau du striatum

Nous avons préalablement démontré dans notre laboratoire que la protéine Tau est
phosphorylée lorsque les récepteurs dopaminergiques sont stimulés sur des cellules de
neuroblastomes humains SK-N-MC [46]. Dans cette expérience ex vivo, nous avons
traité des coupes de striatum de rats au SKF38393. Nous avons établi une courbe dose
réponse et avons trouvé que 10 uM de SKF38393 est la concentration minimale pour
entrainer une phosphorylation significative de Tau. Notons que SKF38393, a dose
élevée (100 uM), pourrait étre cytotoxique et affecter la viabilité cellulaire [94, 95]. En
premier lieu, nous avons voulu vérifier par Western blot si la stimulation des récepteurs
dopaminergiques modifie la quantité¢ de protéines Tau. Nos résultats démontrent qu’a
une dose de 10 pM, cet agoniste D1 n’a pas d’effet significatif sur la quantité de Tau
total par rapport aux coupes de striatum de rats contréles (Figure 3.1). Notons aussi que
’effet de la dopamine a été vérifié a différent temps (0.5 h et 1 h) afin de rechercher si
une augmentation de la quantité de Tau total peut étre transitoire, ce qui n’est pas le cas
dans cette expérience. Nous avons rapporté les résultats sur les niveaux de GAPDH

quantifiés comme contréle de chargement des protéines.
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Figure 3.1 SKF-Tau 5.

Effet de SKF38393 sur les quantités de Tau phosphorylés et de Tau non
phosphorylés évaluées par ’utilisation de 1’anticorps Tau 5 au niveau du
striatum de rats contrbles (véhicule) ou de rats traités avec SKF38393
apres 0.5 h et 1 h. Les valeurs obtenues sont exprimées relativement
a GAPDH et représentent la moyenne relative de la densité optique en
pourcentage de quantité obtenue chez le rat contréle + SEM,
n = 4 rats/groupe. Les statistiques réalisées ne sont pas significatives dans
la description de ses résultats.

3.2 Tau sérines 199-202 et sérine 214 sont phosphorylés lorsque les tissus sont
traités avec SKF38393 '

Nous avons voulu vérifier la phosphorylation de la protéine Tau au niveau des
sérines 199-202 ou de la sérine 214 dans nos tissus comme celles obtenues avec les
cellules SK-N-MC [46]. Nous avons done traité les coupes de striatum avec 10 pM de
SKF38393 a différent temps (0.5 h et 1 h) et avons évalué la phosphorylation de Tau au
niveau des sérines 199-202 et 214 par Western blot. Nous avons observé une
augmentation de la phosphorylation (p-Tau) de la sérine 214 a 0.5 h, mais celle-ci est
transitoire et retourne a peu preés aux mémes valeurs que les rats contrdles 1 h apres le
traitement au SKF38393 (Figure 3.2). D’autre part, on note une augmentation soutenue
de la phosphorylation de Tau au niveau des sérines 199-202 a4 0.5 h et celle-ci est encore

plus élevée apres 1 h de traitements au SKF38393.
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Figure 3.2  SKF-p-Tau.
Effet de SKF38393 sur la quantité de la protéine Tau phosphorylée aux

serines 199 et 202 ou a la serine 214 dans le striatum de rats. (A) Quantité
de p-Tau sérines 199-202 chez les rats contréles (véhicule), rats traités
avec SKF38393 aprés 0.5 h et 1 h. (B) Quantité de p-Tau 214 chez les
rats contrbles (véhicule), rats traités avec SKF38393 apreés 0.5 h et 1 h.
Les valeurs obtenues sont exprimées relativement a la quantité de
GAPDH et représentent la moyenne relative de la densité optique
en pourcentage de quantité obtenue chez le rat contrdle + SEM
n =4 rats/groupe. **p<0.01, ***p<0.001.

3.3 SKF38393 augmente la quantité de protéine Tau ainsi que sa phosphorylation
au niveau sérines 199-202 dans sa fraction insoluble au sarkosyl

11 a été démontré que la quantité de Tau total soluble et insoluble dans le sarkosyl a

une relation étroite avec la phosphorylation de Tau dans I’hippocampe [85].
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L’augmentation de la fraction insoluble de Tau est associée a une perte de neurones [96].
Dans nos expériences précédentes (Figures 3.1 et 3.2), I’agoniste dopaminergique D1 ne
change pas la quantité¢ de Tau total, mais en augmente sa phosphorylation. Nous avons
donc vérifié par Western blot si la phosphorylation de Tau est modifiée dans sa fraction
soluble et insoluble au sarkosyl suite a un traitement au SKF38393 dans le striatum de
rats. Nous avons également regardé si SKF38393 modifie la quantité de Tau total dans
sa fraction soluble et insoluble au sarkosyl. A la figure 3.3A, la quantité de Tau 5
diminue dans sa fraction soluble et augmente dans sa fraction insoluble au sarkosyl
suite 3 un traitement de 1 h de 10 pM de SKF38393. A la figure 3.3B, la quantité de
p-Tau 199-202 diminue dans la fraction soluble et augmente dans la fraction insoluble
suite 4 un traitement de 1 h de 10 uM de SKF38393. 11 existerait donc une corrélation
entre l'augmentation de la phosphorylation de Tau et la formation d'agrégats dans le

sarkosyl.
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Figure 3.3  SKF-Sarkosyl.

L’effet de SKF38393 sur la solubilité¢ de la protéine Tau au niveau du
striatum de rats. A) La quantité de Tau 5 (Tau total) dans sa fraction
soluble et insoluble de sarkosyl suite a un traitement au SKF38393 ou a
I’acide ascorbique 0.01 % (véhicule). B) La quantité de p-tau 199-202
dans sa fraction soluble et insoluble de sarkosyl suite a un traitement au
SKF38393 ou a l’acide ascorbique 0.01 % (véhicule). Les valeurs
obtenues sont exprimées relativement a la quantité de Tau 5 (Tau total)
et de GAPDH et représentent la moyenne relative de la densité optique en
pourcentage de quantité obtenue chez le rat contréle + SEM
n = 4 rats/groupe. **p<0.01, ***p<0.001.
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3.4 SKF38393 phosphoryle Tau au niveau des sérines 199-202 en utilisant la voie
NMDA et plus spécifiquement sa sous-unité NR2A

Dans cette étude, nous avons voulu explorer la voie de signalisation de la
phosphorylation de Tau lorsque les tissus de striatum sont traités avec 10 uM de
SKF38393. Nous avons donc incubé des coupes de striatum frais de rats avec des
antagonistes de récepteurs AMPA (NBQX 10 uM) et NMDA (APS5 50 pM) avant un
traitement de 1 h au SKF38393. Nous avons par la suite quantifié p-Tau 199-202 par
Western blot. Nous voyons, a la figure 3.4A, que Tau est phosphorylé lorsque les
récepteurs AMPA sont bloqués, mais les quantités sont semblables aux valeurs contrdles
lorsque les récepteurs NMDA sont bloqués. Nous concluons donc que
I'hyperphosphorylation de Tau 199-202 passe par l'activation des récepteurs NMDA et
non suite a l'activation des récepteurs AMPA. A la suite des résultats obtenus, nous
avons voulu explorer quelles sous-unités des récepteurs NMDA sont impliquées dans
I'hyperphosphorylation de Tau. Nous avons donc incubé des coupes de striatum frais de
rats avec 50 nM de NVP-AAMO77 et 1 uM de R025-6981, deux composés qui bloquent
préférentiellement la sous-unité NR2A et NR2B, respectivement, des récepteurs NMDA
[97, 98]. A la figure 3.4B, Tau 199-202 est phosphorylé lorsque la sous-unité NR2B est
bloquée, mais elle a des valeurs semblables aux valeurs controles lorsque la sous-unité
NR2A est bloquée]. Les résultats obtenus démontrent que la sous-unité NR2A est
responsable de I'hyperphosphorylation de Tau 199-202.
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SKF-NMDA.

Roéle des récepteurs au glutamate dans la phosphorylation de Tau au
niveau des serines 199-202 lorsque les tissus de striatum de rats sont
traités au SFK38393. Quantité de p-Tau sérines 199-202 chez les rats
contrdles (véhicule), traités avec SKF38393 seul ou en combinaison avec
un antagoniste des récepteurs AMPA (NBQX 10 pM) ou un antagoniste
des récepteurs NMDA (50 pM). (B) Quantité de p-Tau 199-202 chez les
rats contrdles (véhicule), traités avec SKF38393 seul ou en combinaison
avec un antagoniste des récepteurs NR2A (NVP AAMO077, 50 uM), ou un
antagoniste des récepteurs NR2B (RO 25-6981, 1uM). Les valeurs
obtenues sont exprimées relativement a la quantité de Tau 5 (Tau total) et
de GAPDH et représentent la moyenne relative de la densité optique en
pourcentage de quantité obtenue chez le rat controle + SEM
n = 4 rats/groupe. **p <0.01, ***p <0.001.

3.5 Le traitement au MPTP induit une déplétion des neurones dopaminergiques
dans la voie nigrostriée chez les souris

Afin de vérifier la modulation des récepteurs dopaminergiques sur la quantité de

protéines Tau phosphorylés dans un mod¢le animal in vivo, notre étude s’est basée sur le
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modele de la souris MPTP ayant une déplétion en dopamine. Nous avons traité nos
souris avec 30 mg/kg de MPTP i.p. pendant 5 jours selon un protocole bien établit [93].
L’étendue de la déplétion dopaminergique au striatum des souris est estimée par un
marqueur connu des neurones dopaminergiques, la tyrosine hydroxylase (TH) [99].
Nous remarquons une déplétion d’environ 50 % chez les souris MPTP et les différents

traitements L-DOPA n’altérent pas les niveaux de la protéine TH au striatum.
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Figure3.5 MPTP-TH.

L’effet des traitements au MPTP et a la L-DOPA sur la quantité¢ de TH au
niveau du striatum de souris. Les valeurs sont obtenues a partir de souris
contrbles (véhicule), traitées a la L-DOPA, 1ésées au MPTP, lésées au
MPTP puis traitées avec de la L-DOPA et sacrifiées 1 h ou 24 h post
traitement. Les valeurs sont exprimées relativement a la quantité de
GAPDH et représentent la moyenne relative de la densité optique en
pourcentage de quantité obtenue chez les souris contréles £ SEM.
Les valeurs sont obtenues en ftriplicatas d’animaux et d’expériences;
n = 4 souris/groupes. **p < 0.01, *** p <0.001 vs. contrdles; ## p <0.01,
### p < 0.001 vs. contrdles traitées a la L-DOPA.

3.6 L’effet des traitements au MPTP et de la L-DOPA ne modifie pas la quantité
de Tau total

Comme dans nos coupes de striatum traitées au SK38393 (Figure 3.1), nous avons

vérifié si la quantité de Tau total dans le striatum était modifiée lors de nos différents
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traitements dans cette expérience in vivo. Nous avons analysé par Western blot 40 ug de
protéines provenant du striatum de souris contréles, traitées a la L-DOPA, lésées au
MPTP, Iésées au MPTP puis traitées avec de la L-DOPA et sacrifiées 1 h ou 24 h post
traitement (Figure 3.6). Nos résultats démontrent que nos traitements n’ont pas d’effet
significatif sur la quantité de Tau total. Nous avons rapporté les résultats obtenus de

Tau 5 sur GAPDH comme contréle de chargement des protéines.
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Figure3.6  MPTP-Tau 5.

L’effet des traitements MPTP et de L-DOPA sur la quantité de Tau 5
(Tau total) au niveau du striatum de souris. Les valeurs sont obtenues a
partir de souris contrdles (véhicule), traitées a la L-DOPA, lésées au
MPTP, Iésées au MPTP puis traitées avec de la L-DOPA et sacrifiées 1 h
ou 24 h post traitement. Les valeurs sont exprimées relativement a la
quantité de GAPDH et représentent la moyenne relative de la densité
optique en pourcentage de quantité obtenue chez les souris contrdles
+ SEM. Les valeurs sont obtenues en ftriplicatas d’animaux et
d’expériences; n = 4 souris/groupes.

3.7 L’hyperstimulation des récepteurs D1 avec des traitements a la L-DOPA
augmente les niveaux de p-Tau 199-202 et p-Tau 214 transitoirement

Afin de vérifier si nous avons une phosphorylation de Tau dans nos tissus de
striatum suite a la stimulation des récepteurs dopaminergiques, nous avons recherché la

phosphorylation de Tau au niveau des sérines 199-202 et de la sérine 214 identiquement
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a nos expériences ex vivo (Figure 3.2). Nous avons analysé par Western blot 40 pg de
protéines provenant du striatum de souris contrfles, traitées a la L-DOPA, lésées au
MPTP, lésées au MPTP puis traitées avec de la L-DOPA et sacrifiées 1 h ou 24 h post
traitement. Nous apercevons a la figure 3.7 que I’hyperstimulation des récepteurs D1
avec des traitements a la L-DOPA 1 h post traitement augmentent la phosphorylation de
Tau au niveau (A) sérines 199-202 et (B) sérine 214 dans le striatum de souris MPTP.
Cette phosphorylation semble étre transitoire puisque qu’apres 24 h, la quantité de p-Tau
199-202 et p-Tau 214 redeviennent comparables au groupe contrdle. Ses résultats
confirment que la stimulation des récepteurs dopaminergiques dans le striatum de
modeles de souris déplétées a 50 % en dopamine cause une phosphorylation de Tau
comme obtenue chez le rat [84]. Cependant, nous avons trouvé que cette

phosphorylation était transitoire.
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Figure 3.7 MPTP-Tau.

L’effet des traitements au MPTP et a la L-DOPA sur la quantité de
p-tau 199-202 et p-tau 214 au niveau du striatum de souris.
(A) Sérines 199-202 et (B) Serine 214 dans le striatum de souris traité au
MPTP. Les valeurs sont obtenues a partir de souris contréles (véhicule),
traitées a la L-DOPA, lésées au MPTP, 1ésées au MPTP puis traitées avec
de la L-DOPA et sacrifiées 1 h ou 24 h post traitement. Les valeurs sont
exprimées relativement a la quantité de GAPDH et représentent la
moyenne relative de la densité optique en pourcentage de quantité
obtenue chez les souris contréles £ SEM. Les valeurs sont obtenues en
triplicatas d’animaux et d’expériences; n = 4 animaux/groupes. *p < 0.05,
** p<0.01 vs. controles; # p <0.05, vs. souris contrles traitées a la
L-DOPA.



CHAPITRE IV

DISCUSSION

Plusieurs études ont rapporté que la signalisation dopaminergique pouvait induire
des changements au niveau de I’organisation structurale des neurones. En nous basant
sur des expériences ex vivo dans notre laboratoire qui démontraient que la stimulation
des récepteurs dopaminergiques sur des cellules SK-N-MC causait une phosphorylation
de Tau, nous avons voulu explorer les différentes facettes de la stimulation des
récepteurs dopaminergiques dans la modification de la protéine Tau. La discussion qui
suit présente les principales observations de 1’effet de différentes conditions
dopaminergiques sur la phosphorylation de Tau sur des rongeurs dans des milieux ex

vivo et in vivo.

4.1 Relation entre le MPTP et les protéines de structure

Le MPTP a été utilisé dans nos expériences pour induire une déplétion de
dopamine dans le striatum afin de vérifier les effets de la dopamine sur les protéines de
structure de ce dernier. Il est intéressant de noter que certaines études ont vérifié les
effets du MPTP sur les protéines de structures des neurones de la substance noire. Le
MPTP est une neurotoxine qui provoque les symptomes permanents de la maladie de
Parkinson en détruisant les neurones dopaminergiques. Elle est utilisée pour créer des
modéles animaux parkinsoniens surtout chez le singe alors que les rongeurs sont
beaucoup moins sensibles a son effet. Les rats sont presque a l'abri des effets négatifs du
MPTP. On pense que le niveau plus faible de la MAO B dans les capillaires du cerveau
des rongeurs peut étre responsable de ce fait[100]. Le MPTP lui-méme n'est pas toxique,
mais comme tout composé liposoluble, il peut traverser la barriére hémato-encéphalique.
Une fois a l'intérieur du cerveau, le MPTP est métabolisé en une substance toxique le

1-méthyl-4-phenylpyridinium (MPP+) par l'enzyme MAO-B des cellules gliales. Le
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MPP+ détruit essentiellement les neurones dopaminergiques de la substantia nigra. Le
MPP+ interfére avec le complexe I de la chaine respiratoire, un élément du métabolisme
des mitochondries, ce qui conduit a la mort cellulaire et provoque I'accumulation de
radicaux libres, des molécules toxiques qui contribuent ultérieurement a la destruction
des cellules [101]. Le MPTP posséde la capacité de détruire sélectivement les neurones
dopaminergiques, apparemment, grice a une grande affinité d’absorption par les
terminaisons nerveuses dans le processus normalement utilisé pour la recapture de la
dopamine une fois qu'elle a été libérée dans la fente synaptique. Le transporteur de la
dopamine entraine le MPP+ 4 l'intérieur de la cellule. 11 en résulte un épuisement des
neurones dopaminergiques avec de graves répercussions sur le contréle des mouvements
moteurs. Il est intéressant de noter que dans des études in vitro et in vivo, il a été
démontré que la toxicité du MPTP est liée & une accumulation d’alpha-Synucléine sur
les cellules dopaminergiques [102, 103]. Cette accumulation a ¢été associée a la
phosphorylation de Tau puisque l'alpha-Synucléine lie les microtubules et est localisée
avec Tau dans les cellules et forme des complexes hétérodimériques [102, 104]. 11 faut
noter que le MPTP n'aura pas d'effets toxiques sur les neurones du striatum, car ses
derniers n'expriment pas de transporteur de la dopamine. Notons aussi que d'autres
sources de produits toxiques utilisés dans nos expériences ont la capacité d'influencer les
niveaux de phosphorylations de Tau. Par exemple, I’anesthésie a 1’isofluorane chez nos
souris, ou au C02, chez nos rats, sont capables de modifier la phosphorylation de Tau
[105]. Nous avons minimisé les effets de ces facteurs de confusions en rapportant nos

résultats sur les niveaux de pourcentage de souris contrdles.

4.2 La phosphorylation de Tau induite par la dopamine sur les coupes de tissus
de rats nécessite I’activation des récepteurs NMDA et plus spécifiquement la
sous-unité NR2A

La démonstration de l'implication du calcium intracellulaire dans l'augmentation
des niveaux de phosphorylation de la protéine Tau a la suite d’une activation des
récepteurs dopaminergiques, lui suggeére un role central dans la modification du
cytosquelette cellulaire [84, 106]. En fait, ces études ont montré que l'inhibition de

l'entrée de calcium intracellulaire pouvait prévenir 'hyperphosphorylation de tau lors
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d'une stimulation dopaminergique. Etant donné que les récepteurs glutamatergiques sont
une cible potentielle de PKA suite a une stimulation dopaminergique, ceci nous améne a
investiguer le réle de la dopamine dans cette augmentation de calcium intra cellulaire en

lien avec la potentialisation de l'activité des récepteurs glutaminergiques.

Plusieurs mécanismes ont été proposés pour expliquer la potentialisation de
l'activité des récepteurs glutaminergiques par la dopamine. D'abord, a la suite de la
stimulation des récepteurs D1, il y aurait une augmentation de l'expression de surface
des récepteurs NMDA [107]. Ou encore la phosphorylation des sous-unités GIuR1 des
récepteurs AMPA pourrait également étre modulée par PKA, un substrat de l'activation
des récepteurs dopaminergiques [108]. De plus, il existerait une interaction directe
protéine-protéine des récepteurs D1 et NMDA comme discuté dans l'introduction. Il
avait été proposé qu'une augmentation de la transmission dopaminergique serait en
mesure d'activer les récepteurs NMDA, menant ainsi a l'entrée massive de calcium dans
la cellule [109-111]. Dans notre étude, a l'aide de moyens pharmacologiques, nous avons
pu démontrer ces hypothéses en faisant un lien direct entre l'activation des récepteurs
dopaminergiques, les récepteurs NMDA et l'augmentation des niveaux de
phosphorylation de Tau sur les sérines 199-202. De plus, nous avons poussé plus loin
nos expériences et avons trouvé que c'est la sous-unité NR2A des récepteurs NMDA qui
serait responsable de cette hyperphosphorylation. Cette association directe entre
l'activation des récepteurs dopaminergiques et l'activité de la sous-unit¢ NR2A n'avait
jamais encore été démontrée. Ceci est cohérent avec I'emplacement des sous-unités dans
la cellule. La sous-unité NR2B est surtout localisée en extra synaptique alors que
la sous-unité NR2A est principalement synaptique. Ceci fait des sous-unités NR2A des
éléments plus proches physiquement des récepteurs dopaminergiques, ce qui faciliterait
leurs interactions. La relation étroite entre les systémes de neurotransmissions
dopaminergiques et glutaminergiques pourrait donc étre a la base de mécanisme
moléculaire pouvant expliquer les phénoménes de réarrangement du cytosquelette des

neurones.
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4.3 Altération physico-chimique de la protéine Tau lorsqu'elle est
hyperphosphorylée

Pour jouer un réle dans l'organisation du cytosquelette, la protéine Tau nécessite
un certain degré de phosphorylation. Cependant, quand elle devient hyperphosphorylée
sur certains résidus, elle pourrait provoquer des modifications neurodégénératives et, a
long terme, mener a la mort cellulaire [112]. Par exemple, dans la maladie d'Alzheimer,
les neurones en dégénérescence ont des filaments intraneuronaux en pairs appari€s en
hélices et constitués principalement de la protéine Tau. Ces protéines Tau sont
modifiées; elles deviennent insolubles et leur migration dans le SDS-PAGE est ralentie
en raison de leur haut taux de phosphorylation. Cependant, nous comprenons toujours
mal la maniére dont la phosphorylation de Tau sur certains sites peut mettre en péril la
survie neuronale. On peut soupgonner que cela est en relation avec la distribution
intraneuronale de la protéine. En fait, on sait que dans les neurones en bonne santé, la
protéine Tau s'associe principalement aux microtubules des axones alors que dans un
contexte pathologique, 1'état d’hyperphosphorylation ferait détacher la protéine des
microtubules en faveur d'une localisation dendritique et somatique. Des souris
transgéniques développant des enchevétrements neurofibrillaires ont été étudiées et il a
été démontré qu'il y avait une augmentation de la fraction insoluble de Tau dans le
sarkosyl lorsque Tau était hyperphosphorylée [113]. Nous nous sommes inspirés de ces
expériences afin de voir si I'hyperphosphorylation de Tau dans nos tranches de striatum
pouvait changer la nature physique de Tau. Nos expériences avec le sarkosyl nous a
permis d'avancer que Tau, lorsqu'elle est hyperphosphorylée, était relocalisée dans le
rcytosol de la cellule a la place d'étre au niveau de la membrane plasmique. Ceci est
fondé sur le fait que nos procédés avec le sarkosyl isolent les protéines membranaires
des protéines du cytosol. En plus d'étre cytosolique, les niveaux de Tau
hyperphosphorylés augmentent dans le sarkosyl insoluble. Nous ne pouvons conclure
que cette hyperphosphorylation est pathogénique, mais il est certain que les propriétés
physico-chimiques sont altérées et qu’il peut en découler une altération du
fonctionnement de la protéine Tau. Une étude récente nous en apprend davantage a ce
sujet [114]. Par des expériences de micromutagénése, une anomalie de phosphorylation

de Tau a été produite qui favorise sa localisation préférentielle au sein des épines
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dendritiques. Celle-ci conduit & une altération du fonctionnement synaptique, elle-méme
associée a une expression diminuée de diverses protéines postsynaptiques. Nous
concluons donc qu'une altération des propriétés physico-chimiques des protéines de
structures peut modifier le cytosquelette de la cellule et ainsi avoir de graves

répercussions sur le fonctionnement des neurones.

4.4 La dénervation est essentielle pour induire des changements du cytosquelette

Nos expériences ont établi qu'une augmentation des niveaux de DA dans un
striatum dénervé est capable de provoquer des changements dans la protéine de structure
Tau tant au niveau in vitro qu’in vivo. Cette dénervation préalable du striatum semble
étre une condition essentielle pour obtenir une hyperphosphorylation de Tau. Des études
ont démontré que lorsque les niveaux DAergique sont faibles, la sensibilité des
récepteurs a la dopamine augmentait. Ceci est expliqué par plusieurs mécanismes, mais
le principal étant le blocage de I’internalisation des récepteurs DAergiques sur les
neurones restants. Ce processus d’internalisation des récepteurs DAergique est encore
mal compris et semble probablement di aux interactions des récepteurs DAergique avec
les récepteurs NMDA. Cette augmentation de la sensibilit¢é DAergique ameéne
probablement des voies de signalisation alternative inconnue dans le role habituel de la
dopamine discuté dans plusieurs études et fait intervenir des substrats comme le calcium

intracellulaire, PKA, GSK, etc. [115-117].

Notons qu’une étude a démontré qu’un ordre de déplétion dopaminergique striatal
trés important pouvait hyperphosphoryler Tau [102]. 1l existerait donc un lien direct
entre la phosphorylation de Tau et la diminution de la dopamine synaptique. Nos
résultats ne montrent pas une hyperphosphorylation de Tau avec la diminution seule de
la dopamine striatale. Cependant, nous n’avons obtenu que 50 % de déplétion
dopaminergique alors que le niveau de déplétion dans ces études était de 1’ordre de
80 %. Nous concluons donc que I’étendue de la dénervation est importante dans la
phosphorylation de Tau et le seuil de dénervation pour hyperphosphoryler Tau pourrait
se situer entre 50 et 80 %.



49

4.5 L'effet tonique de la DA sur la phosphorylation de Tau dans les neurones du
striatum

Nos expériences sur la phosphorylation de Tau induit par la DA en fonction du
temps nous ont permis d'établir que le processus d’hyperphosphorylation de Tau se
produisait de fagon transitoire. Cet effet tonique est expliqué par le retour au niveau de
base de la phosphorylation de Tau lorsque la stimulation DAergique s’allonge ou
lorsque la stimulation DAergique cesse aprés un bref moment d’activité. Par exemple,
nous obtenons une hyperphosphorylation de Tau dans nos tranches de striatum pour
les sérines 199-202 aprés 30 min de stimulation DAergique, toutefois cette
hyperphosphorylation s'estompe aprés 1 h de traitement. On peut supposer que cette
stimulation continuelle des récepteurs DAergique peut diminuer ’hypersensibilité des
récepteurs a la DA et ainsi inhiber la voie « alternative » de transmission DAergique
permettant de phosphoryler Tau. On peut faire un paralléle a cette observation avec des
études antérieures sur des rats hemiparkinsoniens. Ces études démontraient qu'une
stimulation intermittente des récepteurs a la dopamine par la L-DOPA peut augmenter la
phosphorylation de Tau striatal alors qu’une stimulation en continu n’en change pas les
niveaux de phosphorylation [82, 84]. Il est proposé que cette administration pulsatile de
DA dans un striatum dénervé active de maniére non physiologique les récepteurs a la
DA et particuliérement les récepteurs DAergique D1 [118]. Dans nos expériences in
vivo, les niveaux de Tau phosphorylés retrouvent un niveau semblable au niveau de Tau
des souris contrdles 24 h aprés la derniére stimulation DAergique. L’effet tonique dans
cet exemple peut s'expliquer par la clairance, la courte demi-vie et le recyclage rapide de
la DA dans les terminaisons nerveuses. Cette modification transitoire observée au pic
d'effet de la L-DOPA dans un striatum dénervé illustre une influence tonique de la DA
sur la phosphorylation de Tau. Cet effet tonique peut étre responsable de changements

cytoarchitecturaux non réversibles a long terme.



CHAPITRE V

CONCLUSION

5.1 Implication des altérations des propriétés physicochimiques de Tau et les
processus de développement des dyskinésies

Normalement, les neurones dopaminergiques de la SN¢ délivrent la dopamine au
striatum avec une relative constance [119]. Dans la maladie de Parkinson, la
dégénérescence des neurones dopaminergiques rend le systéme toujours diminué en
dopamine et il y a probablement comme conséquence une hypersensibilité des
récepteurs DAergiques qui se développe. Avec la dénervation et les doses répétées de
précurseurs dopaminergiques pour améliorer les symptomes de la maladie, il se produit
des oscillations incontrélées de dopamine dans le striatum qui s'amplifient avec la
progression de la maladie [48]. Cette activation « interrupteur » des récepteurs causés
par I’administration répétée de DA participerait selon certaines études au développement
de troubles moteurs appelés dyskinésies [46]. La dyskinésie survient habituellement
aprés 5-10 ans de traitement avec des agonistes DAergiques chez 70 % des patients
parkinsoniens. Elle est caractérisée par des mouvements anormaux choréiformes
survenant initialement au pic de dose de la L-DOPA et devient incapacitante avec la
progression de la maladie. 11 a été démontré dans une expérience in vivo, chez des rats,
modéle hémiparkinsonien 1ésés au 6-OHDA et traités avec de la L-DOPA, qu’il existait
une augmentation notable de la phosphorylation de Tau chez les rats dyskinétiques [40].
Dans nos expériences, nous avons utilisé un systéme de transmission a la DA semblable
au systéme de transmission DAergique chez les patients parkinsoniens. Nous avangons
donc l'hypothése que cette oscillation de DA dans le striatum avec les changements
structuraux des neurones associés peut €tre en partie responsable de ces mouvements
moteurs involontaires observés chez les patients parkinsoniens. Nous savons que
I'hyperphosphorylation change les propriétés physico-chimiques de la protéine Tau et

que sa solubilité dans le sarkosyl en devient altérée. Nous pensons donc qu'il se pourrait
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qu’a long terme, ces changements de la cytoarchitecture du squelette cellulaire altérent
les signaux de transmission responsable du mouvement et expliquerait les dyskinésies.
D'autres recherches devraient étre entreprises pour vérifier le lien entre la dyskinésie et

la phosphorylation de Tau.
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