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RESUME

A travers ce projet de recherche nous avons exploré différents aspects d’'une
dérégulation du systeme dopaminergique sur les troubles du repos, en prenant pour
exemple deux maladies neurologiques : la maladie de Willis-Ekbom (MWE) et la maladie de
Parkinson (MP).

La MWE est une maladie neurologique sensorimotrice caractérisée par des douleurs
dans les membres inférieurs, s’accompagnant d’'un besoin irrépressible de bouger et ce,
suivant un profil circadien. Ainsi, le premier volet de ces travaux s’est appliqué a reproduire
chez le macaque, les principales altérations du métabolisme du fer et de celui de la
dopamine reportées dans la MWE. Tout d’abord, nous avons établi les bases physiologiques
des variations circadiennes des concentrations du fer et de ses biomarqueurs au niveau
central et périphérique. Puis, nous avons développé un protocole simple, uniqguement basé
sur des prélévements sanguins répétés, permettant d’induire efficacement une déplétion en
fer sérique et de ses protéines associées. Finalement, ce protocole nous a permis d’explorer
les liens entre l'altération de 'homéostasie du fer au niveau du systéme nerveux central, les
perturbations neurochimiques dans différentes structures cérébrales ainsi que les
modifications locomotrices qui en résultent.

Le second volet de cette thése a testé l'impact des agonistes des récepteurs
dopaminergiques de type D1 (SKF38393) et D2 (quinpirole), sur les troubles du sommeil
dans un modéle macaque de la MP, a l'aide d’enregistrements polysomnographiques. Pour
cela, nous avons évalué les effets de ces agents pharmacologiques sur 'émergence de la
somnolence diurne et sur laltération du sommeil paradoxal, induits par une intoxication au
MPTP. Nos résultats mettent en évidence que le quinpirole est inefficace pour restaurer les
niveaux de base de ces deux parameétres. En revanche, le SKF38393 permet une diminution

notable de la somnolence diurne ainsi qu’une restauration du sommeil paradoxal.

Finalement, les perturbations monoaminergiques liées a la déplétion en fer ouvrent
de multiples perspectives de recherche sur la physiopathologie de la MWE. De méme,
'amélioration des troubles veille-sommeil par l'agoniste des récepteurs D1, offre de
nouvelles pistes thérapeutiques quant a la prise en charge des troubles du repos dans la
MP. L’ensemble de nos résultats apporte un niveau de compréhension supplémentaire quant

au réle de la dopamine dans les altérations du repos.



ABSTRACT

During this PhD project we explored several aspects of the impact of a dopaminergic
system dysregulation on the rest alterations, through two neurological diseases: the Willis-
Ekbom’s disease (WED) and Parkinson’s diseases (PD). The WED is a neurological
sensorimotor disorder mainly characterized by pain in lower limbs. It preferentially appears in
the evening and transiently and partially is alleviated by motor activity.

Thus, the first part of this work aimed at reproducing the main dysfunctions of the iron
and dopaminergic metabolisms observed in WED, in the macaque monkey. We first
established the circadian variations of iron-indicator concentrations in serum and
cerebrospinal fluid. Then we developed a rapid protocol based on repeated blood
withdrawals, allowing to efficiently induce serum iron depletion. Finally, this protocol enabled
us to investigate the relationship between iron metabolism dysfunctions, neurochemical

alterations and the subsequent locomotor behavioural changes.

In the second part, of this research project we examined the impact of selective D1
(SKF38393) and D2 (quinpirole) receptor agonists on the sleep impairments in a macaque
model of PD using the polysomnographic recording technique. Thus we investigated the
effects of these two pharmacological compounds on the daytime sleepiness and on the
paradoxical sleep induced by MPTP intoxication. Our results demonstrated the inefficacy of
quinpirole to restore these two altered sleep parameters. By contrast, SKF38393 significantly
decreased daytime napping and substantially restored paradoxical sleep.

Finally, the monoaminergic dysregulations, induced by iron depletion, may offer
multiple perspectives to unravel the WED pathophysiology. In the same line, the beneficial
effects exhibited by the D1 receptor agonist bring new therapeutic avenues to treat sleep-
wake disorders in PD. Together, the global results bring new insights in the underlying

mechanisms of sleep impairment involving dopamine.
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AVANT PROPOS

La maladie de Willis-Ekbom (MWE) et la maladie de Parkinson (MP) sont toutes deux
des pathologies neurologiques qui a priori, en s’appuyant uniquement sur les symptébmes
moteurs semblent tres différentes. En effet, les patients atteints de la MWE ressentent des
sensations désagréables voir séverement contraignantes principalement au niveau des
membres inférieurs, qui peuvent étre soulagées de maniére transitoire par la mise en
mouvement et ce préférentiellement en fin de journée. Dans les cas les plus sévéres les
symptomes se poursuivent la nuit et conduisent a des troubles de linitiation et/ou du
maintien du sommeil ce qui entraine une détérioration substantielle de la qualité de vie. En
revanche, les patients atteints de la MP présentent quant a eux un déficit moteur. Celui-ci est
caractérisé notamment par une difficulté & initier le mouvement menant & une disparition
progressive des performances motrices.

Cependant, ces deux maladies partagent des points communs comme une possible
altération du métabolisme du fer. Alors que les patients atteints de la MWE présentent un
déficit en fer dans la principale zone de production de la dopamine (la substance noire
compacte), un exces de fer est retrouvé dans cette structure chez certains patients atteints
de la MP. Par ailleurs, dans les deux cas, les patients répondent positivement aux
traitements dopaminergiques. En effet, des traitements basés sur des agonistes
dopaminergiques de type D2/D3 améliorent considérablement les troubles moteurs des
patients souffrant de 'une ou l'autre des deux maladies. Néanmoins, si ces agonistes ne
présentent que peu d’effets sur les troubles du sommeil de la MWE, ils ont tendance a les

aggraver dans la MP.

A travers ce projet de thése nous avons étudié I'implication de la dopamine dans les
altérations du repos en se basant sur ces deux pathologies neurologiques. Afin d’étudier la
physiopathologie de la MP et plus particulierement le rdle des agonistes des récepteurs
dopaminergiques de types D1 et D2 sur les modifications du sommeil engendrées par un
syndrome parkinsonien, nous avons utilisé le modele expérimental de référence de la MP,
c’est-a-dire le primate non humain intoxiqué au MPTP. En revanche, il n’existe a I'heure
actuelle aucun modéle satisfaisant pour étudier la physiopathologie de la MWE chez le
primate non humain. Aussi, au vue de la fréquence importante de cette maladie dans la
population occidentale (environ 9%) et de la méconnaissance de son étiologie nous avons
initié des travaux en ce sens. Pour cela nous nous sommes basés sur le postula suggérant
qu’une dérégulation du métabolisme du fer altére les systémes monoaminergiques, avec une
attention particuliére sur la dopamine, et par conséquent I'activité motrice.
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Introduction

INTRODUCTION

A. Rythmes biologiques centraux

A. |. Historique et généralités

L'existence des rythmes biologiques est connue depuis I'Antiquité. Les premiers
écrits concernant la description des rythmes circadiens remontent au 4éme siécle avant J.-C.
Le scribe d’Alexandre le Grand, Androsthéne, décrivit le comportement nycthéméral des
feuilles du tamarinier qui s'ouvraient le jour et se refermaient la nuit. Ce rythme fut alors

interprété comme une simple réponse passive a un environnement cyclique.

Le physiologiste et médecin italien Santorio Santorio (1561-1636) fut l'un des
premiers a mettre en évidence un rythme circadien chez 'Homme en mesurant la variation
de son poids corporel au cours de la journée.

En 1729, I'astronome francgais Jean-Jacques Dortous de Mairan démontra pour la premiére
fois la nature endogene des rythmes circadiens. Des feuilles de mimosa placées a I'abri de la
lumiére solaire, continuaient a s’ouvrir le jour et a se replier la nuit. Le comportement
circadien persistait donc, méme en absence d'indices environnementaux. Augustin de
Candolle en 1832 montra le mouvement périodique des feuilles du mimosa, s'ouvrant une a
deux heures plus tét chaque jour et acquérant par conséquent une périodicité de 22 a 23

heures.

Au début du XXéme siécle les observations de Karl von Frish (prix Nobel en 1973)
ont relancé l'intérét de la recherche sur les rythmes circadiens. Il remarqua que les abeilles
visitaient les fleurs entre 4h et 6h et ce malgré la privation de lumiére. Il en déduisit que ces

insectes devaient posséder une horloge interne.

Ce n’est qu’en 1959, que le terme "circadien" (littéralement "autour d'un jour") fut
proposé par Franz Halberg pour qualifier les rythmes précédemment décrits chez les plantes
et les animaux, dont la période endogéne est d'environ 24h. Franz Halberg est souvent
considéré comme le fondateur de la chronobiologie et fut I'un des premiers chercheurs a

avoir étudié l'influence de I'heure d'administration des médicaments sur leur efficacité.

13



Introduction

Enfin, la preuve de la nature endogéne du systeme circadien chez 'Homme fut apportée par
les études de Jurgen Aschoff et Rutger Wever en 1962 et de Michel Siffre en 1964. lls
placérent des volontaires dans une cave en absence d'indices environnementaux. Ces
expériences révélérent l'apparition spontanée d'une période en «libre cours » du cycle

activité-repos d'environ 25h.

En 1971, Seymour Benzer et son étudiant Ron Konopka créérent le premier
organisme génétiguement modifié présentant un rythme circadien d'activité altéré. Le modéle
de drosophile qu’ils utilisérent, devint le premier organisme modéle pour I'étude des bases
génétiques des rythmes circadiens.

Le premier « géne de I'horloge », portant les mutations induites par Benzer et Konopka, fut
identifié par le groupe de Michael Young en 1984 (Bargiello and Young, 1984) et fut nommeé,
gene per (pour period). Des oscillations circadiennes au niveau de la protéine et de 'ARN
messager du géene per furent mises en évidence en 1992, par le groupe de Michael Rosbash
(Hardin et al., 1992), placant ainsi les bases du mécanisme moléculaire des rythmes

circadiens.

Aujourd'hui, les mécanismes des horloges circadiennes internes, leurs liens avec
d'autres processus biologiques et leurs implications dans de nombreuses fonctions
physiologiques sont étudiées dans le cadre de certaines pathologies impliquant notamment

des troubles du sommeil.

A. Il. Organisation des cycles veille-sommeil

L’activité électrique du cerveau est de nos jours communément étudiée a l'aide
d’enregistrements électroencéphalographiques (EEG). Cette technique est notamment
indispensable pour I'étude des cycles veille-sommeil en clinique. L’outii EEG permet de
capter l'activité électrique du cerveau, fournissant ainsi une mesure objective des états de
conscience. Hans Berger fut, en 1929 le premier a enregistrer I'activité du cerveau humain
aprés avoir démontré chez I'animal, la nature électrique de l'activité neuronale (Berger,
1929). Son étude permit d’identifier une différence claire d’activité EEG entre les états de
veille et de sommeil. En 1953, les travaux d’Aserinsky ont montré que I'activité EEG était
divisée en deux phases de sommeil distinctes qui pouvaient étre associées a I'absence ou
I'émergence des réves (Aserinsky and Kleitman, 1953). Par la suite, Dement et Kleitman ont
élaboré une classification regroupant quatre stades de sommeil sans mouvement oculaire et

un stade avec mouvements oculaires (Dement and Kleitman, 1957b, a). Les travaux de
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Introduction

Jouvet mirent en évidence que cette phase, présentant des mouvements oculaires, était
singulierement associée a une atonie musculaire. Ce stade fut nommé Sommeil Paradoxal
(SP) ou Rapid Eye Movement sleep (REM sleep) (Jouvet, 1965), correspondant aux
périodes de réves. L’ensemble de ces travaux permit de distinguer 5 stades de vigilance et
montra que leur identification dépendait de trois paramétres indispensables, a savoir les
activités EEG, électrooculographique (EOG) et électromyographique (EMG). Ainsi, la
reconnaissance de 'ensemble des stades de sommeil chez ’'Homme est basée sur I'analyse
des grapho-éléments de ces trois parameétres selon des régles établies par Rechtschaffen et
Kales en 1968 (Rechtschaffen A., 1968). Ces regles ont été révisées en 2003 par I’American
Academy of Sleep Medecine (Silber et al., 2007).

La caractéristique de chaque stade, nécessaire a leur identification, est décrite dans
la partie de matériels et méthodes. La représentation graphique de I'enchainement des
différents stades de vigilance au cours d’'une nuit est appelée « hypnogramme », elle permet
d’établir la succession des cycles de sommeil au cours d’une nuit (Figure 1).

Chez 'homme, les cycles (environ 4 a 5 cycles par nuit de 90-120 minutes) sont composés
d’'un enchainement de stades : 'endormissement (stade 1), le sommeil lent Iéger (stade 2),
suivi du sommeil lent profond (stade 3) puis du sommeil paradoxal (SP) (Figure 1).
Globalement, la durée des phases de sommeil paradoxal s’allonge au cours des cycles
successifs alors que la durée des phases de sommeil lent profond diminue jusqu’a

disparaitre en fin de nuit (Siegel, 2004).
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Figure 1 : Organisation et stades du sommeil chez ’lhomme. D’aprés (Siegel, 2004).

A- Exemples d’enregistrements EEG typiques durant I'éveil et les différents stades de
sommeil chez 'Homme. B- Hypnogramme typique illustrant la progression des stades de
sommeil au cours d’une nuit. Noter la prépondérance des stades de sommeil lent profond
durant la premiére partie de la nuit et du sommeil paradoxal (ici REM) dans la seconde
partie.

A. lll. Physiologie des cycles veille-sommeil

A. lll. 1. Voies de réqulation de I'état de veille

En 1917, le Baron Von Economo et J. R. Cruchet, poséerent les bases
neurobiologiques de la régulation des états de Vvigilance, au travers d'études
anatomopathologiques de patients atteints d’encéphalite virale (encephalitis lethargica)
(Cruchet, 1917, Von Economo, 1917). Les patients atteints de cette maladie devenaient soit
Iéthargiques, soit insomniaques. Von Economo décrivit que les patients Iéthargiques passant
plus de vingt heures par jour & dormir, présentaient des Iésions au niveau de la jonction liant
le tronc cérébral au diencéphale (Von Economo, 1926). Par conséquent, il proposa
I'existence d’'une « voie d’éveil ascendante » provenant du tronc cérébral et innervant

'ensemble du cortex pour le maintien de I'éveil.

Des études réalisées dans les années 1980 ont clarifié la nature de cette voie et

montré que ce « systeme d’éveil » avait pour origine une série de groupes neuronaux
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particuliers divisés en deux voies principales (Edley and Graybiel, 1983, Vanni-Mercier et al.,
1984, Rye et al., 1987) :

La premiére voie d’éveil ascendante issue du noyau pédonculopontin et du noyau
latérodorsal du tegmentum, projette vers le thalamus. |l s’agit d’'une voie cholinergique
permettant I'activation des neurones relais du thalamus, dont I'activité est cruciale pour la
transmission des informations sensori-motrices vers le cortex cérébral (Figure 2, voie jaune)
(Saper et al., 2005). Une diminution de l'activit¢ de ces neurones, observée durant le
sommeil lent profond, engendre une diminution des relations thalamo-corticales (McCormick,
1989, Strecker et al., 2000).

La seconde voie d’éveil ascendante innerve 'ensemble du cortex cérébral sans relais
thalamique (Figure 2, voie rouge). Elle est principalement issue de neurones localisés dans
le tronc cérébral et inclut les noyaux noradrénergique du locus coeruleus, sérotoninergique
des raphés dorsal et médian, dopaminergique de la substance grise périaqueducale,
cholinergique du noyau basal de Meynert et histaminergique des noyaux tubéromammilaires.
De plus, les afférences de cette voie sont amplifi€es au niveau du cortex par des neurones
hypothalamiques peptidergiques (neurones a hormone concentrant la mélanine et a
orexine). Des lésions le long de cette seconde voie ascendante provoquent les formes les
plus profondes de somnolence (Gerashchenko et al., 2003). D’un point de vue fonctionnel,
I'activité des différents groupes de neurones monoaminergiques de cette voie est importante
durant I'éveil et diminue durant le sommeil lent et paradoxal (Aston-Jones and Bloom, 1981,
Fornal et al., 1985, Steininger et al., 1999). De la méme fagon, les neurones orexinergiques
de I'hypothalamus latéral sont plus actifs durant I'éveil et a I'inverse, les neurones a hormone
concentrant la mélanine sont actifs durant le sommeil paradoxal (Verret et al., 2003, Lee et
al., 2005, Mileykovskiy et al., 2005).
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Figure 2 : Représentation schématique des structures impliquées dans I’éveil. D’aprés
(Saper et al., 2005).
Abréviations : 5-HT=sérotonine ; ACh=acétylcholine ; BF=cerveau antérieur basal ;
DA=dopamine ; His=histamine ; LC=locus coeruleus ; LH=hypothalamus latéral ; LTD=noyau
latérodorsal du tegmentum ; MCH=hormone concentrant la mélanine ; NA=noradrénaline ;
ORX=orexine ; PeF=perifornix ; PPT=noyau pédonculopontin ; TMN=noyau tubéro-
mamillaire ; VLPO=aire préoptique de [I'hypothalamus antérieur ventrolatéral
vPAG=substance grise périaqueducale.

A. lll. 2. Voies de réqulation de I'état de sommeil

A. lll. 2. a. Régulation du sommeil

La seconde observation majeure de Von Economo, chez les patients devenus
insomniaques suite a I'encéphalite virale, fit la description de Iésions situées au niveau de
'hypothalamus antérieur (Von Economo, 1926). Des études menées dans le années 1980-
90, identifierent un groupe neuronal situé au niveau de l'aire préoptique de I'hypothalamus
antérieur ventrolatéral (VLPO). Le VLPO fat décrit comme le principal « centre de sommeil »,
projetant sur 'ensemble des systémes d’éveil de I'hypothalamus et du tronc cérébral (Sherin
et al., 1996), recevant lui-méme des afférences de chaque systéme monoaminergique (Chou
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et al.,, 2002) (Figure 3). L’activité des neurones du VLPO est plus importante durant le
sommeil. Ces neurones contiennent des neurotransmetteurs dits inhibiteurs tels que la
galanine et l'acide y-aminobutyrique (GABA) (Sherin et al., 1998, Gaus et al., 2002). Des
lésions du VLPO réalisées chez I'animal, entrainent une réduction des temps de sommeil
lent et paradoxal de plus de 50% (Lu et al., 2000).
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Figure 3 : Représentation schématique des structures impliquées dans le sommeil.
D’aprés (Saper et al., 2005).

Abréviations : 5-HT=sérotonine ; ACh=acétylcholine ; DA=dopamine ; GABA=acide y-
aminobutyrique ; Gal=galanine ; His=histamine ; LC=locus coeruleus ; LTD= noyau
latérodorsal du tegmentum ; NA=noradrénaline ; ORX=orexine ; PeF=perifornix ; PPT=noyau
pédonculopontin ; TMN=noyau tubéro-mamillaire ; VLPO=aire préoptique de I'hypothalamus
antérieur ventrolatéral ; vPAG=substance grise périaqueducale.
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A. lll. 2. b. Régulation du sommeil paradoxal

Les périodes de SP se retrouvent pendant les périodes de sommeil chez la plupart
des espéces mammiferes. Si le role physiologique du SP reste a ce jour mal compris, ce
dernier constitue néanmoins un besoin vital puisque une étude de privation de sommeil
paradoxal chez le rat conduisit au décés des animaux apres 3 semaines de privation
(Kushida et al., 1989).

De nombreuses études menées chez le chat puis chez le rat, ont eu pour objectif d’élucider
les mécanismes neuronaux responsables de I'émergence et du maintien du sommelil
paradoxal. Celles-ci ont montré que les structures impliquées étaient différentes de celles
régulant les états d’éveil et de sommeil lent. Les travaux de Jouvet (Jouvet, 1962) puis ceux
de Sakai (Sakai et al., 1979, Sastre et al., 1981, Sakai et al., 2001) ont ainsi démontré chez
le chat que la régulation des cycles sommeil lent/sommeil paradoxal met en jeu de multiples

structures situées essentiellement au niveau des structures pontiques.

Les travaux de Luppi et collegues, ont montré que l'activation d’une population
neuronale essentiellement glutamatergique du noyau sublatérodorsal (SLD) appelé « SP-on
», jouerait un role clef dans I'émergence et le maintien du SP (Boissard et al., 2002, Boissard
et al., 2003, Luppi et al., 2004).

D’une part, l'activation des noyaux intralaminaires du thalamus par les neurones SP-on
provenant du SLD induirait le sommeil paradoxal (Figure 4). D’autre part, I'activation des
noyaux de la formation réticulée par les projections du SLD induirait I'atonie musculaire
(Figure 4). Par ailleurs, le SLD est secondé par les neurones de I'’hypothalamus postérieur
qui inhibent les neurones appelés SP-off, de la substance grise périaquéducale
ventrolatérale (VIPAG), activés pendant I'éveil et le sommeil lent profond (Figure 4).

Lors de I'éveil et du sommeil lent profond, le locus coeruleus (noradrénaline) et le raphé
dorsal (sérotonine) activent les neurones SP-off du VIPAG, inhibant ainsi les neurones SP-on
du SLD (Figure 4) (Luppi et al., 2013).
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Figure 4: Représentation schématiqgue des noyaux régulant le sommeil paradoxal.
D’aprés (Luppi et al., 2013).

BF=cerveau antérieur basal; DRN=noyau du raphé dorsal; DPGi, GiV, LPGi,
RMg/Gia=formation réticulée ; dDPMe=noyau réticulé du mésencéphale profond ; LC=locus
coeruleus ; Ldt=noyau du tegmentum latérodorsal ; PH=hypothalamus
posterieur ; PPT=noyau du tegmentum pédonculopontin ; SCN=noyau suprachiasmatique ;
SLD=noyau sublatérodorsal ; TMN=noyau tubéromammillaire ; vIPAG=substance grise
périaquéducale ventrolatérale ; VLPO=noyau préoptique ventrolatéral. Ach=acétylcholine ;
Hcrt=hypocrétine (orexine) ; MCH=hormone concentrant la mélanine ; GABA=acide gamma-
aminobutyrique ; Gly=glycine ; His=histamine ; NA= noradrénaline ; PS=sommeil paradoxal ;
SWS=sommeil lent profond.

L’atonie musculaire observée pendant le SP est destinée a empécher de mettre en
action les réves. Chez le chat, la stimulation des noyaux de la formation réticulée par le
carbachol (agoniste cholinergique muscarinique) entraine une atonie musculaire alors qu’une
lésion permet une libération du tonus musculaire lors du SP entrainant des comportements
oniriques (Jouvet, 1962). De plus, chez des patients parkinsoniens atteints de troubles du
sommeil paradoxal, caractérisés notamment par une perte de I'atonie musculaire, des corps
de Lewy (agrégats protéiques anormaux spécifiques de la maladie de Parkinson, détaillé
section B. lll. 3. a), ont été identifiés dans cette région (Braak et al., 2003). Finalement, si
des structures homologues n’ont pas encore été précisément décrites chez 'homme, ce
modele illustre bien la complexité des mécanismes mis en jeu dans la régulation du sommeil

paradoxal.
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A. IV. Métabolisme de la dopamine et implication dans les cycles veille-

sommeil

A. IV. 1. Physiologie du systeme dopaminergique

L’existence de la dopamine (DA) dans le cerveau fut découverte dés la fin des
années 1930 mais elle fut considérée uniguement comme un précurseur de la noradrénaline
(Blaschko, 1939). Ce n’est qu'a la fin des années 1950 qu’elle fut désignée comme un
neurotransmetteur a part entiére (Montagu, 1957), possiblement impliqué dans la maladie de
Parkinson (Carlsson, 1959, Ehringer and Hornykiewicz, 1960). Depuis cette découverte, il a
été largement démontré que la DA participe a un grand nombre de fonctions physiologiques
du systeme nerveux comme la mémoire (Packard and White, 1991, Everitt and Robbins,
1997), le plaisir et la récompense (Wise, 1978, Schultz, 1997), la perception sensorielle
(rétine et bulbe olfactif), la régulation de certaines hormones hypophysaires (Missale et al.,
1998) ainsi que la motricité (Carlsson, 1959).

On distingue deux principales sources de production de la DA. Un groupe de
neurones dopaminergiques provenant de la substance noire compacte (SNc, nommée aire
A9) projette sur le striatum dorsal (composé des noyaux caudé et putamen). Le second
groupe provient de l'aire tegmentale ventrale (VTA, nommée aire A10) et ses projections se
subdivisent pour former soit la voie mésolimbique, regroupant les aires limbiques avec
notamment le septum, les tubercules olfactifs, le noyau accumbens, I'amygdale,
I'nippocampe et le cortex piriforme, soit la voie mésocorticale, regroupant le cortex préfrontal

médian, le cortex cingulaire et le cortex entorhinal (Moore and Bloom, 1978).

La DA appartient a la famille des catécholamines, regroupant également la
noradrénaline et [l'adrénaline. La DA est synthétisée a partr de la L-3/4-
dihydroxyphénylalanine (L-DOPA) via 'enzyme décarboxylase des acides aminés (AADC).
La L-DOPA est elle-méme le produit de transformation de la tyrosine, par la tyrosine
hydroxylase (TH) (Figure 5). Le transporteur vésiculaire des monoamines (VMAT) permet le
stockage de la DA dans des vésicules localisées au niveau des terminaisons synaptiques.
Lorsque la membrane plasmique est dépolarisée, une entrée massive de calcium dans le
neurone provoque I'exocytose des vésicules contenant la DA, qui est alors libérée dans la
fente synaptique. A ce niveau, la DA peut se lier a ses récepteurs spécifiques post-
synaptiques. Cing types de récepteurs ont été identifiées pour la DA et sont regroupés en

deux sous familles : les récepteurs de types D1, comprenant les récepteurs D1 et D5 et les
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récepteurs de types D2, comprenant les récepteurs D2, D3, D4 (Missale et al., 1998). Des
récepteurs de type D2 sont également présents en pré-synaptique et sont appelés

autorécepteurs, ils permettent de réguler la libération de DA dans la fente synaptique.

La DA extracellulaire peut également étre recaptée par le transporteur a la dopamine
(DAT) localisé sur le neurone pré-synaptique et sur les astrocytes avoisinants. Elle peut alors
étre soit recyclée (inactivation de la DA, non-catabolisante), soit catabolisée par la
monoamine oxydase B (MAO-B) ou la cathécol-O-méthyltransférase (COM-T) (inactivation
de la DA, catabolisante) (Figure 5). L’ensemble de ces mécanismes est nécessaire a la

régulation de la transmission synaptique dopaminergique.

Terminaison presynaptique

Tyrosine = —— Tyrosine

|

Alforecesteur

DOPAMINE

Figure 5 : Représentation schématique du métabolisme de la dopamine.
AADC=enzyme décarboxylase des acides aminés ; COMT=cathécol-O-méthyltransférase;
MAO=monoamine oxydase ; TH=tyrosine hydroxylase.

Des variations circadiennes de la dopamine plasmatique et de ses métabolites ont
été mises en évidence chez 'Homme (Sowers and Vlachakis, 1984), dans le liquide
céphalorachidien chez le primate non humain (Perlow et al., 1977) ainsi que dans le striatum
de rat (Schade et al., 1995, Castaneda et al., 2004). Le motif caractérisant la variation
circadienne de la dopamine présente un pic le matin et un point le plus faible le soir (Wilkes
et al.,, 1981, Kawano et al., 1990). Un motif de variation circadien a également été montré
dans les aires cérébrales motrices, pour I'expression du gene codant pour la TH dans la SNc

et la VTA, ainsi que pour le gene codant pour le récepteur dopaminergique D2 dans le
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striatum (Weber et al., 2004). De facon intéressante, une expression circadienne de la TH a
également été montrée au niveau de la moelle épiniére (Clemens et al., 2005). Bien que I'on
ne puisse pas établir de lien causal direct entre les taux striataux de DA et I'expression
circadienne du géne codant pour la TH dans la SN, le fait que la TH soit augmentée le jour
coincide avec le pic de dopamine retrouvé dans le striatum pendant la journée (Schade et
al., 1995, Castaneda et al., 2004).

A. IV. 2. Implication de la dopamine dans les cycles veille-sommeil

Dans les modeles de régulation des cycles veille-sommeil décrits ci-avant (section A.
lll. 1 et 2), la DA n’est pas considérée comme un acteur majeur de la régulation des cycles
veille-sommeil ni du SP. En effet, de rares études électrophysiologiques ont montré que la
fréquence de décharge des neurones dopaminergiques n’était pas corrélée avec I'alternance

des cycles veille-sommeil (Miller et al., 1983, Trulson and Preussler, 1984).

Cependant, plusieurs études pharmacologiques, électrophysiologiques et
histochimiques ont montré que des changements appliqués spécifiquement au systeme
dopaminergique, entrainent des modifications de la régulation des cycles veille-sommeil a
différents niveaux. En effet, des données électrophysiologiques et histochimigues issues de
'expérimentation chez le rongeur montrent : (i) une activité accrue des neurones
dopaminergiques de la VTA durant le SP (Dahan et al., 2007) et de la substance grise
périaqueducale durant I'éveil (Lu et al., 2000) (ii) une diminution du SP aprés déplétion
dopaminergique ou blocage des sous-types de récepteurs D2 (Dzirasa et al., 2006, Lima et
al., 2007, Lima et al., 2008), (iii) une diminution du SP et une augmentation de I'éveil chez
des rats traités avec des agonistes des récepteurs D1 (Trampus et al., 1993), (iv) une
augmentation d’expression de c-Fos, un facteur de transcription couramment utilisé comme
marqueur d’activité neuronale, a été observée au niveau des neurones dopaminergiques
pendant un rebond de SP aprés privation (Maloney et al., 2002), (v) une augmentation des
concentrations de DA au niveau du cortex préfrontal et du noyau accumbens durant le SP
(Lena et al.,, 2005) et enfin (vi) des intrusions de SP durant I'éveil chez des souris
hyperdopaminergiques (déficientes pour le transporteur de la dopamine), supprimées par

des antagonistes des récepteurs D2 a la DA (Dzirasa et al., 2006).

Par ailleurs, des études de microdialyse (Parada et al., 1988) et de microscopie
fluorescente (Leibowitz and Brown, 1980) ont monté que I'hypothalamus latéral, une
structure clef de la régulation des cycles veille-sommeil, recoit des afférences

dopaminergiques. Ainsi, il a été proposé que la DA interagit avec 'orexine et la MCH, deux
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neuropeptides essentiels a la régulation des cycles veille-sommeil décrits plus haut (sections
A. lll.1 et 2). En effet, il a été montré que la DA diminue l'activité électrique des neurones a
MCH via les récepteurs de types D1 et D2 exprimés au sein de I'hypothalamus latéral
(Figure 6) (Fetissov et al., 2002, Conductier et al., 2011). De plus, il a été suggéré que
l'influence de la DA au niveau de I'hypothalamus latéral pouvait étre régulée par I'action des

neurones a orexine (Yamanaka et al., 2006).

Figure 6: Modele de régulation de l'activité d’un neurone MCH par la dopamine.
Adapté d’aprés (Conductier et al., 2011).

A-1: Une forte concentration de DA agit sur le récepteur noradrénergique a2 provoquant
une hyperpolarisation par sortie de potassium ; A-2 : Une faible concentration de DA stimule
des récepteurs D1 et potentialise la libération de GABA ; A-3 : Une trés forte concentration
de DA stimule les récepteurs D2 et inhibe la libération de GABA, cependant a cette
concentration les récepteurs a2 post-synaptiques sont également stimulés (A-1). L’ensemble
de ces mécanismes conduit a une diminution de lactivitt du neurone MCH et par
conséquent une diminution de sa libération. B- L’ajout de DA sur des neurones MCH inhibe
leur activité électrique (électrophysiologie sur tranche dans [I'hypothalamus latéral).
GABAR=récepteur GABA, ; GluR=récepteur glutamatergique ; a2=récepteur
noradrénergique-a2.

La pertinence de ces données expérimentales est renforcée par des observations

cliniques. En effet, des études réalisées chez des sujets sains ont montré que des injections
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de dopamimétiques modulaient les états de veille-sommeil selon une courbe dose-réponse
bi-phasique. Des doses faibles de ropinirole, un agoniste des récepteurs D2-D3 (Ferreira et
al., 2002) ou de L-DOPA (Andreu et al., 1999) augmentent la proportion de sommeil lent. A
l'inverse, des perfusions de doses élevées d’apomorphine, un agoniste des récepteurs D1-
D2, pendant le sommeil de sujets contrbles, diminue le sommeil lent profond et le SP
(Cianchetti et al., 1980). Enfin, les hombreuses descriptions de troubles du sommeil chez
des patients atteints de pathologies impliguant les systémes dopaminergiques
(schizophrénie, troubles attentionnels, maladie de Parkinson et syndrome de Willis-Ekbom ?)
ont renforcé 'hypothése d’une implication dopaminergique dans les processus de régulation

des états de vigilance (Rye, 2004).

Comme décrit dans les sections précédentes les cycles veille-sommeil sont
finement régulés par divers acteurs. Le maintien d’un cycle veille-sommeil régulier est
important pour I'homéostasie d’autres systémes biologiques. La partie suivante
s’applique a montrer notamment que le métabolisme du fer est dépendant de la

régulation veille-sommeil.

A. V. Métabolisme du fer et influence des cycles veille-sommeil

Le fer est un élément indispensable pour le métabolisme de la plupart des
organismes vivants, notamment chez les mammiféres. Il sert de cofacteur a de nombreuses
réactions métaboliques (Chua et al., 2007). Par ailleurs, une dérégulation du métabolisme du
fer au niveau du systéme nerveux central (SNC) a été reliée a la physiopathologie de
certaines maladies neurologiques. Ainsi, il est nécessaire de comprendre les processus du

métabolisme physiologique du fer pour appréhender son implication au niveau du SNC.

A. V. 1. Métabolisme du fer au niveau périphériqgue

Le fer de I'organisme est présent soit sous forme hémique (ferreuse, Fe2"), soit non-
hémique (ferriques, Fe®). Le fer posséde un potentiel d’oxydation élevé et peut produire des
espéces oxygénees trés réactives (ROS) lors d’un stress oxydant (Aruoma et al., 1989,
Gutteridge and Halliwell, 2000). Ainsi, le fer est généralement lié avec une grande affinité a
des protéines spécialisées telles que la transferrine (principale protéine de transport du fer)
et la ferritine (principale protéine de stockage du fer) permettant de minimiser les effets

délétéres du fer libre lors d'un stress oxydatif. D'un point de vue fonctionnel, le fer est
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important dans un grand nombre de mécanismes cellulaires incluant le transport d’oxygéne,

le transfert des électrons et la synthése d’acide nucléique (Andrews, 1999).

De nombreuses protéines sont impliquées dans la régulation du métabolisme du fer :
absorption, transport, stockage et utilisation. Les formes hémique et non-hémique du fer sont
absorbées au niveau de la bordure en brosse des entérocytes du duodénum (lumiére du
tube digestif), par deux voies distinctes (Siah et al., 2005, Fuqua et al., 2012). Le fer
hémique, se fixe sur la protéine transporteuse de 'heme 1 (HCP1) et passe dans les
entérocytes (Figure 7) (Raffin et al., 1974, Chua et al., 2007). Le fer non-hémique, est réduit
par des ferriréductases telles que le cytochrome b duodénal (DCYTB), puis absorbé dans les
entérocytes par le transporteur divalent des métaux (DMT1) (Gunshin et al., 1997, McKie et
al., 2001, Ohgami et al., 2006) (Figure 7). Le fer provenant des deux sources hémique et
non-hémique rejoint transitoirement le méme pool de fer labile pour étre soit stocké par la
ferritine ou transféré vers la membrane basolatérale des entérocytes. A ce niveau, le fer
rejoint la circulation sanguine systémique par l'intermédiaire de la ferroportine (FPN) (Forth
and Rummel, 1973, Peters et al., 1988, Abboud and Haile, 2000, McKie et al., 2000), ou il
est oxydé a nouveau (Fe*") par I'héphaestine, un analogue sérique de la céruloplasmine
ferroxidase (CP). Ainsi, le fer peut se lier & la transferrine (Tf) circulante, qui est son principal

transporteur (Figure 7) (Vulpe et al., 1999).
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Figure 7 : Schéma de I'absorption du fer alimentaire par les entérocytes. D’aprés (Chua
et al., 2007).

DCYTB=cytochrome b duodénal; DMTl=transporteur des métaux divalents;
FPN=ferroportine ; HCP1=protéine transporteuse de 'héme1 ; Tf=transferrine.

Une fois dans la circulation sanguine, le fer lié a la transferrine (Tf) est distribué aux
tissus et absorbé par les cellules par mécanisme d’endocytose, apres fixation de la Tf a son
récepteur (TfR) (Rouault, 2013). Il est réduit dans les endosomes par des métalloreductase
telles que STEAP3 (Lambe et al., 2009) et libéré de la transferrine. Le fer (Fe*) sort des
endosomes via DMT1 et se retrouve dans le cytosol, alors que les récepteurs TfR1 sont

recyclés vers la membrane plasmique (Figure 8, mécanisme 1).

Le fer cytosolique peut étre stocké par la ferritine, un hétéropolymeére ubiquitaire de
24 sous-unités, composé de chaines lourdes et légéres assemblées en forme de sphére
creuse. Sa conformation spécifique fait de la ferritine un compartiment protéique sans
membrane, capable de stocker jusqu’a 4500 atomes de fer, empéchant ainsi d’atteindre des
taux élevés de fer libre délétéres pour le cytosol et le noyau (Arosio et al., 2009). La ferritine
cytosoligue peut étre intégrée dans les lysosomes, ou le fer est extrait par I'action de
I'hémosidérine (Cohen et al., 2010) (Figure 8, mécanisme 2). Il existe d’autres mécanismes
de régulation du fer excédentaire tel que I'export hors de la cellule par la ferroportine (Figure

8, mécanisme 2).
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Par ailleurs, le pool de fer labile (LIP) cytosolique permet également la fabrication de
'héme et des groupements prosthétiques fer-souffre en étant intégré a la matrice
mitochondriale par le biais des transporteurs de fer mitochondriaux telles que les mitoferrines
1 et 2 (Figure 8, mécanisme 4) (Chen et al., 2009). Dans la mitochondrie, le fer est intégré

soit a 'héme soit dans des groupements fer-souffre (Fe-S) (Atamna et al., 2002b).

Les groupements fer-soufre (Fe-S) formés dans les mitochondries sont des
cofacteurs inorganiques qui peuvent agir en tant que catalyseurs de réaction chimiques,
transporteurs d'électrons ou senseurs de I'état d’'oxydoréduction (Figure 8, mécanisme 3).
Ces cofacteurs sont vulnérables a de nombreux composés chimiques, tels que les espéces
réactives de I'oxygéne (ROS) ou certains métaux et leur altération peut compromettre la vie
cellulaire (Beinert, 2000, Py and Barras, 2010). Les protéines a cofacteurs Fe-S
interviennent dans différentes fonctions cellulaires : réplication, réparation de I'ADN,

régulation transcriptionnelle ou mécanisme respiratoire mitochondrial (Py and Barras, 2010).

L’héme est pris en charge par des hémoprotéines spécialisées telles que HRG1 ou
FLVCR favorisant le passage vers lintérieur ou l'extérieur de la cellule (Figure 8,
mécanisme 4). Il est le principal constituant de I’hémoglobine (qui prend en charge les deux
tiers du fer de I'organisme) et permet a celle-ci de transporter le dioxygéne qui est fixé sur
I'atome de fer. Les fluctuations du taux de 'héme participent au métabolisme cellulaire global
(McCoubrey et al., 1997, Goessling et al., 1998, Ogawa et al., 2001, Atamna et al., 2002a,
Zhu et al., 2002, Tang et al., 2003).

En produisant 'héme et les groupements Fe-S, la mitochondrie représente le site

subcellulaire majeur d'utilisation du fer et de ce fait, joue un réle essentiel dans le contréle du

métabolisme du fer.
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Ainsi, la quantité de fer disponible dans le pool de fer labile est déterminée par des
processus de régulation coordonnés entre les taux fer absorbés par la cellule, 'utilisation, le
stockage et I'exportation en dehors de la cellule et ce, afin d’éviter les perturbations liés au
défaut ou excés de fer (Hentze et al., 2010). Par exemple, lorsque la synthése des
groupements Fe-S est altérée, le fer s’accumule dans les mitochondries et peut, par
conségquent endommager les organelles. Un modéle propose que les taux de fer
mitochondriaux soient en partie régulés par le métabolisme cellulaire. Ainsi, lors d’'une
insuffisance en fer mitochondrial, les cellules seraient informées par un facteur dépendant
des groupements Fe-S et répondraient a ce signal de maniére a augmenter les taux de fer

mitochondriaux (Galy et al., 2010).

Le métabolisme du fer implique également une régulation au niveau moléculaire, par
l'activité des protéines de régulation du fer (IRP) et les éléments de régulation du fer (IRE),
séquences d’ADN sur les zones promotrices des génes qui contrélent 'lhoméostasie du fer.

Les IRP et les IRE permettent essentiellement d’assurer [I'approvisionnement et
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I'hnoméostasie en fer mitochondrial (Galy et al., 2010). Sortant du cadre de la thématique de

la these, ces mécanismes ne seront pas approfondis ici.

A. V. 2. Passage du fer dans le systeme nerveux central

Les cellules nerveuses n'ont pas d’accés direct au fer car la barriere hémato-
encéphalique (BHE) et la barriere sang-liquide céphalorachidien (LCR) séparent le SNC de
la circulation périphérique (Brightman et al., 1970, Ballabh et al., 2004).

La BHE exprime un grand nombre de protéines du métabolisme du fer décrites
précédemment en périphérie (section A. lll. 4. a). En effet, des travaux ont montré la
présence du récepteur de la transferrine 1 (TfR1) sur la face luminale des cellules
endothéliales de la BHE, permettant de capter le fer de la circulation sanguine (Moos, 2002).
De plus, d’autres études ont mis en évidence la présence de ferroportine1 (FPN1) sur
'endothélium de la BHE qui assurerait I'extraction du fer directement vers le liquide
interstitiel (Wu et al., 2004, McCarthy and Kosman, 2013) (Figure 9).

Par ailleurs, les cellules endothéliales sont en contact avec les projections astrocytaires, qui
expriment une forme membranaire de ferriréductase, la céruloplasmine. Cette derniére
faciliterait le transport effectué par FPN1 vers les cellules adjacentes (Kono, 2012) (Figure
9). Comme les cellules épithéliales de la muqueuse du duodénum, les cellules endothéliales
du SNC expriment fortement le facteur inductible par I'hypoxie (HIF) sensible a la baisse des
taux d’oxygéne et par conséquent aux niveaux de fer (Tian et al., 1997). Ainsi, la présence
de facteur HIF au niveau de la vascularisation cérébrale souléve I'hypothése selon laquelle

le flux sanguin local serait régulé a la fois par I'hypoxie et le manque de fer.
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Figure 9: Représentation schématique de la transition du fer depuis la circulation
sanguine vers le systéme nerveux central a travers la barriéere hémato-encéphalique et
le plexus choroide. Adapté de (Beard, 2003).

CSF=liquide céphalo-rachidien ; MTP=métalloprotéase ; FrtR=récepteur de la ferritine.

Il semblerait que les cellules endothéliales au niveau de la BHE ne soient pas
'unique voie d’entrée du fer dans le SNC (Moos, 2002, Rouault and Cooperman, 2006). En
effet, la transferrine est principalement synthétisée et sécrétée par les oligodendrocytes et
les cellules du plexus choroide (Zakin et al., 2002). Comme les cellules de la BHE, les
cellules épithéliales du plexus choroide expriment les protéines standard intervenant dans le
transit du fer (Rouault and Cooperman, 2006). Cependant, contrairement aux capillaires de
la BHE, ceux du plexus choroide sont fenétrés et I'holo-transferrine peut ainsi facilement
franchir les cellules endothéliales pour atteindre la membrane basolatérale de I'épithélium
choroidal. Lors de I'entrée dans le liquide interstitiel ou le LCR, le fer se lie a la transferrine
pour former 'holo-transferrine (transferrine-Fe®") et diffuse & travers ces deux liquides dans
le parenchyme cérébral (Bradbury, 1997), afin de délivrer le fer aux cellules nerveuses
exprimant le récepteur de la transferrine (TfR). Selon les besoins en fer des cellules du SNC,

I'apo-transferrine (transferrine capable de capter des atomes de fer) et/ou I'holo-tranferrine,
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passent dans les granulations de I'arachnoide vers les veines qui renvoient le sang dans la

circulation sanguine périphérique (Bradbury, 1997, Moos, 2002).

A. V. 3. Métabolisme du fer au niveau central

Comme la plupart des cellules du corps, les cellules du SNC expriment 'ensemble
des protéines associées au métabolisme du fer (TfR, DMTL1, ferritine, mitoferrinel et 2,
FPN1, IRPs,..., etc.) (Rouault, 2006), mais de maniere différenciée suivant le type cellulaire
et la structure cérébrale. Ainsi, les oligodendrocytes expriment majoritairement la transferrine
et les neurones le récepteur de la transferrine (Connor et al., 1990) (Figure 10). La ferritine
est principalement exprimée dans les oligodendrocytes, les astrocytes et la microglie, mais
minoritairement dans les neurones (Connor et al., 1990). La plupart des cellules nerveuses
acquierent le fer par lintermédiaire de TfR et DMT1, le stockent dans la ferritine et
l'exportent par la ferroportine. L’activité de cette derniére est facilitée par l'action des
ferroxydases, telles que la ceruloplasmine (protéine circulante majoritairement synthétisée
par les astrocytes) et 'hephaestine (protéine transmembranaire majoritairement synthétisée
par les oligodendrocytes) (Hadziahmetovic et al., 2008) (Figure 10).

Les protéines régulatrices du fer (IRP1 et 2), contrélent I'homéostasie post-
transcriptionnelle du fer dans la plupart des types cellulaires, dont les cellules nerveuses
(Hentze et al., 2010). Deux cibles majeures des IRP, sont les sites de liaisons des génes
codant pour la ferritine et le TfR (Meyron-Holtz et al., 2004). En effet, dans les cellules
appauvries en fer l'action des IRP peut soit empécher la traduction de la ferritine, soit
empécher dégradation du transcrit du géne codant pour le TfR (Figure 10). Ces deux
processus permettent d’augmenter la disponibilit¢é du fer en augmentant simultanément
I'absorption du fer via les TfR et en diminuant les taux de fer stocké par la ferritine. Les deux
processus inverses se produisent dans les cellules surchargées en fer (Rouault, 2013).
Ainsi, chaque type cellulaire du SNC régule sa propre homéostasie en fer selon ses besoins

spécifiques et ses fonctions (Rouault, 2006).
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Figure 10: Schéma de la régulation de la synthése de transferrine et de ferritine en
condition de carence (a) ou d’excés (b) de fer dans le systéme nerveux central. Adapté
de (Zecca et al., 2004).

IRP=protéine de régulation du fer; IRE=élément de régulation du fer.

En faisant majoritairement intervenir la ferritine, le systéme de stockage du fer du
SNC est similaire a celui décrit en périphérie, cependant un autre mécanisme de stockage
spécifigue au SNC implique la neuromélanine. La neuromélanine est un pigment retrouvé
majoritairement dans la substance noire compacte (SNc) et qui a la capacité de fixer le fer
(Zecca et al., 2001). En effet, bien que la majorité du fer soit stockée dans la ferritine, 10 a
20% sont retrouvés dans la substance noire (SN) (Zecca et al., 2001). Une perturbation dans
la structure de la ferritine peut induire une accumulation de fer dans le cerveau et engendrer
une oxydation excessive et des disfonctionnements mitochondriaux. Ce phénoméne est
notamment décrit dans les neuroferritinopathies (Rhodes and Ritz, 2008), aussi connu sous
le nom de maladie des ganglions de la base chez I'adulte avec accumulation de fer de type
2. Cette maladie semblerait étre causée par une insertion altérant le cadre de lecture de la
chaine légére de la ferritine (Chinnery et al., 2003, Burn and Chinnery, 2006, Rhodes and
Ritz, 2008). Par ailleurs, bien que les mécanismes in vivo soient encore énigmatiques, le

stockage du fer dans la SN, se ferait par la fixation du fer a la neuromélanine (Youdim et al.,
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1994, Zecca et al.,, 2001). La neuromélanine serait un produit de I'auto-oxydation de la

dopamine impliquant le fer (Double et al., 2000, Sulzer et al., 2000).

Des études ont montré la présence de deux sites de liaison de faible et forte affinité
pour le fer a la structure de la neuromélanine (Double et al., 2003). A des concentrations
faibles ou normales de fer, seuls les sites d’affinité élevée sont utilisés. A l'inverse avec des
guantités de fer élevées, celui-ci se lie également aux sites de faible affinité restant ainsi
sujet aux réactions d’oxydo-réduction, au lieu d’étre séquestré sous forme inactive (Double
et al., 2002). Des travaux ont montré qu’a I’état normal, la neuromélanine n’est saturée en fer
qu’'a 50% (Shima et al.,, 1997). Dans un modéle synthétique de neuromélanine, il a été
montré qu’a faible concentration la majorité du fer était fixée au polymére de mélanine et que
les radicaux libres n’étaient pas détectés. A concentration moyenne, le fer est toujours lié au
polymere mais la quantité de radicaux libres devient détectable. Enfin & forte concentration,
la capacité de fixation du polymére de neuromélanine est saturée et I'activité des radicaux
libres augmentait proportionnellement avec la concentration en fer (Zareba et al., 1995).
D’autres travaux ont décrit une différence structurelle ainsi que des capacités différentielles
d’accrochage du fer a la neuromélanine extraite de mésencéphale de sujets sains ou
parkinsoniens. Il semblerait qu’en conditions physiologiques la neuromélanine joue un role
protecteur en se liant au fer, minimisant ainsi son potentiel d’oxydation dans les neurones.
Cependant, en raison de ses faibles niveaux de stockage pour le fer, le r6le protecteur de la
neuromélanine serait inefficace lorsque les concentrations en fer sont anormalement élevées
(Aime et al., 1997, Lopiano et al., 2000).

A. V. 4. Caractére circadien du métabolisme du fer

Comme nous avons pu le voir le métabolisme du fer est régulé par de nombreux
acteurs, qui agissent dans différents organes pour maintenir constants les besoins vitaux en
fer et éviter les conséquences pathologiques de son accumulation. Bien que le profil de
variation journaliére du fer soit sujet a controverse, de nombreuses études s’accordent a lui

attribuer un caractére circadien.

Le caractere circadien des fluctuations de la concentration en fer dans la circulation
sanguine périphériqgue est un phénomeéne physiologique décrit depuis les années 1940
(Heilmeier, 1937, Hoyer, 1944, Hamilton et al., 1950, Kuhn and Brodan, 1982). Les premiers
travaux concernant les variations diurnes des taux de fer ont décrit que le fer plasmatique
atteignait des taux maximum le matin entre 8h et 12h, alors qu'ils étaient les plus faibles en

fin de journée pendant les périodes d’inactivité (Hamilton et al., 1950, Hemmler. G, 1951).
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Des travaux réalisés ultérieurement ont confirmé que les taux sériques du fer
oscillaient en journée et ont montré qu’elles fluctuaient également pendant le sommeil. Les
sujets soumis a une période de privation de sommeil de cing jours présentaient des taux de
fer décroissants, dés la deuxiéme nuit de privation de sommeil et les taux de fer diminuaient
continuellement durant la période de privation (Figure 11A, B) (Kuhn and Brodan, 1982).
Ces mémes travaux ont montré une diminution d’amplitude de l'oscillation des taux de fer
comparée a celle mesurée chez les sujets controles (Kuhn and Brodan, 1982) (Figure 11C).
Finalement, ces travaux ont indiqué que les taux de fer retournaient & des concentrations

quasiment normales aprés deux nuit de sommeil de 6h (Kuhn and Brodan, 1982).

Figure 11 : Rythme circadien du fer sérique observé en condition normale (panel du
haut) et en période de privation de sommeil (panel du bas) chez ’lhomme. D’aprés
(Kuhn and Brodan, 1982). A- Oscillations de la concentration du fer sérique en condition
normale sur 5 jours a 6h, 12h, 18h et 24h, montrant des pics de concentration du fer entre 25
et 23umoles/L de 6h a 12h du matin. La concentration du fer chez les sujets privés de
sommeil décroit continuellement tout au long des 5 jours de privation des le premier jour de
contrainte a I'éveil, atteignant une concentration minimale <15umoles/L. Le taux de fer
augmente a nouveau apres 48h de récupération du sommeil et atteint une valeur quasiment
normale. B- Variations quotidiennes moyennes des taux de fer chez les sujets sains et privés
de sommeil. C- Variations de 'amplitude des oscillations journalieres des taux de fer sérique
sur 5 jours, exprimées en valeurs absolues et relatives (% de la valeur moyenne) chez les
sujets contrbles et privés de sommeil. La zone grisée représente l'intervalle comprenant les
concentrations normales. Les barres d’erreurs représentent + la déviation standard.
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De plus, les tentatives pour déterminer le profil journalier des variations du fer et des
protéines associées chez 'homme se contredisent, du fait de deux paramétres majeurs, a
savoir les heures des prélévements et les habitudes de sommeil (temps de sommeil total et
périodes de sommeil pendant la journée) (Ridefelt et al., 2010). Ainsi, des travaux récents
ont mesuré les taux de fer libre et lié a la transferrine, les taux de transferrine et de ferritine
dans le sérum, sur un groupe d’individus habitués a dormir soit la nuit de 23h a 7h soit le jour
de 7h & 15h. Les sujets étaient implantés de maniére permanente avec un cathéter
intraveineux permettant de récolter le sang au cours du sommeil sans réveiller les sujets
(Ridefelt et al., 2010). Les résultats de cette étude ont permis de retrouver i) le potentiel de
variation circadien du fer libre circulant dans le sérum décrit dans les études précédentes, ii)
avec un pic de concentration aux alentours de midi (Statland et al., 1973, Kuhn and Brodan,
1982, Scales et al.,, 1988). Ces travaux ont permis de confirmer les observations
précédentes en mettant en évidence un décalage des pics de fer sérique entre les conditions
de sommeil nocturne et diurne (Figure 12A). Ainsi, les courbes des taux de fer sérique se
superposent pendant le sommeil suggérant que le fer varie de la méme fagcon au cours du
sommeil diurne et nocturne (Figure 12C). Dans ces deux conditions, le fer sérique présente
de faibles taux pendant le sommeil, puis ces taux augmentent progressivement apres le
réveil (Figure 12A, C), atteignant une valeur maximale cing a six heures plus tard, soit vers
12h (apres un sommeil nocturne), soit vers 21h (aprés un sommeil diurne). Ensuite, dans les
deux conditions, les taux de fer sérique diminuent & nouveau progressivement aprés ce pic
de concentration jusqu’a la prochaine phase de sommeil (Figure 12A, C). De la méme
maniére, les taux de fer lié a la transferrine dans le sérum suivent un profil de variations
similaires au cours de la journée (Figure 12B, D), alors que les concentrations de ferritine et

de transferrine ne sont pas affectées (Ridefelt et al., 2010).
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Figure 12:Variations des concentrations du fer circulant et lié a la transferrine. Adapté
d’aprés (Ridefelt et al., 2010).

Variations du fer libre (A) et du fer lié a la transferrine (B) sur 24h et variations du fer libre (C)
et du fer lié a la transferrine (D) au cours du sommeil. Chaque expérience a été réalisée
chez un groupe d’individus dormant soit la nuit de 23h & 7h (courbe a cercles pleins), soit le
jour de 7h a 15h (courbe a cercles vides). La ligne cosinus (trait plein) a été ajoutée pour
modéliser les variations du fer libre ou lié a la transferrine pendant le sommeil nocturne. Elle
illustre le profile circadien normal. *p<0.05 exprime une différence significative a un temps
donné entre le sommeil diurne et le sommeil nocturne. Les barres d’erreurs représentent +
I'erreur standard.

Les hypothéses pour expliquer les variations circadiennes du fer dans le sérum sont
multiples. En effet, les taux de fer libre sont finement régulés par de nombreuses protéines
(section A. lll. 4. a-c) et sont majoritairement modulés par le potentiel de liaison du fer libre a
ses protéines de transport ou de stockage dans le plasma et le sérum ainsi que I'ont décrit
des études réalisées chez le lapin (Schumann and Haen, 1988) et 'lhomme (Ridefelt et al.,
2010). Il a récemment été suggéré que '’héme, qui a la capacité de se lier aux récepteurs
nucléaires de type REV-ERB, impliqués dans la physiologie des rythmes circadiens
(Raghuram et al., 2007, Burris, 2008), pourrait influencer la fluctuation journaliére des taux
de fer sérique et plasmatique. Par ailleurs, I'hepcidine, qui est un peptide sécrété par le foie,

joue un r6le important dans ’homéostasie du fer (Nemeth and Ganz, 2006, Camaschella,
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2009). Les taux d’hepcidine varient de maniere circadienne et corrélent négativement avec
les variations de concentrations journalieres du fer sérique, avec un pic de concentration
entre 9h et 12h (Kemna et al., 2007), ce qui pourrait en partie expliquer les fluctuations

circadiennes du fer.

Finalement, bien que divers parametres biologiques endogénes influencent la

régulation des taux du fer dans l'organisme, les facteurs dépendants du rythme de vie
individuel (Ridefelt et al., 2010), réguleraient majoritairement I'équilibre circadien du fer.
Notamment les temps de veille ou de sommeil au cours de la journée et plus largement au
cours des différentes périodes de la vie d’'un individu (Borel et al., 1991).
Le fait que le fer endosse de multiples fonctions et soit utilisé en tant que co-facteur dans de
nombreux mécanismes de I'organisme, pourrait expliquer que la régulation des processus
physiologiques sous-tendant les propriétés circadiennes du fer, reste a ce jour mal comprise.
En revanche, le fer est présent de maniére ubiquitaire et la dérégulation locale de son
homéostasie peut engendrer diverses pathologies.

Pour conclure, dans cette partie il a été rappelé que les rythmes biologiques
centraux et notamment les cycles veille-sommeil sont régulés de fagon complexe par
de multiples facteurs impliquant, entre autres, le fer et la dopamine.

La partie suivante s’applique a établir le lien entre les mécanismes de régulation du
fer et de la dopamine en prenant pour cela deux cas d’école : la maladie de Willis-
Ekbom et la maladie de Parkinson. Ces deux maladies neurologiques, dans lesquelles
I’altération du sommeil tient une place importante, impliquent chacune, une

dérégulation du systéme dopaminergique, ainsi qu’un déficit ou un exces de fer.
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B. Lien physiologique et pathologique entre le fer et la

dopamine

B. I. Dialogue fer-dopamine

B. I. 1. Réle du fer dans la synthése de dopamine

Il a été suggéré que le fer jouerait un réle important dans la régulation de la synthese
de dopamine, non tant par une action directe sur cette derniére mais sur 'enzyme clef initiant
sa synthése : la tyrosine hydroxylase.

La tyrosine hydoxylase (TH ; tyrosine 3-monooxygenase) est 'enzyme initiant et limitant la
voie de synthése des catécholamines. Elle est considérée comme étant le régulateur
principal de la biosynthése de la dopamine dans le SNC. En effet, la TH catalyse la réaction
de conversion de la tyrosine en dihydroxyphenylalanine (L-DOPA) (Figure 13A), qui sera a
son tour convertie en dopamine par 'enzyme de décarboxylation des acides aminés (AADC).
La tyrosine hydroxylase appartient a la famille des enzymes mono-oxygénases qui utilisent
les cofacteurs tétrahydropteriques comme substrat et posséde un atome de fer ferreux au

centre de sa structure (Figure 13B) (Fitzpatrick, 1999).

L’activit¢ de la TH est positivement régulée par la combinaison de plusieurs
paramétres, notamment la présence de cofacteurs tels que le fer et la disponibilité des
substrats tétrahydropterine (5,6,7,8-tétrahydrobiopterine : BH4). A l'inverse, son activité est
inhibée par une augmentation des concentrations des produits issus de sa transformation
notamment la L-DOPA et la dopamine, ainsi que par son état de phosphorylation (Fitzpatrick,
1999). Des quantités élevées du substrat de la TH et sa déphosphorylation régulent
négativement lactivité de cette enzyme (Kaushik et al., 2007). De plus, Iétat
d’'oxydoréduction du fer joue un rdle crucial dans la modulation de I'activité de la TH. En
effet, le fer peut s’associer & la TH sous sa forme hémique (Fe®*") ou non-hémique (Fe®"),
formant des complexes TH-Fe®*" (enzyme oxydée) ou TH-Fe? (enzyme non oxydée) et
moduler ainsi l'activit¢ enzymatique (Ramsey and Fitzpatrick, 1998). Le mécanisme
classique implique que le complexe TH-Fe>* est réduit par les cofacteurs tétrahydropteriques,
générant le complexe TH-Fe**, qui va pouvoir catalyser la transformation de la tyrosine en L-
DOPA (Figure 13C) (Ramsey et al., 1996). Cependant, une deuxiéme voie a été décrite in

vitro, montrant la capacité de la L-DOPA & capturer le complexe TH-Fe**, le rendant inactif et
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empéchant ainsi la synthese de L-DOPA (Figure 13C) (Ramsey and Fitzpatrick, 1998). Ce
mécanisme de régulation a deux niveaux pourrait expliquer que les taux de L-DOPA
puissent étre modulés en fonction de la disponibilité des formes oxydées ou non de la
tyrosine hydroxylase par le fer. Ainsi, les taux de TH pourraient étre régulés aussi bien par
les demandes en L-DOPA des cellules que par I'action inhibitrice de la L-DOPA elle-méme
(Ramsey and Fitzpatrick, 1998). Par conséquent, le maintien de I'homéostasie du
métabolisme du fer au niveau du SNC joue un réle non négligeable dans la régulation de

I'activité de la TH et de ce fait dans la biosynthese de la dopamine.

tyrosine L-DOPA

Figure 13 : Schémas de la synthése de la L-DOPA impliquant le fer. D’aprés (Ramsey
and Fitzpatrick, 1998) et (Fitzpatrick, 1999).

A- Synthese de la L-DOPA a partir de la tyrosine. B- Localisation de I'atome de fer dans la
structure de la tyrosine hydroxylase. C- Mécanisme de la régulation a deux niveaux de la
production de L-DOPA. E=enzyme (tyrosine hydroxylase) ; BH,, PH,=tétrahydrobiopterine ;
tyr=tyrosine hydroxylase ; DOPA=3,4-dihydroxyphénylalanine.
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B. I. 2. Impact de la déréqulation du fer sur la dopamine

Quelques études ont été réalisées pour évaluer I'impact d’un excés de fer sur la
neurotransmission dopaminergique. Il a notamment été démontré que des souris exposées a
un régime alimentaire riche en fer, présentent une diminution du nombre de neurones
dopaminergiques de la substance noire compacte (SNc) chez les animaux les plus agés (24
mois) (Kaur et al.,, 2007). D’autres approches par administration systémiques (injections
intra-péritonéales) de fer dextran ont également conduit a une perte importante des
neurones de la SNc (Jiang et al., 2006, Jiang et al., 2007). Finalement, des injections
stéréotaxiques de fer ferrique (Fe*") dans la SNC induisent une diminution des taux de
dopamine et de ces métabolites dans le striatum, ainsi que des déficits moteurs (Ben-
Shachar and Youdim, 1991). L’ensemble de ces travaux suggére qu’'une augmentation
rapide et drastique des taux de fer peut provoquer une altération neuronale de la SNc. Bien
que les doses utilisées dans ces différentes approches soient loin de refléter les taux
observés dans certaines pathologies impliguant des excés de fer, ces études servent
néanmoins de preuve de concept, mettant en évidence un lien causal entre I'excés de fer et
la production de dopamine (Snyder and Connor, 2009).

Parce que la ferritine joue un réle majeur dans le stockage du fer (section A. lll. 4. a), des
modéles transgéniques ont été développés. Alors que la délétion du géne codant pour la
chaine lourde de la ferritine ne permet pas d’obtenir des animaux viables (Ferreira et al.,
2000, Thompson et al., 2003), une surexpression de ce méme géne dans les neurones
cathécolaminergiques a révélé une résistance des neurones de la SNc a une intoxication au
1-méthyl-4-phényl 1,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP) (Kaur et al., 2003). Ceci montre que la
ferritine exerce une fonction neuroprotectrice sur les neurones exprimant la TH et le fait que
ceux-ci ne I'expriment qu’en faible quantité en condition normale, pourrait contribuer a leur
vulnérabilité, observée dans les maladies neurodégénératives (Snyder et al., 2009). Enfin,
un modele murin avec une délétion du géne codant pour la protéine de régulation du fer
IRP2 a révélé des anomalies motrices et une perte neuronale accrue lors du vieillissement
(24 mois). De plus, ces mémes animaux présentaient des taux légérement diminués de TH

dans le striatum (Salvatore et al., 2005).

Par ailleurs, les voies dopaminergiques semblent étre systématiquement sensibles a
la carence cérébrale régionale en fer (Ben-Shachar et al., 1985, Youdim, 1990, Nelson et al.,
1997, Morse et al., 1999, Erikson et al., 2000, Erikson et al., 2002). Il a été montré que le
transporteur de la dopamine était significativement diminué dans le striatum et le noyau
accumbens qui sont des structures majoritairement dopaminergique (Erikson et al., 2000).

Le fer interviendrait également dans la régulation de certains récepteurs dopaminergiques,
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notamment les sous types de récepteurs D2 (Unger et al., 2008). Des études menées par
Youdim et collegues ont démontré des densités significativement diminuées du récepteur D2
de la dopamine dans le striatum de rats carencé en fer.

Des recherches plus récentes ont mis en évidence que le noyau accumbens est également
sensible aux effets de la carence en fer (Yehuda, 1987, Youdim, 1990, Erikson et al., 2001).
Des expériences de microdialyse in vivo ont démontré que les taux de dopamine
extracellulaire augmentaient dans le striatum de rats adultes carencés en fer et revenaient a
la normale lorsque des taux normaux de fer étaient rétablis (Chen, 1995, Nelson et al.,
1997). A linverse, des résultats obtenus par Beard et collégues, ont montré que les taux de
certains récepteurs de la dopamine localisés dans le striatum et la SNc ne peuvent étre
restaurés en cas de carence martiale néonatale (Beard and Connor, 2003).

Ainsi, lhoméostasie du fer est étroitement liée au métabolisme de la dopamine
et 'augmentation ou la diminution anormale des concentrations en fer peut générer
d’importantes modifications sur le fonctionnement des voies de synthése de la
dopamine et de ses récepteurs. La partie suivante présente deux maladies
neurologiques impliquant des anomalies de la dopamine, du fer ainsi que des troubles
du repos.

B. Il. Maladie de Willis-Ekbom

B. Il. 1. Généralités

La premiére observation médicale du syndrome des jambes sans repos, récemment
renommé maladie de Willis-Ekbom (MWE), a été faite en 1685 par Sir Thomas Willis, mais
ce n'est qu’en 1945 que le docteur suédois Karl Ekbom, a permis de mieux définir le cadre

nosologique de la MWE dans sa thése de médecine.

La MWE est I'une des pathologies neurologiques sensorimotrice les plus fréquentes
mais n’en reste pas moins, 'une des plus méconnues. A partir de 1996, grace aux critéres
diagnostic établis par Ondo et collegues (Ondo and Jankovic, 1996) puis redéfinis ensuite en
2003 par Allen (Allen et al., 2003a), les enquétes épidémiologiques ont mieux estimé la
fréquence de cette maladie. Dans les pays occidentaux, celle-ci varie entre 7% et 11% de la
population générale (Berger et al., 2004, Allen et al., 2005). La fréquence de la MWE reste
toutefois difficile & évaluer en raison des symptémes souvent trés modérés au début de son

évolution.
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A ce jour, une seule enquéte a évalué la fréquence de la MWE en France (Tison et
al., 2005). Elle a été réalisée sur un échantillon représentatif de la population francaise de 10
263 individus agés de 18 ans et plus. La fréquence de la MWE était de 8,5%. La moitié des
sujets avait des symptdbmes hebdomadaires et 23% avaient des symptdmes quotidiens.
Cette étude a révélé que les femmes étaient plus touchées que les hommes, et ceci quelle
que soit la tranche d’age considérée, avec des fréquences respectives de 11% et de 6%. La
moyenne d’age des sujets atteints était de 48 ans, celle de début était de 35 ans et d’autres
membres de la famille étaient atteints dans environ 41% des cas. Cette enquéte a montré
que le pic de fréquence de la MWE était atteint a 64 ans, pour décroitre par la suite.
Bien que les membres inférieurs étaient toujours touchés, les membres supérieurs étaient
également affectés chez 16% des sujets. Dix-sept pour cent des patients avaient des
symptbmes séveres et 4% avaient des symptémes trés sévéeres. Ces derniers étaient plus
agés et étaient surtout de sexe féminin. De maniére surprenante, seule la moitié des sujets
avait consulté un médecin mais seulement 5% avaient recu un diagnostic correct. Dans
'ensemble, cette enquéte frangaise a confirmé les observations faites dans les autres pays
occidentaux et a surtout permis de souligner la méconnaissance et la mauvaise prise en

charge de la MWE en France.

B. Il. 2. Clinique

B. Il. 2. a. Symptbmes

La MWE se caractérise par des sensations extrémement désagréables parfois
douloureuses dans les membres inférieurs et s'laccompagnent d’'un besoin irrépressible de
bouger. Les symptdmes sont nettement plus sévéres en fin de journée. lls sont aggravés par
'immobilité prolongée et sont soulagés au moins partiellement et temporairement par le
mouvement (Michaud et al., 2002a, Allen et al., 2003b). Ces symptdmes sont a la base des

quatre critéres diagnostics de la MWE.
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Critéres cliniques obligatoires de la MWE, d’aprés (Allen et al., 2003a)

1- Le besoin impérieux de bouger les jambes, habituellement accompagné ou causé par des
sensations inconfortables et désagréables dans les jambes (les membres supérieurs ou les
autres parties du corps peuvent parfois étre affectés en plus des jambes).

2- Le besoin impérieux de bouger les jambes ou les sensations désagréables apparaissent
ou s’aggravent lors des périodes de repos ou d’inactivité, particulierement dans la position

allongée ou assise.

3- Le besoin impérieux de bouger les jambes ou les sensations désagréables sont
partiellement ou totalement soulagés par les mouvements, tels que la marche ou I'étirement,

au moins aussi longtemps que dure I'activité.

4- Le besoin impérieux de bouger les jambes ou les sensations désagréables sont plus

marqués le soir ou la nuit que pendant la journée ou ne surviennent qu’en soirée ou la nuit.

La MWE est donc responsable d’insomnies sévéres caractérisées par des troubles
de [initiation et/ou du maintien du sommeil. Ainsi, les patients présentent souvent des
symptdmes qui peuvent étre attribués a un sommeil insuffisant ou perturbé, tels que
I'hyperactivité, la somnolence diurne, les céphalées, la fatigue physique, les troubles de
I'humeur et de la mémoire (Abetz et al., 2004, Allen et al., 2005, Pearson et al., 2006). De
plus, La difficulté a rester immobile, particulierement en soirée, peut également entrainer des
restrictions dans les activités sociales ou récréatives. Ainsi, la qualité de vie des patients
peut s’en trouver substantiellement altérée, notamment dans les formes sévéres de la
maladie (Allen et al., 2003a, Abetz et al., 2004, Allen et al., 2005).

D’autres criteres peuvent aider a confirmer le diagnostic puisque la MWE s’accompagne
chez plus de 80% des patients de mouvements périodiques du sommeil (MPS, mouvements
involontaires et répétitifs des membres inférieurs) associés ou non a des micro-éveils

conduisant a une fragmentation de I'architecture du sommeil (Montplaisir et al., 1997).

B. Il. 2. b. Caractéere circadien de la maladie

L’évolution circadienne des symptbmes de la MWE est une caractéristique
fondamentale de la maladie (criteres cliniques obligatoires). En effet, des tests
d'immobilisation suggérée réalisés sur des patients atteints de MWE ont révélé que les

scores subjectifs d’'inconforts atteignaient des maximums entre minuit et 6 heures du matin
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(Hening et al., 1999b, Trenkwalder et al., 1999a, Michaud et al., 2004). De méme, la mesure
des MPS montre une plus grande occurrence a ces heures (Trenkwalder et al., 1999a,
Michaud et al., 2004). De maniére intéressante, ces mémes études ont mis en évidence une
relation entre la manifestation des symptébmes de la MWE et les variations nocturnes de la
température corporelle, ainsi que des concentrations de mélatonine (neurohormone sécrétée
pendant la nuit, jouant un rdle central dans la régulation des rythmes biologiques) (Michaud
et al., 2004). Néanmoins, ces deux paramétres ne sont pas modifiés chez les patients
atteints de MWE, suggérant que d’autres facteurs biologiques entrent en cause (Hening et
al., 1999b, Trenkwalder et al., 1999a, Tribl et al., 2003, Michaud et al., 2004).

Ainsi, il a été suggéré qu'un dysfonctionnement du métabolisme du fer et/ou de la dopamine
joue un réle important dans le caractére circadien des symptémes de la MWE. En effet, il a
été montré que les taux de dopamine et ceux du fer présentent des variations circadiennes
(sections A. lll. 3. a et A. lll. 4. d, respectivement). Les périodes auxquelles se manifestent
les symptomes de la MWE coincident avec les taux journaliers les plus faibles de ces deux
paramétres (Scales et al., 1988, Earley et al., 2005, Earley et al., 2006a).

Des prélevements de LCR n'ont pas révélé de différences pour les concentrations de
dopamine et de sérotonine dans le LCR des patients atteints de la MWE comparées a celles
des sujets sains (Earley et al., 2001, Stiasny-Kolster et al., 2004). Cependant, des variations
entre les deux moments de la journée auxquels les prélévements ont été réalisés, ne
peuvent pas étre exclues. En effet, une autre étude a mis en évidence d’importantes
variations journaliéres des concentrations de 3-O-méthyl-dopa, un catabolite de la L-DOPA,
ainsi que des taux de tétrahydrobiopterine, co-facteur de la synthése de dopamine, dans le
LCR des patients atteints de la MWE (Earley et al., 2006a).

Par ailleurs, les données concernant les quantités de fer dans le LCR chez les
patients atteints de la MWE sont contradictoires. Certains ont rapporté une baisse des taux
fer dans le LCR des patients, alors que d’autres montrent que ces taux sont légérement
augmentés sans pour autant étre significativement différents des sujets sains (Earley et al.,
2000, Mizuno et al., 2005). Les différences reportées pour les taux de fer du LCR des
patients atteints de la MWE pourraient étre attribuées a I'évolution de la maladie (Earley et
al.,, 2005), a ladge des patients (Allen and Earley, 2000), ainsi qu’aux heures de
prélevements. Ainsi, il reste encore a déterminer si les concentrations de fer du SNC suivent
la variation circadienne retrouvée au niveau sérique et dans quelle mesure cela pourrait
avoir un impact sur I'expression de la TH, la synthése de L-DOPA et celle de la dopamine

qui en résulte.
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Finalement, il apparait qu’une altération du métabolisme dopaminergique et de celui
du fer constituent une part importante dans les recherches actuelles concernant I'étiologie de
la MWE (Allen, 2002, Connor et al., 2003, Rye, 2004, Clemens et al., 2006, Earley et al.,
20064, Allen and Earley, 2007, Connor et al., 2009).

B. Il. 3. Physiopathologie

La physiopathologie de la MWE reste méconnue a ce jour. Différentes hypothéses
ont cependant été avancées, telle que I'’hypothése hypodopaminergique. En effet, la mise en
évidence d’'une majoration de I'excitabilité médullaire chez les patients affectés par la MWE
était en faveur d’'un défaut des mécanismes d’inhibition médullaire, exercé par les systemes
dopaminergiques descendants. Ceux-ci prendraient leur source au niveau de la région
dopaminergique hypothalamique Al11, a lorigine de la voie diencéphalospinale, et
exerceraient leur effet inhibiteur sur I'excitabilité médullaire par I'intermédiaire des récepteurs
dopaminergiques de type D2-D3.

A linverse, les données les plus récentes obtenues par tomographie par émission de
positons (TEP) ont montré une réduction de transporteur de la dopamine (DAT) au niveau
striatale ainsi qu’'une réduction de la capacité de liaison des récepteurs dopaminergiques de
type D2 au niveau du striatum (Earley et al., 2011, Earley et al., 2013). L'ensemble de ces
résultats plaiderait en faveur d’'une augmentation de I'activité dopaminergique présynaptique

du systéme nigrostrié.

B. Il. 3. a. Dérégulation du systéme dopaminergique

L’hypothése d'une implication des systémes dopaminergiques dans la
physiopathologie de la MWE a été proposée suite a l'observation de (i) la réponse
pharmacologique excellente des médications dopaminergiques (Akpinar, 1982, Montplaisir et
al., 1986) et en particulier des agonistes dopaminergiques des récepteurs de type D2/D3
(Winkelmann et al., 1998, Hening et al., 1999a, Trenkwalder et al., 2004) et (ii) 'aggravation
des symptdmes par des bloqueurs de la libération dopaminergique (Montplaisir et al., 1991,
Kraus et al., 1999).

De maniére intéressante, des études épidémiologiques ont décrit une prévalence plus
importante de la MWE chez une population de personnes atteintes de la maladie de
Parkinson (MP). En effet, la prévalence de la MWE varie de 3% a 14% chez les personnes
atteintes de la MP (Kumar et al., 2002, Loo and Tan, 2008) alors qu’elle est de 1% a 6%

dans la population contréle (Kumar et al., 2002, Calzetti et al., 2009).
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Cependant, les travaux portant sur une dysfonction potentielle de la voie
dopaminergique nigro-striée chez des patients atteints de la MWE par des techniques
d’'imagerie, ont produit des résultats tres contradictoires. Dans I'ensemble, ces études ne
semblent pas indiquer de déficit tant au niveau pré- que post-synaptique dans la MWE
(Trenkwalder et al., 1999b, Turjanski et al., 1999, Eisensehr et al., 2001, Michaud et al.,
2002b). Les rares études anatomopathologiques n’ont également pas décelé de perte
cellulaire au niveau de la SN de patients affectés par la MWE (Connor et al., 2003). Ces
résultats concordent finalement avec I'absence de déficit moteur chez ces patients.

Etant donné la symptomatologie plutdt élémentaire de la MWE et I'absence a ce jour
d’argument solide en faveur d’'une implication formelle de la voie nigro-striée, une implication
de la voie diencéphalospinale a été proposée (Clemens et al., 2006). En effet, ce modéle
physiopathologique donne un réle central a la voie diencéphalospinale dans la genése des
symptdmes sensori-moteurs de cette maladie (Figure 14, voie rouge). Ce modéle propose
que (i) les projections dopaminergiques de la région A11 réguleraient I'excitabilité des
neurones de la colonne dorsale, des motoneurones, et de la colonne intermédiolatérale, (ii)
un dysfonctionnement de cette voie entrainerait respectivement, via une désinhibition de la
colonne intermédiolatérale et des circuits somatosenroriels, une augmentation de I'activité
autonomique et des entrées sensorielles, (iii) la libération de noradrénaline serait augmentée
suite a la désinhibition autonomique ce qui provoquerait une majoration du tonus musculaire,
(iv) une altération des voies dopaminergiques vers le cortex frontal serait susceptible de
majorer la perception musculaire désagréable, (v) enfin, une désinhibition des voies

excitatrices sérotoninergiques pourrait également majorer 'activité autonomique.

Un autre argument en faveur d’'une implication du systéeme diencéphalospinal dans la
physiopathologie de la MWE est la localisation hypothalamique de l'aire A11, relativement
proche du noyau suprachiasmatique, structure connue pour son réle dans le contrble les
rythmes circadiens. Ainsi, il a été suggéré que cette proximité pouvait expliquer l'influence
des rythmes circadiens sur les symptémes de la MWE, ceux-ci étant plus importants le soir
(Paulus and Schomburg, 2006).
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Figure 14 : Représentation schématique des projections connues des neurones de

Paire A11 (en rouge), de leurs interactions avec les circuits spinaux et les
conséquences hypothétiques de leur dysfonction. D’aprés (Clemens et al., 2006).
IML=colonne intermédiolatérale ; NA=noradrénaline ; SSRIs=inhibiteur sélectif de la
recapture de la sérotonine.

Les structures médullaires semblent jouer un role essentiel dans la physiopathologie
de la MWE car elles constituent a la fois le premier niveau d’intégration des informations
somesthésiques et le dernier niveau de [linformation motrice, correspondant a la

symptomatologie de la MWE (sensations désagréables soulagées par le mouvement).

En outre, il a été établi que des lésions (traumatique, vasculaire ou tumorale) ou
pathologies médullaires (sclérose en plaques, syringomyélie) pouvaient étre responsables
d’'une MWE secondaire, le plus souvent associées a des MPS (Hartmann et al., 1999). Une
étude de Bara-Jimenez et colleégues, portant sur les réflexes médullaires a également montré
une augmentation de I'excitabilité médullaire (seuil d’excitabilité abaissé et réponse de plus

grande amplitude) chez des patients atteints de la MWE, et ce, de fagon plus nette durant le
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sommeil (Bara-Jimenez et al., 2000). L’'augmentation de la latence de la réponse R3 du
réflexe nociceptif de flexion, suggére qu’il existe une désinhibition anormale des systémes
spinaux. Concernant le réflexe H, les auteurs signalent, apres stimulation du nerf sciatique
poplité interne, une augmentation de la facilitation tardive et une diminution de linhibition
tardive, indiquant une diminution globale de I'activité inhibitrice des voies descendantes

controlant les reflexes segmentaires médullaires dans la MWE.

B. Il. 3. b. Impact d’un déficit de fer sur le systeme dopaminergique

Une part importante de la littérature a été consacrée aux rapports existant entre le
métabolisme du fer et la MWE. Son implication a été proposée suite a la démonstration
gqu'une carence en fer aggrave la MWE (Allen and Earley, 2007), alors qu’une
supplémentation en fer améliore notablement l'inconfort qu’éprouvent certains de ces
patients (O'Keeffe et al., 1994).

Il est intéressant de constater que des liens entre le métabolisme dopaminergique et celui du
fer ont été mis en évidence (Fitzpatrick, 1989, Ramsey et al., 1996) argumentant ainsi leur
implication dans la MWE. En effet, 'imagerie cérébrale des patients montre une réduction de
la concentration en fer dans certaines régions cérébrales pouvant étre potentiellement
impliguées dans la physiopathologie de la MWE, comme la SNc, principale région
dopaminergique (Earley et al., 2006b). De plus, des études anatomopathologiques sur des
cerveaux de patients affectés par la MWE, attestent d’'un marquage en fer diminué au niveau
des neurones dopaminergiques de la SNc, conformément aux données de l'imagerie
cérébrale (Connor et al., 2003, Connor et al., 2004, Pittock et al., 2004). Ceci conclut a un
défaut de la capture du fer par ces mémes neurones, ce qui pourrait en altérer le

fonctionnement et conduire finalement aux symptémes de la MWE.

Par ailleurs, des marquages histologiques réalisés sur des coupes de cerveaux de
patients atteints de la MWE ont révélé I'absence du peptide de la chaine lourde de la ferritine
dans les cellules contenant la neuromélanine, suggérant un manque de ferritine dans les
neurones a mélanine des patients (Connor et al., 2003). Ce déficit en ferritine pourrait
engendrer une diminution du stockage du fer dans ces cellules, observé chez les patients
atteints de la MWE.

En outre, le récepteur de la transferrine normalement présent dans les neurones a mélanine
issus de sujets sains, n’est que faiblement détecté dans ceux provenant de sujets atteints de
la MWE (Connor et al., 2003). Paradoxalement, ce résultat ne correspond pas avec un profil
classique de déficience en fer dans les cellules, qui devrait alors augmenter la production du

récepteur de la transferrine (section A. lll. 4.c). L’absence de ferritine et I'expression faible du
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récepteur de la transferrine sont des observations en contradiction avec le fait que les
cellules a neuromélanine des patients atteins de la MWE, contiennent toute la machinerie

permettant de réguler le pool de fer labile (Connor et al., 2004).

Bien que certaines formes de la MWE soient associées a une carence en fer, il existe
quelques cas isolés pour lesquels une comorbidité de la MWE avec I'hémochromatose
(Barton et al., 2001) ou avec la maladie de Parkinson (Nomura et al., 2006, Gomez-Esteban
et al., 2007) a été reportée. Dans le cas d'une MWE associée a une hémochromatose, des
quantités anormalement basses de fer dans la SNc ont été décrites, paradoxalement aux
taux élevés de fer dans la circulation sanguine périphérique (Haba-Rubio et al., 2005).

B. Il. 4. Traitements du syndrome de Willis-Ekbom

Les médicaments mimant l'action de la dopamine constituent le traitement de
premiere intention et restent a ce jour les plus efficaces. En France, trois agonistes
dopaminergiques ont obtenu l'autorisation de mise sur le marché : le ropinirole, le
pramipexole et la rotigotine (Winkelmann et al., 1998, Trenkwalder et al., 2004). En cas
d’inefficacité ou d’effets secondaires indésirables de la thérapie dopaminergique (tels qu'un
syndrome d’augmentation, une somnolence diurne excessive, des insomnies, des nausées
ou encore un trouble du contrdle des impulsions notamment aprés plusieurs années de
traitement) (Allen and Earley, 1996, Hogl et al., 2010, Lipford and Silber, 2012), d’autres
médications peuvent également étre prescrites en deuxiéme intention. Ainsi, certains
antiépileptiques, comme la gabapentine, ont démontré leur efficacité dans le traitement de la
MWE (Garcia-Borreguero et al., 2002). Les opiacés intervenant sur le systéme de la douleur
sont aussi utilisés, souvent a la demande, en particulier pour les cas de résistance au
traitement par la dopamine. Leur usage doit cependant rester limité en raison du risque de
dépendance que ces substances peuvent induire (Walters et al, 2001). Les
benzodiazépines, notamment le clonazepam, par leurs propriétés analgésiques et sédatives
sont également efficaces. Elles restent néanmoins peu prescrites en raison de leurs
nombreux effets secondaires (accoutumance, somnolence, troubles de la mémoire...)
(Clavadetscher et al., 2004).

Une autre cible thérapeutique pour la MWE, en cas de carence en fer avérée, vise a
rétablir les taux de fer par supplémentation en fer. Une étude a montré qu’'une dose unique
de fer dextran de 1000mg, administrée par infusion intraveineuse, améliorait les symptémes
chez les patients atteints d'une MWE précoce mais pas chez ceux atteints d'une MWE

tardive (Earley et al., 2004). En effet, chez les patients qui répondaient positivement a ce
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traitement, les études ont permis de mettre en évidence une augmentation du fer dans la
substance noire et une amélioration significative des symptdmes (Earley et al., 2004). Si le
réapprovisionnement en fer par voie intraveineuse s’avére efficace, il est néanmoins

nécessaire de contrdler les risques de stress oxydatif induits par un potentiel excés de fer.

B. Il. 5. Intéréts des modeles animaux

Sur la base des hypothéses physiopathologiques, différentes tentatives ont été
menées afin modéliser la MWE chez 'animal, en particulier chez le rongeur. Néanmoins, en
partie en raison de la nature subjective des symptdmes et surtout en l'absence de
consensus reconnu concernant la physiopathologie de la maladie, ces tentatives se sont

avérées difficiles.

B. Il. 5. a. Modéles rongeurs

Basée sur la constatation de l'augmentation des mouvements MPS avec l'age
(Ancoli-Israel et al., 1991), une approche comportementale spontanée a été tentée chez le
rat agé. Cette étude, réalisée par I'équipe de Baier, a caractérisé une population de rats
agés développant des mouvements nocturnes des membres postérieurs, cependant les
auteurs n'ont pas testé I'effet d’agonistes dopaminergiques sur ces animaux (Baier et al.,
2002). Une autre étude a évalué les MPS chez des rats spinaux |ésés au niveau cervical et
montré que ceux-ci exprimaient des mouvements spontanés durant le sommeil |éger dont les

profils ressemblaient aux MPS observés chez 'homme (Esteves et al., 2004).

Effet d’'une carence alimentaire en fer couplée a une lésion 6-OHDA

Plus proches de I'hypothése d’'une implication de la voie diencéphalospinale, des
approches lésionnelles ciblant la région A1l ont été tentées chez le rat par des injections de
6-hydroxydopamine (6-OHDA) au niveau de la région A1l (Ondo et al., 2000). Les lésions
bilatérales ainsi induites ont conduit a un comportement hyperactif des animaux et a une
augmentation significative du « temps passé debout » et du nombre de redressements
comparé aux contrdles. De maniére intéressante, ces modifications comportementales ont
été réduites par 'administration d’un agoniste dopaminergique, le pramipexole. Ainsi, elle fut
la premiere a tester la validité d’'une implication de la voie diencéphalospinale dans la

physiopathologie de la MWE.
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La méme équipe a réalisé des lésions de la région All par la 6-OHDA chez des
souris carencées en fer (Qu et al., 2007). L’activité locomotrice s’est révélée augmentée
chez les animaux carencés en fer par rapport aux contrdles. De plus, chez les souris l1ésées
au niveau de la région A11 et carencées en fer, 'augmentation de I'activité locomotrice s’est
aveérée encore plus importante. Enfin, un traitement par des agonistes dopaminergiques des
récepteurs D2/D3 (ropinirole) a permis aux animaux lésés et carencés de diminuer leur
activité locomotrice. En revanche, l'utilisation de I'agoniste D1, le SKF 38393, n'a pas
diminué mais aggraveé l'augmentation de l'activité locomotrice de ces animaux. Dans la
continuité, les auteurs ont regardé chez ces animaux si les niveaux d'expression des
récepteurs dopaminergiques au niveau meédullaire étaient modifiés. La carence en fer a
entrainé une augmentation du récepteur D1 sans affecter les niveaux des récepteurs D2 et
D3. La lésion de l'aire A11 a en revanche, conduit a une diminution des récepteurs D2 et D3
mais a eu peu d’effet sur les récepteurs D1. Enfin, la privation en fer associée a une Iésion
de la région A1l a provoqué une diminution synergique plus importante des récepteurs D2
médullaires (Zhao et al., 2007).

Une autre étude a récemment souligné chez la souris carencée en fer, une augmentation de
I'éveil au détriment des périodes de sommeil lent profond ou de sommeil paradoxal pendant

la fin de leur phase active (Dean et al., 2006).

Effet de la délétion du récepteur D3

Le récepteur dopaminergique de type D3 joue un réle dans les processus sensoriels
et nociceptifs. Ainsi, une approche génétique par invalidation de ce récepteur (modéle murin
KO-D3) a été proposé et a conduit a un comportement hyperactif chez ces animaux (Accili et
al., 1996). En effet, a faible dose I'effet modulateur de la dopamine sur les réflexes spinaux
est dépresseur chez des souris normales et devient facilitateur chez des souris KO pour le
récepteur D3 (Clemens and Hochman, 2004). De plus, I'expression circadienne de la TH
chez ces animaux a adopté un profil d’expression inversé au rythme normal (Clemens et al.,
2005). Etant donné que des variations circadiennes de la libération de dopamine au niveau
de I'hypothalamus ont été rapportées (Carlsson et al., 1980), les auteurs ont proposé que
cela pouvait expliquer 'augmentation de I'excitabilité médullaire chez les souris KO-D3. Sur
le plan comportemental, ces souris développent une hyperactivité, une augmentation de
I'activité locomotrice et de I'hypertension artérielle (Accili et al., 1996, Xu et al., 1997). Ce
phénotype peut ressembler aux caractéristiques des patients chez lesquels de I'’hypertension

a été rapporté (Ali et al., 1991, Espinar-Sierra et al., 1997).
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B. Il. 5. b. Intérét d’'un modéle primate non humain

Il N’existe a '’heure actuelle aucun modeéle de primate non humain pour reproduire la
MWE. Les similitudes neuroanatomiques entre 'lhomme et le primate non-humain font de ce
dernier un modéle d’intérét crucial pour mieux comprendre les mécanismes impliquant des
dérégulations du métabolisme du fer et de la dopamine.
Un marquage rétrograde précédemment réalisé dans notre laboratoire sur le macaque naif,
a permis d’identifier que la voie A11l, étaient I'unique voie dopaergique projetant vers la
moelle épiniére (Barraud et al., 2010). De plus, des marquages d’acide ribonucléique par
hybridation in situ chaude, ont permis de révéler certaines différences entre la répartition des
récepteurs dopaminergiques médullaires chez le primate non humain comparé au rongeur.
En effet, alors que les récepteurs dopaminergiques D3 sont distribués de maniére diffuse
dans la substance grise de la moelle épiniére, le récepteur D2 est uniquement localisé dans
les cornes dorsales de la moelle épiniére et le récepteur D1 est absent (Figure 15) (Barraud
et al., 2010).

Figure 15 : Organistaion neuroanatomique du macaque. Adapté d’apres (Barraud et al.,
2010)

A- Caractérisation immunohistochimique du domaine d’expression de la tyrosine
hydroxylase au niveau de I'aire A11 chez le singe comparée a ’'Homme. B- Caractérisation
du domaine d’expression des récepteurs dopaminergiques par hybridation in situ chaude, au
niveau de la moelle épiniere de singe, a différents niveaux de la partie lombaire.
cp=pédoncule cérébral ; LHA=aire hypothalamique latérale ; MM=noyau mamillaire médian ;
mtg= tractus mammillotegmentaire ; PHA=aire hypothalamique postérieure; TM=noyau
tubéromammilaire ; V3=ventricule 3 ; ZI=zona incerta.
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B. Ill. Maladie de Parkinson

B. lll. 1. Généralités

La maladie de Parkinson (MP) est une pathologie neurodégénérative chronique et
d’aggravation progressive affectant 1,5% de la population générale dgée de plus de 65 ans
et qui atteint autant les hommes que les femmes (de Rijk et al., 1997). Elle a été décrite pour
la premiére fois en 1817 par le médecin anglais Sir James Parkinson comme « paralysie
agitante » (Parkinson, 1817).

Avant I'age de 20 ans, la MP est exceptionnelle (Parkinson juvénile) et nécessite de

rechercher une cause génétique. La forme précoce (avant 40 ans) représente moins de 10%
des cas. En France, la MP est la deuxiéme cause de handicap moteur aprés l'accident
vasculaire cérébral.
Les mécanismes impliqués dans le processus neurodégénératif de la MP ne sont pas encore
clairement compris. Si elle ne constitue pas une maladie génétique au sens propre du terme,
son étiologie encore inconnue peut cependant faire intervenir des prédispositions génétiques
(enzymes de détoxification de la chaine respiratoire mitochondriale, génes intervenant dans
le maintien de [I'homéostasie dopaminergique), ainsi qu'une possible toxicité
environnementale telle que I'exposition a certains pesticides (Semchuk et al., 1992, Seidler
et al., 1996). L’exception est constituée de quelques formes familiales (autosomales
dominantes, environ 10% des cas) ou I'on retrouve par exemple des mutations ponctuelles
sur le géne codant pour l'alpha-synucléine (Polymeropoulos et al., 1997) et des formes
autosomales récessives, a début précoce, liées a une mutation de la parkine (Kitada et al.,
1998). La perturbation du fonctionnement de la chaine respiratoire mitochondriale a été mise
en évidence dans la forme idiopathique, localement dans la substance noire ou de maniére
plus discutée dans d’autres tissus (plaquettes sanguines) (Benecke et al., 1993, Schapira,
1994).
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B. Ill. 2. Clinique

B. lll. 2. a. Symptébmes moteurs

Les troubles moteurs associés a la MP sont souvent qualifiés de symptémes
cardinaux. lls regroupent les quatre manifestations les plus courantes et les plus

handicapantes décrites chez les patients parkinsoniens :

L’akinésie et la bradykinésie qui correspondent a la raréfaction/privation du mouvement et
a la lenteur de son exécution (Wilson, 1925). En réalité, il s’agit d’'un défaut dans ['initiation
du mouvement, avec lapparition d’'un délai significatif entre la volonté de reéaliser le
mouvement et 'exécution de celui-ci.

La rigidité est assimilée a une hypertonie musculaire généralisée. Elle est continue et
homogéne. La commande volontaire descendante trouve le muscle dans un état de
préparation anormale et nécessite la mise en route de mécanismes compensatoires pour
surmonter les contraintes physiques additionnelles. La rigidité concerne la quasi-totalité des
muscles avec une prédominance du versant fléchisseur sur le versant extenseur (Delwaide
et al., 1986).

Le tremblement de repos constitue le symptdme le plus caractéristique de la maladie,
méme s’il est absent dans environ 20% des cas. Il s’agit d’'un tremblement qui commence
généralement de fagon unilatérale et qui prédomine au niveau des extrémités des membres

supérieurs avec un pic de fréquence de 4 a 6 hertz (Stanley-Jones, 1956).

L’instabilité posturale est une manifestation plus tardive dans I'évolution de la maladie. Elle
se manifeste par des troubles de I'équilibre pouvant conduire a des chutes, ce qui en fait 'un

des symptémes les plus handicapants (Bloem, 1992).

Le diagnostic de la maladie de Parkinson repose sur des critéres d’évaluation clinique
identifiés par un syndrome parkinsonien, lui-méme défini par la présence d’'une bradykinésie
associée, au minimum, a l'un des symptdmes suivants : tremblement de repos (4-6 Hz),
rigidité extrapyramidale et instabilité posturale (Quinn, 1997).

Les symptdmes moteurs cardinaux de la maladie participent a 'émergence des troubles du
sommeil. En effet, si les tremblements de repos s’estompent habituellement avec le début du

sommeil, ils peuvent reprendre en cas d’éveils ou micro-éveils nocturnes, empéchant ainsi le
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patient de se rendormir (Stern et al., 1968). De plus, ils peuvent s’associer aux mouvements
du corps et aux changements des stades de sommeil et se transformer au cours du sommeil
lent en contractions musculaires répétitives qui ont un effet délétére sur le sommeil en le
fragmentant. La rigidité peut persister au cours du sommeil, surtout chez les patients avec
des fluctuations motrices. Elle est surtout axiale et contribue largement aux douleurs
nocturnes des patients. Enfin, I'akinésie/bradykinésie empéche la mobilité nocturne et les
ajustements posturaux (van Hilten et al., 1993).

Des mouvements périodiques du sommeil touchent environ un tiers des patients (Happe et
al., 2003). Souvent associés a la MWE, ils se traduisent dans leur forme la plus élémentaire
par une extension rythmique du gros orteil et une dorsiflexion du pied survenant a des
intervalles plus ou moins réguliers, qui fragmentent le sommeil des patients. Des akathisies
nocturnes ont également été mentionnées. Elles surviennent plus volontiers chez les
patients bradykinétiques et rigides (Lang and Johnson, 1987). C’est une sensation subjective
d’'impatience qui empéche le patient de rester immobile. Sa caractéristique principale est

que, contrairement a la MWE, elle n’est pas soulagée par le mouvement ou l'activité.

B. lll. 2. b. Symptdomes non moteurs

Alors qu’elle a longtemps été définie comme étant une pathologie exclusivement
motrice, la maladie de Parkinson apparait aujourd’hui comme une maladie plus complexe.
En effet, d’autres symptdmes « non-moteurs » de la maladie contribuent grandement a la
dégradation de la qualité de vie des patients. Dans certains cas, ces manifestations non-
motrices occupent le premier plan chez des patients par ailleurs bien équilibrés d’'un point de
vue moteur. Négligée dans un premier temps, la prise en compte de ces troubles apparait
étre un enjeu important dans les années a venir, afin de proposer une prise en charge plus
globale de cette pathologie. De plus, certains de ces signes non-moteurs sont a envisager
comme des éléments prédictifs d’évolution vers une éventuelle MP.

Parmi ces troubles non-moteurs, on retrouve des perturbations olfactives (80% des cas), des
troubles dysautonomiques avec une hypotension orthostatique, des troubles gastro-
intestinaux, vésico-sphinctériens (dans plus de 70% des cas), mais aussi un déficit cognitif
de type syndrome dysexécutif sous-cortico-frontal. Des troubles de I'hnumeur, des difficultés
dans la discrimination visuelle des contrastes ont également été rapportés (Mathias and
Polinsky, 1999, Bonuccelli et al., 2003)(Rascol et al., 2003, Hawkes, 2008). Dans plus de
40% des cas, les patients parkinsoniens sont également sujets a des douleurs chroniques se
traduisant sous diverses formes : douleurs musculo-squelettiques, douleurs neuropathiques,

douleurs liées a des dystonies, douleurs centrales et akathisies (Ford, 2010).

57



Introduction

B. lll. 2. c. Troubles du sommeil

Les troubles du sommeil sont fréquents dans les pathologies neurodégénératives
(Tandberg et al., 1999, Martinez-Martin et al., 2007) et en particulier dans la maladie de
Parkinson avec une prévalence comprise entre 66 et 96% des patients (Kales et al., 1971)
(Lees et al., 1988, Larsen, 2003). En effet, des sa premiére description de la maladie, James
Parkinson mentionna des troubles du sommeil. Au-dela des symptdbmes moteurs, ces
troubles suscitent un intérét grandissant puisqu’ils constituent une importante source de
dégradation de la qualité de vie des patients et que certains troubles pourraient constituer
des marqueurs précliniques de la maladie et ainsi favoriser un diagnostic plus précoce. Il n’y
a toutefois pas de troubles du sommeil spécifiques a la maladie. Ceux-ci se manifestent sous
différentes formes, a la fois la nuit et la journée. C’est pourquoi les plaintes émises par les
patients se combinent de maniére variable et associent : insomnie d’endormissement, une

fragmentation du sommeil, réveil matinal précoce ou somnolence diurne excessive.

La premiére des plaintes chez les patients souffrant de la MP est linsomnie,
caractérisée par une fragmentation de l'architecture du sommeil avec de nombreux réveils
soudains (Factor et al.,, 1990, Tandberg et al., 1998). Les réveils nocturnes peuvent étre
prolongés et conduisent & une réduction significative du temps de sommeil total entrainant
fatigue et somnolence. Plusieurs études ont révélé que ces interruptions de la continuité du
sommeil étaient plus fréquentes chez des sujets parkinsoniens que chez des sujets témoins
appariés en age (Factor et al., 1990, Olanow et al., 2000, Comella, 2007). La fragmentation
du sommeil peut survenir durant n'importe quel stade de sommeil, mais elle est plus
importante durant les stades de sommeil Iéger (1 et 2) (Askenasy and Yahr, 1985).

De nombreuses parasomnies ont également été rapportées (van Hilten et al., 1993). Elles
comprennent les cauchemars, les vocalisations et hallucinations nocturnes ou les attaques
de panique. L’'une des parasomnies les plus fréquentes est le trouble du comportement en
sommeil paradoxal, qui peut parfois précéder la survenue des troubles moteurs et semble y
prédisposer. En effet, une étude sur le sujet menée en 1996 a révélé que 38% des
personnes présentant un trouble du comportement en sommeil paradoxal idiopathique ont
développé un syndrome parkinsonien (Schenck et al., 1996). Le trouble du comportement en
sommeil paradoxal se manifeste par un comportement auto- et/ou hétéro-agressif exprimant
le vécu d’un réve en I'absence d’atonie musculaire. Le patient en général n’en garde pas le
souvenir, contrairement au conjoint. Enfin, les patients affectés par la maladie de Parkinson
présentent également un risque important de développer des désordres respiratoires

nocturnes de type syndrome d’apnée du sommeil (Chotinaiwattarakul et al., 2011).
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Par conséquent, 'ensemble de ces troubles conduit a une réduction du temps total
de sommeil et donc de son efficacité. Ils contribuent également au développement
d’'insomnies psychophysiologiques conditionnées par une anxiété anticipatoire (peur d’aller

au lit).

Selon une enquéte nationale (Ghorayeb et al., 2007), la somnolence diurne

excessive est une plainte récurrente chez plus de 29% des patients parkinsoniens. La
somnolence se définit comme un état subjectif de besoin de sommeil. Elle est anormale
guand elle se manifeste par des endormissements involontaires plus ou moins contrblables
au cours de la journée ou quand la sieste devient anormalement prolongée. Elle génére une
sensation subjective de mauvaise vigilance et nécessite de lutter pour résister a I'envie de
dormir et pour maintenir un niveau d'éveil suffisant a I'exécution des activités quotidiennes.
Cette somnolence a longtemps été négligée par les patients et les médecins du fait que la
majorité des patients ne se rendaient pas compte de leur état somnolent en raison de son
développement insidieux et progressif (Brodsky et al., 2003).
D’une maniére intéressante, il a été suggéré que I'état de somnolence excessive pouvait
précéder la survenue de la maladie de Parkinson. Une étude longitudinale a en effet montré
gque des sujets somnolents étaient trois fois plus susceptibles de développer une maladie de
Parkinson (Abbott et al., 2005).

Finalement, la cause des troubles du sommeil dans la maladie de Parkinson semble
étre multifactorielle. Les effets de l'age, les troubles moteurs nocturnes, le processus
neurodégénératif, 'anxiété, la dépression, les douleurs, et les dysautonomies pourraient

intervenir dans des proportions variables pour expliquer cette forte prévalence.

B. Ill. 3. Physiopathologie

B. lll. 3. a. Altérations cytopathologiques et modéle de Braak

Les symptdbmes moteurs de la maladie de Parkinson sont essentiellement la
conséquence d’'une dégénérescence de la voie dopaminergique nigro-striée (Hassler, 1938).
Ceux-ci apparaissent lorsque au moins 50% des neurones dopaminergiques de la substance
noire compacte ont disparu et que la dénervation dopaminergique de leur région cible, le
striatum, a dépassé 75% (Damier et al., 1999) (Figure 16). Néanmoins, au cours de la
maladie de Parkinson, toutes les voies dopaminergiques cérébrales sont atteintes. La plus

touchée reste la voie nigro-striée, mais le déficit concerne également les voies méso-
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limbique et méso-corticale qui peuvent jouer un réle dans la genese des troubles cognitifs et
certains aspects de I'akinésie (Javoy-Agid and Agid, 1980, Scatton et al., 1982).

Par ailleurs, les neurones dopaminergigues de la voie nigro-striée, qui projettent sur les
parties « motrices » dorso-latérales du striatum, sont davantage affectés que ceux qui

projettent sur les zones plus « cognitives » ventrales (Hirsch et al., 1988).

La dégénérescence cellulaire n’est jamais totale, méme dans les structures les plus
vulnérables comme la substance noire, mais diverses études laissent & penser que le
processus de neurodégénerescence est continu. Dans la substance noire des patients
affectés par la maladie de Parkinson, la perte des neurones dopaminergiques est d’environ
1% par an, alors que chez le sujet normal la dégénérescence est deux fois moins rapide
(Riederer and Wuketich, 1976, Scherman et al., 1989). Cependant, la maladie de Parkinson
est une maladie plus diffuse. En effet, si les Iésions des systemes dopaminergiques
constituent I'essentiel des anomalies observées, d’autres systemes neuronaux sont aussi
touchés. Des pertes d’environ 50% des neurones noradrénergiques du locus coeruleus
(Cash et al., 1987), d’environ 40% des neurones sérotoninergiques du raphé (Halliday et al.,
1990) et d’environ 40% des neurones cholinergiques du noyau basal de Meynert et du noyau
pédonculopontin ont ainsi été rapportées (Jellinger, 1991). D’un point de vue
neuropathologique, la maladie de Parkinson fait partie des synucléionopathies, groupe de
maladies extrapyramidales incluant, entre autres, I'atrophie multisystématisée et la démence
a corps de Lewy. Ces maladies sont caractérisées par la présence anormale d’agrégats
d’'alpha-synucléine, formant des inclusions neuronales éosinophiles cytoplasmiques
caractéristiques : les corps de Lewy (Spillantini et al., 1998). Ceux-ci sont constitués de
neurofilaments contenant, en plus des agrégats de synucléine, entre autres, de l'ubiquitine
(Figure 16) (Uitti and Calne, 1993).
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Figure 16: Neuropathologie de la maladie de Parkinson. D’aprés (Dauer and
Przedborski, 2003).

A- Représentation schématique de la voie nigro-striée normale (lignes rouges). Elle est
composée de neurones dopaminergiques dont les corps cellulaires sont localisés au niveau
de la substance noire pars compacta (SNc, fleches). Ces neurones projettent (ligne rouge
solide) au niveau de la structure d’entrée des ganglions de la base, le striatum (putamen et
noyau caudé). La photographie représente la pigmentation normale de la SNc produite par la
neuromélanine dans les neurones dopaminergiques. B- Représentation schématique de la
voie nigro-striée en condition pathologique (lignes rouges). Dans la maladie de Parkinson, la
voie nigro-striée dégéneére et entraine une perte importante des neurones dopaminergiques
projetant vers le putamen et une perte un peu moins importante des neurones projetant vers
le Noyau Caudé. La photographie représente la dépigmentation en neuromélanine au niveau
de la SNpc, suite a une perte en neurones dopaminergiques. C. Marquage
immunohistochimique ciblant les inclusions neuronales appelées corps de Lewy dans un
neurone dopaminergique. La microphotographie de gauche montre une immunoréaction
ciblant l'alphasynucléine et révélant un corps de Lewy (fleche noire). La microphotographie
de droite cible I'ubiquitine et démasque également la présence d’un corps de Lewy.

Les travaux anatomo-pathologiques de Braak ont également contribué a souligner le
caractéere diffus de la maladie de Parkinson (Braak et al., 2003). Néanmoins, ces études
doivent étre nuancées, étant donné qu’elles ne relatent que la distribution des corps de Lewy
a différents stades de la maladie et non I'évolution du processus neurodégénératif per se. De

plus, il est impossible de savoir si les patients classés dans les stades précliniques auraient
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par la suite développé une maladie de Parkinson. La théorie de Braak identifie six stades
d’évolution de la maladie de Parkinson au cours desquels I'extension du processus
neurodégénératif s’effectue de facon lente et progressive, en corrélation avec I'évolution des
signes cliniques (Figure 17). Cette théorie suggere que les deux premiers stades, pouvant
s’étaler sur plusieurs décennies, correspondraient aux phases précliniques ou prémotrices
de la maladie. A ce stade, les inclusions semblent majoritairement localisées au niveau du
bulbe olfactif et du pont, incluant le complexe subcoeruleus/coeruleus, le raphé et des
noyaux de la formation réticulée. Les symptdmes les plus caractéristiques de cette phase
prémotrice seraient les troubles de l'olfaction, la constipation, les troubles dysautonomiques
et certains troubles du sommeil comme le trouble du comportement en sommeil paradoxal
ou la somnolence diurne excessive (Figure 17).

Les stades 3 et 4, marqueraient la transition entre les stades préclinique et clinique. Des
corps de Lewy se développent notamment dans la substance noire et témoigneraient de
I'apparition des troubles moteurs classiques (Figure 17). Les stades 5 et 6, phases tardives,
correspondent a I'atteinte du néocortex, ce qui rendrait compte des désordres cognitifs de la
maladie (Figure 17).

Figure 17 : Progression graduelle du processus neuropathologique de la maladie de
Parkinson, d’apreés la théorie de Braak. D’aprés (Braak et al., 2002).

Ces diagrammes permettent de visualiser sur 'axe des abscisses I'extension du processus
en terme de sévérité : (A) pendant la phase « préclinique » (stades 1 et 2), les corps de
Lewy sont localisés au niveau du bulbe olfactif, du systéme nerveux entérique, du complexe
coeruleus/subcoeruleus (B) la phase « clinique » (stades 3 et 4), atteinte de la substance
noire et (C) la phase « tardive » (stades 5 et 6) ou les corps de Lewy sont retrouvés au
niveau du cortex cérébral. Code couleur : plus le rouge est foncé, plus la proportion de corps
de Lewy est importante.
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Alors que la perte des neurones de la SNc peut atteindre jusqu'a 80% dans les
stades avancés de la maladie, la dégénérescence au niveau de la VTA varie entre 36 et
55% (Uhl et al., 1985). Le fait que la VTA ne soit pas directement impliquée dans les
symptomes moteurs de la MP a conduit a une mise a I'écart, de la part des premiers travaux,
de I'étude des altérations de la voie mésolimbique. Cependant, des études plus récentes ont
démontré un rdle important de cette voie dans des aspects plus cognitifs de la maladie
comme l'apathie (Levy and Dubois, 2006, Thobois et al., 2013), la rigidité cognitive (Brown
and Marsden, 1990) ou les déficits attentionnels (Troster, 2008).

Etonnamment, il a fallu attendre les années 1950 pour faire le lien entre la perte
neuronale au niveau de la SNc et la déplétion dopaminergique dans le striatum. Dans une
étude sur l'akinésie induite par la réserpine chez la souris, Carlsson et collégues ont
découvert une déplétion dopaminergique dans le striatum qui pouvait étre corrigée par la L-
DOPA (Carlsson et al., 1957, Carlsson et al., 1958). Des analyses post-mortem sur des
patients parkinsoniens akinétiques ont par la suite confirmé une sévére déplétion
dopaminergique au niveau du striatum (Ehringer and Hornykiewicz, 1960). Des travaux
ultérieurs ont indiqué que la baisse des taux de dopamine dans le striatum dorsal pouvait
atteindre 75% avant que les premiers symptdmes moteurs n’apparaissent (Scherman et al.,
1989). Enfin, dans les années 1960, des études ont montré que la dopamine provenant de la
SNc était présente au niveau des terminaisons dans le striatum et que les neurones de la
SNc envoyaient leurs axones dans le striatum (Anden et al., 1964, Dahlstroem and Fuxe,
1964). Toutes ces études ont contribué a établir le lien entre la mort neuronale dans la SNc,

la déplétion dopaminergique dans le striatum et les troubles moteurs.
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B. lll. 3. b. Impact de I'excés de fer sur le systeme dopaminergique

Bien que, la théorie d’'une accumulation de fer dans la maladie de Parkinson reste
discutée, la plupart des études sur I'implication du fer dans les processus neurodégénératifs
s’accordent a décrire des taux anormalement élevés dans la substance noire, variant de
33% a 176%, en fonction de I'évolution de la MP au moment de la réalisation des autopsies
(Dexter et al., 1989, Loeffler et al., 1995).

Les travaux de Riederer et collegues ont décrit une augmentation significative des
taux de fer dans la substance noire issue des sujets parkinsoniens a un stade avancé
(Riederer et al., 1989). Ces résultats ont été confirmés par des marquages histologiques de
la SNc provenant de sujets parkinsoniens (Faucheux et al.,, 2002) et par des analyses
quantitatives par spectroscopie sur cellule unique, révélant des concentrations en fer deux
fois supérieures a la normale (Oakley et al., 2007). De plus, des études d’imageries
(imagerie par résonnance magnétique et par échographie transcranienne) ont montré une
augmentation des taux de fer dans la substance noire in vivo, corrélant avec les taux

tissulaires post-mortem (Gorell et al., 1995, Ryvlin et al., 1995, Berg et al., 2002).

Il a été proposé que les dépbts de fer retrouvés dans la couronne des corps de Lewy
de la SNc issue de patients parkinsonniens (Castellani et al., 2000) pouvaient induire et/ou
augmenter 'accumulation de l'alpha-synucléine (Golts et al., 2002), suggérant que le fer
jouerait un réle non négligeable dans I'accumulation d’alpha-synucléine et la formation des
corps de Lewy. De plus, des dépéts de fer ferrique (Fe®*") ont également été retrouvés dans
la microglie, les oligodendrocytes, les astrocytes ainsi que dans les neurones de la
substance noire, dans le putamen et le globus pallidus provenant de patients atteints de la
MP (Zecca et al., 2004). Par ailleurs, des études ont montré une augmentation du nombre de
cellules microgliales (souvent associées aux processus neurodégénératifs) contenant de la

ferritine dans la substance noire des individus parkinsoniens (Jellinger et al., 1990).

Finalement, une augmentation du fer sous sa forme réactive associée a la
neuromélanine a été mise en évidence dans la substance noire des patients parkinsoniens
présentant une perte neuronale sévere. Ces données argumentent en faveur d'un role

central de la neuromélanine dans la régulation de la réactivité du fer (Faucheux et al., 2003).
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B. Ill. 4. Traitements de la maladie de Parkinson

A ce jour, il n’existe pas de traitement curatif ni préventif agissant sur le processus de
neurodégénerescence de la maladie (Goetz et al., 2005). Ainsi, les traitements a disposition
visent a contréler essentiellement les troubles moteurs de la maladie de Parkinson. Il s’agit
dans un premier temps d’approches pharmacologiques permettant de compenser l'effet de la
déplétion dopaminergique de la SNc. Elles visent a (i) rétablir les taux de dopamine circulant
(dopa-thérapie), (ii) stimuler les récepteurs dopaminergiques (agonistes dopaminergiques),
(iii) potentialiser les effets de ces derniers en inhibant la dégradation de la dopamine
résiduelle (inhibiteurs enzymatiques). D’autre part, une approche neurochirurgicale a été

développée et consiste a stimuler a haute fréquence le noyau sous-thalamique.

B. lll. 4. a. Approche neurochirurgicale : la stimulation cérébrale profonde

Le noyau sous-thalamique fait partie d’'un ensemble de structures sous-corticales
appelé ganglions de la base ou noyaux gris centraux s’inscrivant dans le systéme
extrapyramidal. Parmi les altérations les plus marquantes de la MP, on retrouve une
hyperactivité du noyau sous-thalamique tant au niveau électrophysiologique (Bergman et al.,
1994, Kreiss et al., 1997) que métabolique (Mitchell et al., 1985, Vila et al., 1996).

Pour ces raisons, il a été proposé qu’'une inhibition du noyau sous-thalamique puisse
améliorer les symptdmes cliniques de la maladie de Parkinson. En 1993, des chercheurs ont
proposé un traitement par stimulation a haute fréquence du noyau sous-thalamique
(Benazzouz et al.,, 1993). Cette technique améliore 'ensemble des symptémes moteurs
majeurs de la maladie de Parkinson (Pollak et al., 1993, Limousin et al., 1998) et permet
notamment de diminuer la médication pharmacologigue antiparkinsonienne (environ 50 a
80% de la dose journaliére), pouvant méme aller chez certains patients jusqu’a son arrét
total (Vingerhoets et al., 2002). Cependant, si la stimulation cérébrale profonde présente des
avantages cliniques évidents, permettant notamment une réduction importante des effets
secondaires des traitements pharmacologiques, elle présente l'inconvénient de nécessiter
'implantation d’appareils de stimulation a demeure, nécessitant des réglages fréquents pour

une utilisation optimale, ainsi que des facteurs restrictifs pour I'inclusion des patients.

B. lll. 4. b. La L-DOPA

Le traitement de référence de la maladie de Parkinson est représenté par la DOPA-
thérapie. En effet, au cours des années 1960, la découverte de la lévodopa (L-DOPA),

précurseur de la dopamine, a révolutionné le traitement de la maladie de Parkinson
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(Birkmayer and Hornykiewicz, 1961, Cotzias et al., 1969). Si ce traitement est efficace dans
un premier temps, de nombreuses complications motrices apparaissent ensuite et rendent
difficile un traitement L-dopaergique sur le long terme. Classiquement, le traitement de la

maladie de Parkinson par la L-DOPA suit trois étapes :

- La période dite de « lune de miel » variant de 3 a 6 ans durant laquelle les patients ont une
gualité de vie quasiment normale.

- Les périodes de fluctuations et de complications motrices, affectant plus de 60% des
patients aprées 6 ans de traitement.

- Enfin, on retrouve une détérioration de fin de dose (wearing off) qui correspond a une perte
progressive des effets de la L-dopa, les symptbmes moteurs réapparaissant plus
rapidement. Des phénomeénes de blocage-déblocage (on-off) apparaissent également.

Ainsi, l'efficacité du traitement varie chez un méme patient parallelement a la
disponibilité plasmatique de la L-DOPA. Si le taux est élevé, des périodes de dyskinésies
apparaissent. A l'inverse, lorsque le taux chute, des périodes d’akinésie et de bradykinésie
succédent aux dyskinésies. Enfin, la troisieme période, la plus handicapante, correspond a la
perte d’efficacité quasi-totale de la L-DOPA conduisant a I'apparition de signes non L-DOPA

sensibles.

B. lll. 4. c. Les agonistes dopaminergiques

Parmi les médicaments utilisés pour retarder I'utilisation de la L-DOPA, les agonistes des
récepteurs dopaminergigues (couramment nommés agonistes dopaminergiques) sont
souvent prescrits en premiére intention. De par leur plus longue élimination plasmatique que
la L-DOPA, leur utilisation fut d’abord proposée comme un moyen d’obtenir une stimulation
dopaminergique plus stable et donc éviter les fluctuations motrices. Leur utilisation réguliere
a commenceé dans les années 1980 avec les agonistes dérivés de I'ergot de seigle comme la
bromocriptine, la cabergoline et le pergolide ou non-dérivés de I'ergot de seigle comme
I'apomorphine. Les agonistes possedent une sélectivité modérée pour les différents sous-
types de récepteurs dopaminergiques. En effet, ils agissent principalement sur les
récepteurs de type D2 (soit les récepteurs D2, D3 et D4) mais montrent une certaine affinité
pour les récepteurs D1 (pour 'apomorphine et le pergolide tout du moins).

Des études ont montré que les patients, débutant leur traitement avec des agonistes
dopaminergiques, avaient de plus faibles risques de développer des complications motrices
que les patients commencant avec de la L-DOPA (Montastruc et al., 1989, Rascol et al.,

2000, Rascol et al., 2011). Ceci donna lieu a une utilisation des agonistes dopaminergiques
66



Introduction

en premiére intention, complémentés avec de la L-DOPA, lorsque les symptdmes ne

peuvent plus étre réduits par les agonistes dopaminergiques uniquement.

Dans les années 1990, les dérivés de I'ergot de seigle ont été remplacés par des
agonistes dopaminergiques non-dérivés de l'ergot de seigle comme le ropinirole ou le
pramipexole qui sont des agonistes sélectifs complets des récepteurs D2/3 (Coldwell et al.,
1999). Rapidement utilisés en monothérapie dans les stades précoces, ils ont été décrits
comme retardant l'apparition des complications motrices en comparaison a la L-DOPA
(Parkinson-Study-Group, 2000). Aprés 6 années de suivi, les études ont montré que dans la
plupart des cas, la L-DOPA était ajoutée a ces traitements chez la plupart des patients
(Miyasaki, 2010).

A ce jour, malgré les effets secondaires (décrits ci-dessous), les agonistes

dopaminergiques sont utilisés en premiére intention pour retarder I'utilisation de la L-DOPA.

B. Ill. 5. Traitements dopaminergiques et cycles veille-sommeil

Bien que les traitements dopaminergiques permettent d’ameéliorer considérablement
les symptdomes moteurs de la MP, des troubles moteurs nocturnes liés aux traitements
dopaminergiques ont été constatés. Les dyskinésies, en rapport avec I'effet cumulatif des
doses de L-DOPA, peuvent étre plus marquées le soir et retarder ainsi 'endormissement.
L'effet des traitements antiparkinsoniens sur le sommeil des patients reste néanmoins
débattu, notamment en raison du peu de connaissances concernant les interactions entre le
systéme dopaminergique et les systémes régulateurs de lalternance veille-sommeil.
Seulement peu d’études cliniques ont montré que l'efficacité du traitement dopaminergique
sur les symptbmes moteurs de la maladie pouvait améliorer la qualité du sommeil des
patients (Askenasy and Yahr, 1985). De méme, une amélioration du sommeil des patients

sous stimulation cérébrale profonde a été démontrée (Antonini et al., 2004).

En revanche, de nombreuses études ont rapporté une altération de la qualité du
sommeil sous traitements dopaminergiques, notamment en raison des cauchemars et des
hallucinations qu’ils produiraient (Sharf et al., 1978, van Hilten et al., 1994). D’autres ont
montré que la durée du traitement dopaminergique corrélait avec les troubles du sommeil
(Sweet and McDowell, 1975, Lesser et al., 1979). Enfin, certains travaux suggerent que les
traitements dopaminergiques pourraient étre impliqués dans les attaques de sommeil et la
somnolence diurne en montrant notamment un effet sédatif dose-dépendant des agonistes

dopaminergiques et de la Iévodopa (Andreu et al., 1999, Ferreira et al., 2000). Ainsi, dans
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une enquéte épidémiologique francgaise sur la somnolence diurne excessive dans la maladie
de Parkinson, l'importance de la dose cumulée du traitement dopaminergique apparait
comme l'un des principaux facteurs de risque (Ghorayeb et al., 2007).

En effet, la plupart des études sur les problémes de somnolence diurne ont attribué ces
effets aux traitements dopaminergiques et ont notamment incriminé les agonistes
dopaminergiques D2/D3 (Homann et al., 2002). Ainsi, ce type de traitement engendre des «
attagues de sommeil », caractérisées par des acceés soudains et irrépressibles de sommeil,
durant I'éveil (Askenasy, 2003). Cette somnolence n'est pas sans conséquence, puisque
16% des patients interrogés ont reconnu avoir somnolé au volant et 11% ont reconnu avoir
eu des épisodes brutaux d’endormissement lors de la conduite automobile (Frucht et al.,
1999).

B. Ill. 6. Modeéles animaux des troubles du sommeil dans la MP

L’absence de modéles naturels ou spontanés développant un syndrome parkinsonien
a conduit au développement et a I'utilisation de nombreux modeéles animaux expérimentaux.
La neurotoxine de référence pour I'induction de la MP a été découverte au début des années
1980, lorsque de jeunes toxicomanes ont rapidement développé un syndrome parkinsonien
suite a des injections intraveineuses de MPTP synthétisé par inadvertance (Langston et al.,
1983). Bien qu'utilisé chez le rongeur, le MPTP provoque chez le singe un syndrome
parkinsonien sévére dont la symptomatologie partage de grandes similitudes avec celle de la
MP chez 'Homme (Burns et al., 1983, Doudet et al., 1985).

B. lll. 6. a. Modéle rongeur

En général, relativement peu d’études ont utilisé les modeéles rongeurs de la MP pour
étudier les possibles altérations des cycles veille-sommeil. Chez cet animal, une lésion des
neurones dopaminergiques peut étre obtenue par une injection intracérébrale de MPTP. Une
étude réalisée chez le rat, a montré qu’une lésion de 50% des neurones dopaminergiques de
la SNc par des injections intracérébrales de MPTP était suffisante pour induire des
perturbations significatives des parameétres du sommeil avec, notamment une diminution du
SP au début de lintoxication, suivi d’'un léger rebond (Lima et al., 2007). De plus, chez la
souris traitée a la roténone, une diminution du sommeil paradoxal et du sommeil lent profond
a été rapportée (Garcia-Garcia et al., 2005).

En revanche, deux études chez la souris intoxiquée au MPTP présentant de faibles Iésions
de la substance noire compacte (30%) n’ont pas montré d’altération du sommeil paradoxal

(Monaca et al., 2004, Laloux et al., 2008b) Les auteurs ont alors testé I'hypothése d’'une
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implication des traitements dopaminergiques, dans l'accentuation des troubles veille-
sommeil. lls ont montré que ces traitements modifient les paramétres du sommeil a la fois
chez les animaux contrdles et intoxiqués au MPTP, en augmentant notamment I'éveil, ainsi

que la latence et la durée du sommeil paradoxal (Laloux et al., 2008a).

Etant donné les différences fondamentales entre [lorganisation des cycles
veille/sommeil des rongeurs (animal nocturne) et de I’'Homme, il apparait nécessaire d’utiliser
des modeéles ayant une organisation plus proche de celle de 'lHomme afin de renforcer la

pertinence des résultats.

B. lll. 6. b. Intérét du primate non humain

Le modéle de référence de la maladie de Parkinson est celui du primate non-humain
intoxiqué au MPTP. Sur le plan moteur, une intoxication au MPTP reproduit 'ensemble des
caractéristiques de la maladie, a savoir I'akinésie/bradykinésie, la rigidité et linstabilité
posturale. En revanche, si les tremblements posturaux sont bien présents, le tremblement de
repos n’est pas observé chez la plupart des primates, mis a part le singe vert (Bergman et
al., 1998, Guehl et al., 2003). La réponse bénéfique a la L-DOPA et le développement de
complications motrices a long terme dopa-induites (dyskinésies) sont également similaires a

ceux observés dans la maladie de Parkinson (Bezard et al., 2001, Aubert et al., 2005).

Outre les symptbmes moteurs, des études récentes ont montré que le modéle du
singe intoxiqué au MPTP reproduisait également les troubles gastro-intestinaux (Chaumette
et al., 2009), cognitifs (Decamp and Schneider, 2004) et cardiovasculaires (Oiwa et al.,

2003), rapportés dans la forme sporadique humaine de la maladie.

Cependant, la pertinence du modele singe MPTP pour 'étude des troubles veille-
sommeil observés dans la maladie humaine n’a quasiment pas été exploitée (Almirall et al.,
1999, Barraud et al., 2009). En réalité, il n’existe pas un modéle du primate non-humain
intoxiqgué au MPTP mais des modeles puisque divers protocoles d’intoxication ont été
développés. Ceux-ci peuvent varier en fonction du mode d’administration du MPTP (intra-
carotidien de maniére uni- ou bilatérale, intraveineux, intra-péritonéal ou sous-cutané), du
régime d’intoxication (modéles d’intoxication aigus vs modéles chroniques) et par
conséquent en fonction de la sévérité des Iésions neuronales induites. D’'un point de vue
anatomopathologique, le modéle du primate intoxigué au MPTP reproduit le motif des
lésions des systémes dopaminergiques observées dans la maladie de Parkinson (Forno et

al., 1993). En effet, on retrouve une dégénérescence préférentielle des terminaisons
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dopaminergiques au niveau du putamen par rapport au noyau caudé (Moratalla et al.,
1992) ; une perte plus importante au niveau de la SNc par rapport a la VTA avec une perte
préférentielle au niveau des segments ventraux et latéraux de la SNc (Sirinathsinghji et al.,
1992, Varastet et al., 1994, Bezard et al., 2001)(Bezard et al., 2006).

En outre, comme dans la maladie de Parkinson (Hirsch et al., 1988), les neurones
contenant de la neuromélanine sont plus sensibles a I'effet toxique du MPTP (Herrero et al.,
1993, Purisai et al., 2005). Cependant, il est admis que les effets toxiques du MPTP ne sont
pas limités aux régions dopaminergiques des lésions des systémes noradrénergiques et
sérotoninergiques ont été relevées (Mitchell et al., 1985, Pifl et al., 1991), celles-ci étant
néanmoins d'une plus faible amplitude que celles observées dans la voie nigro-striée ;
d’autres études ont mentionné des lésions dans des systémes non monoaminergiques en
décrivant des pertes de neurones GABAergiques et glycinergiques de la rétine (Cuenca et
al., 2005) et du globus pallidus (Emborg et al., 2006).

De plus, ce modele ne reproduit pas toutes les caractéristiques de la maladie de
Parkinson, comme la présence de corps de Lewy, méme si des inclusions intra-neuronales
ont tout de méme été décrites (Forno et al., 1986, Purisai et al.,, 2005), ou encore le
paramétre temporel de la maladie humaine a savoir une progression lente et continue des
Iésions neurologiques. Toutefois, des modéles chroniques ont été développés afin de mieux

reproduire I'évolution chronique et naturelle de la maladie de Parkinson (Bezard et al., 2001).

Finalement, le modéle du singe intoxiqué au MPTP a permis, malgré ses limitations,
de mieux comprendre les mécanismes physiopathologiques de la maladie et de développer
de nouvelles stratégies thérapeutiques. Par exemple, des études électrophysiologiques ont
révélé que I'hyperactivité du noyau sous-thalamique était un facteur clé dans la genése des
troubles moteurs (Bergman et al., 1990). Cette découverte conduisit au développement de la
stimulation cérébrale profonde visant a inhiber I'hyperactivité de ce noyau (Benazzouz et al.,
1993, Limousin et al., 1998), technique décrite précédemment (section B. Ill. 4. a).

De plus, des travaux récents menés au sein de I'équipe ont confirmé la similitude
architecturale des cycles veille-sommeil entre le primate non humain et 'homme. Par
ailleurs, ces recherches ont retrouvé des troubles du sommeil chez les singes rendus
parkinsoniens, avec notamment I'apparition de somnolence diurne excessive ainsi que des
altérations du sommeil paradoxal (Barraud et al., 2009). Ces résultats ont conduit a la
validation de I'utilisation du primate non humain intoxiqué au MPTP comme étant le modéle

le plus approprié pour I'étude des troubles du sommeil dans le cadre de la MP.
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Objectifs du projet de recherche

La maladie de Willis-Ekbom et la maladie de Parkinson partagent des altérations du
cycle veille-sommeil et leur physiopathologie impliquent des dysfonctionnements de la

transmission dopaminergique ainsi qu’une perturbation du métabolisme du fer.

Comme décrit dans l'introduction, la physiopathologie de la MWE reste mal connue.
Comprendre cependant linteraction entre les deux acteurs principaux supposés de cette
maladie, le fer et la dopamine, est un premier pas nécessaire et fondamental pour élucider
les mécanismes sous tendant le développement des symptdmes de cette maladie et en
rationaliser les stratégies thérapeutiques. C’est guidé par cet objectif principal que nous
avons voulu tester limpact d'une carence en fer sur les principaux systémes
monoaminergiques impliqgués dans la MWE, notamment la dopamine et la sérotonine. A
terme, les résultats de ces travaux pourraient nous permettre d’avancer vers un modéle de
MWE chez le primate non humain. Afin de bien mener a terme notre objectif principal, nous
avons dans un premier temps, et pour la premiére fois chez le primate non humain, évalué
les variations circadiennes du fer a la fois au niveau sanguin et au niveau du LCR chez le
macaque naif puis mesuré les taux des monoamines in vivo et post-mortem a différents
niveaux de carence martiale. De plus, nous avons évalué les conséquences de cette
carence martiale induite et progressive sur I'activité locomotrice globale de ces animaux.

Par ailleurs, les symptdomes non-moteurs les plus fréquents et les plus handicapants de la
MP sont la somnolence diurne excessive et les troubles du sommeil paradoxal. Bien que les
mécanismes pathologiques puissent induire ces troubles du cycle veille-sommeil, les
agonistes dopaminergiques D2/D3 prescrits aux patients sembleraient les aggraver. Ainsi,
nous avons cherché a évaluer I'implication des agonistes dopaminergiques dans les troubles
du sommeil dans un modéle expérimental de la MP. Pour cela nous avons utilisé le modéle
primate non humain intoxiqué au MPTP qui reproduit les principaux symptémes cliniques et
altérations pathologiques observées chez les patients.

Aprés avoir confirmé I'émergence de la somnolence diurne excessive et l'altération du
sommeil paradoxal induite par une intoxication au MPTP, I'objectif de cette seconde partie
était de tester 'impact des agonistes dopaminergiques sélectifs des récepteurs D1 et D2 sur
ces symptomes.

En nous intéressant parallélement a la MWE et a la MP, nous essayerons d’appréhender les

conséquences des modifications dopaminergiques sur les altérations du repos.
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MATERIELS ET METHODES

C. Animaux

L’ensemble des expériences de ce projet de recherche a été réalisé chez le primate
non humain. Nous avons choisi ce modéle d’étude du fait des remarquables similitudes qu’il
partage avec 'Homme tant du point de vue de l'organisation neuroanatomique que de
I'architecture des cycles veille/sommeil (Kripke et al., 1968, Balzamo et al., 1977, Barraud et
al., 2009). Toutes les expériences ont été réalisées en accord avec la Directive du Conseil
de la Communauté Européenne (2010/63/EU) pour le bien étre des animaux de laboratoire,
dans des locaux sous accréditation de I’Association for Assessment and Accreditation of
Laboratory Animal Care International (AAALAC). Les animaux ont été hébergés dans des
cages individuelles avec un environnement enrichi soit par l'introduction d’objets dans leur
cage et surtout par les interactions visuelles et auditives avec leurs congénéres. Pour
chaque expérience les conditions d’hébergement étaient contrblées : température (24+1°C),
humidité (50+20%), lumiére (cycle de 12h de lumiére et de 12h de nuit). Les animaux
recevaient de la nourriture et de I'eau ad libitum (animaux utilisés pour I'étude des cycles
veille-sommeil).

La partie in vivo des expériences concernant l'impact d'une carence en fer sur le
métabolisme dopaminergique, a été intégralement réalisée en Chine, avec I'approbation de
I'Institute of Laboratory Animal Sciences (Académie Chinoise des Sciences Médicales de
Pékin, 10021, Chine). Pour cette partie 20 singes cynomolgus males adultes (Macaca
fascicularis) agés de 7+2 ans et pesant entre 5 et 7,60kg ont été utilisés. Ces animaux
originaires de I'élevage de Xierxin (Beijing, People’s Republic of China), étaient hébergés
dans des cages individuelles (80cm de hauteur x 60cm largeur x 70cm longueur). Les
animaux étaient régulierement suivis par une équipe de maintenance spécialisée dans les
soins pour primate non humain, sous contrfle vétérinaire.

La partie concernant I'impact des agonistes dopaminergiques sur les troubles veille-sommeil,
chez un modele primate non humain de la maladie de Parkinson, a été intégralement
réalisée dans les locaux de I'Université Bordeaux Ségalen, en accord avec la Iégislation du
Ministére de I'Agriculture et de la Forét (87-848). Pour cette partie 3 singes rhésus femelles
adultes (Macaca mulatta) agées de 10+3 ans et pesant entre 5 et 7kg on été utilisées.
L’intégralité des expériences de cette partie s’inscrit dans un protocole de prise en charge du
bien étre des animaux de laboratoire identifié et validé par le Comité d’Ethique de I'Université

Bordeaux Ségalen (CEEASO ; saisine n° 50120102). Les animaux étaient hébergés dans des
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cages individuelles (80cm de hauteur x 85cm de largeur x 100cm de profondeur), en
conformité avec les recommandations du « Weatherall report for the use of non-human
primates » (Weatherall, 2006) et étaient rassemblés dans la méme piéce afin d’établir un
environnement rassurant et favorisant les interactions sociales au travers de contacts visuels
et auditifs. De cette maniere, les animaux ont eu un sommeil de base normal et reposant

comme le montrent nos résultats en conditions de base.

D. Modele macaque d’une carence en fer sérique

En raison du caractére exploratoire et novateur de notre expérimentation, la mise en
place d’une carence en fer sérique chez le primate non humain a nécessité une phase de
mise au point. En effet, les traitements utilisés chez I’humain pour réduire les taux de fer
sérique (Brittenham, 2011), ainsi que les méthodes utilisées chez le rat pour induire une
anémie (Youdim and Yehuda, 1985, Chen, 1995, Nelson et al., 1997) se sont révélées
inefficaces chez le macaque. Aussi, et aprés plusieurs tentatives infructueuses de produire
une carence martiale chez nos animaux, hous avons mis en place un protocole consistant en
des saignées répétées, en vue de reproduire sur le moyen terme les conditions de carence
en fer sérique parfois observées chez les patients affectés par la MWE (Sun et al., 1998,
Mizuno et al., 2005, Allen and Earley, 2007). Les différentes approches sont présentées ci-

dessous.

D. I. Effet d’'un traitement par chélateur de fer

Dans une étude pilote, nous avons testé les effets du déferasirox (Exjad, Novartis
Pharma, Suisse) sur deux animaux pendant 3 mois. Le déferasirox est un chélateur de fer
utilisé pour réduire les taux de fer sérigue anormalement élevés, notamment chez les
personnes qui regoivent des transfusions sanguines sur le long terme ou chez ceux atteints
d’hémochromatose (Brittenham, 2011). Ainsi, 2 animaux ont regu des doses croissantes de
déferasirox par gavage. Des analyses de sang et de sérum ont été réalisées tous les 14
jours pendant 2 mois puis tous les 7 jours pendant 1 mois, pour déterminer a partir de quel
moment et de quelle dose le déferasirox diminue les taux d’hémoglobine, de fer et de
ferritine. Aprés 3 mois de traitement et apres utilisation de doses supramaximales de
déferasirox pendant une durée suffisante et nécessaire recommandée pour voir apparaitre
chez 'homme un effet thérapeutique, aucune variation n’a été observée pour ces paramétres

au niveau de la circulation sanguine périphériqgue, comparé aux concentrations de base de
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ces mémes animaux et a ceux de 2 autres animaux naifs, qui avaient recu en parallele des

gavages d’eau. Les résultats sont présentés ci-dessous (Figure 18).

Figure 18: Profil des taux de fer sérique et des protéines associées au cours du
traitement au déferasirox.

Les concentrations sont présentées en g/dL, mg/dL, umol/L et ng/mL de maniére respective
pour I’hémoglobine, la transferrine, le fer et la ferritine, + I'erreur standard. Ctrl=contrdle ;
Dfx=déferasirox ; Hgb=hémoglobine.

D. Il. Effet d’'un régime alimentaire privé en fer

N’'obtenant pas de réponse avec le traitement au déférasirox sur le moyen terme et
avec les doses supramaximales utilisées chez I'Homme (Brittenham, 2011), nous avons mis
en place un protocole de carence par régime alimentaire dépourvu de fer, telles que les
carences en fer sériqgue sont généralement induites pour les modéles de I'anémie chez le
rongeur (Youdim and Yehuda, 1985, Chen, 1995, Nelson et al., 1997). Ainsi, 9 animaux ont
recu des quantités déterminées de nourriture strictement dépourvue en fer (80g/animal/jour)
(SAUE LtdOId World Monkey pellets, Pékin, Chine). Tous les animaux étaient nourris a heures
fixes trois fois par jours (30g a 8h et 14h puis 20g a 19h). La teneur de fer dans I'eau était
également controlée (<0,3mg/L). Les taux d’hémoglobine, de fer, de ferritine et de

transferrine étaient dosés dans le sang, le sérum et le LCR tous les 14 jours.
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Apres plus de trois mois de régime alimentaire dépourvu de fer, ni la concentration du
fer, ni celle de ses protéines associées n’avaient varié dans le sérum, indiquant que les
singes ne présentaient aucun signe biologique de déplétion en fer sérique. Ce n’est que
quau bout de 14 semaines que nous avons observé une baisse soudaine des taux
d’hémoglobine et de fer sérique. Cependant, I'état général des animaux étant sévérement
affaibli, nous avons dQ, par souci éthique, procéder a l'arrét du protocole expérimental (avis
de l'expert vétérinaire chargé du suivi des animaux). L'évolution des taux d’hémoglobine
ainsi que ceux de fer, de ferritine et de transferrine dans le sérum et le LCR sont présentés
ci-dessous (Figure 19).

Figure 19: Variation des taux de fer et des protéines associées au cours du régime
alimentaire carencé en fer.

Les concentrations sont présentées en g/dL, umol/L, ng/mL, et mg/dL de maniére respective
pour 'hémoglobine, le fer, la ferritine et la transferrine + I'erreur standard. JO=dosages avant
le début du protocole, au jour 0 ; CSF=liquide céphalorachidien ; Hgb=hémoglobine.
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D. lll. Effet d’'un protocole de saignées répétées (PSR)

Finalement, en raison de I'échec des protocoles précédant visant & obtenir un niveau
de carence en fer contrélé, nous avons considéré que ni le traitement par chélateur de fer, ni
un régime alimentaire privé en fer ne constituaient des approches satisfaisantes pour induire
une carence en hémoglobine et en fer sérique sur le moyen terme et sans compromettre
I'intégrité sanitaire des animaux. Aussi, nous avons élaboré un protocole expérimental
original consistant a réaliser des saignées répétées, nommé ici PSR, en suivant les
recommandations de [I'Association des Industries Pharmaceutiques de la Fédération
Européenne et celles du Centre Européen de Validation des Méthodes Alternatives décrites
pour le singe cynomolgus (Diehl et al., 2001). Comme décrit par une étude réalisée chez le
macaque, les prélévements sanguins répétés induisent des réductions du taux

d’hémoglobine et de fer sérique sur le moyen terme (Wills, 1935).

Ainsi, les 9 animaux utilisés pour le PSR ont recu un régime alimentaire classique,
adapté aux apports nutritionnels journaliers pour macaque, dont la teneur moyenne en fer
était de 150mg/kg de nourriture (80g/animal/jour) (SAUE Ltd Old World Monkey pellets, Pékin,
Chine) afin d’éviter la détérioration de leur état de santé général. Les animaux ont été
séparés en 3 groupes distincts ayant subit soit 4 (groupel), soit 6 (groupe 2), soit 8 (groupe
3) saignées. Le volume d’une saignée correspondait a 5% du volume sanguin total (Tableau
1), chaque saignée était espacée de 4 jours et la durée totale du PSR était de 30 jours
(Tableau 2). Le sang prélevé toutes les deux saignées a été utilisé pour tester les taux
d’hémoglobine et pour en extraire le sérum. De plus, une ponction lombaire était effectuée
parallélement et simultanément aux préléevements sanguins destinés a contrbler la
progression des paramétres du métabolisme du fer. Les concentrations d’hémoglobine
étaient analysées le jour méme du prélévement, tandis que les échantillons de sérum et de
LCR ont été stockés a -80°C et analysés en méme temps a la fin du protocole (voir la partie

Résultats).
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Tableau 1 : Calcul du volume de sang
théorique a prélever pour une saignée
dans le cadre du PSR (5% du volume
de sang total de I’'animal).

D’aprés les recommandations pour
singe cynomolgus (Diehl et al., 2001).
Weight=poids de l'animal en gramme ;
Total BV=volume de sang total théorique
(entre 6 et 10% du poids de I'animal, ici
moyenné a 8% du poids) ; BW=blood
withdrawal, soit le volume d’une saignée
en mL (5% du volume de sang total, lui-
méme ajusté en fonction de I'évolution
du poids de I'animal).

D23 = END of Part 1

ﬁ SAMP/TEST [[Date | Days SAMP/TEST ACTIMETRY
D7
D8
D9
D10
D11 8am=Grp3 8pm=Grp3
D12
D13
D14
D15
D16
D07 [BWS|Bw3|BW1|
D18
D19 8am=Grp3/Grp2 8pm= Grp3/Grp2
D20
D21
D22
D23
D24
025 |IBWE BW S | BW 3|
D26
8am=Grp2/Grpl 8pm=Grp2/Grpl
8am= Grp3 8pm=Grp3
Grp3+Grp2+Grpl

MICRODIALYSIS
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Tableau 2 : Planning indicatif des actions a réaliser pendant le PSR.

BW=blood withdrawal, cases correspondant aux jours de saignées respectifs pour les
animaux du groupe 3 (Grp3, case rouge), du groupe 2 (Grp2, cases vertes) et du groupe
1 (Grpl, case bleues) ; SAMP/TEST (cases bordeaux)=jours de tests pour I’'hémoglobine
et pour la collecte du sérum et du LCR ; ACTIMETRY(cases jaunes)=tests d’actimétrie
diurne (8h-12h) ; ACIMETRY (cases bleues claires)=tests d’actimétrie nocturne (20h-
8h) ; MICRODIALYSIS (cases gris-bleues)= jours de chirurgies pour la microdialyses in
vivo pour les 9 animaux ayant subi le PSR + 2 animaux naifs (especes, ages, sexes
équivalents a ceux des animaux ayant subi le PSR).

D. IV. Evaluation de l'activité locomotrice générale par actimétrie

Des tests d’actimétrie ont été réalisés chez les 9 animaux avant et pendant le PSR.
Ce test comportemental permet de mesurer I'activité locomotrice globale spontanée des
animaux. Les animaux étaient placés individuellement dans des cages semblables aux
cages de stabulation. Des capteurs infrarouges étaient disposés sur les cbtés des cages, a
différents niveaux de hauteur et de profondeur. Ainsi, les déplacements étaient quantifiés par
un logiciel (Excalibur, University of Manchester) qui permettait de comptabiliser le total des
déplacements de I'animal toutes les 5 minutes. Une séance d’habituation diurne et une
séance d’habituation nocturne ont permis aux animaux d’étre confrontés a I'environnement
avant les tests, afin d’éviter les comportements exploratoires dus a la nouveauté lors des
mesures de l'activité locomotrice. Les séances d’habituation et de tests diurnes ont été

réalisées de 8h a 12h et les séances nocturnes de 20h a 8h le lendemain (Tableau 2).

D. V. Implantation de sondes de microdialyse

Les animaux ont recu une dose de kétamine (10mg/kg injectée en intramusculaire)
afin d’étre intubés puis reliés au systéme d’anesthésie gazeuse par isoflurane (1,5%,
Belamont, Nicholas Pyramal, Ltd). Les animaux ont ensuite été placés dans un cadre
stéréotaxique (Figure 20) pour procéder a la chirurgie. L'os du créane a été mis a nu pour
permettre de percer une fenétre dans le crane de I'animal et placer la sonde de microdialyse
(Sonde CMAL11 - cut-off 6000 Daltons, PHYMEP, France) aux coordonnée stéréotaxiques
ciblant le putamen (+18mm en position antéro-postérieur, £10mm en position latérale et
+14mm en position dorso-ventrale a partir des barres d’oreilles) (Martin and Bowden, 1996,
Berton et al., 2009).
Une fois placée dans la structure cible, une période de 2 heures a été nécessaire pour
I'équilibration de la sonde de microdialyse avant de commencer la collecte des échantillons.

La sonde de microdialyse était reliée a 2 tubes (tubes FEP, 1 métre, PHYMEP, France)
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permettant soit de perfuser la sonde avec du LCR artificiel (HARVARD apparatus, Harvard
Bioscience Company, USA), soit de récolter le liquide extracellulaire provenant directement
du putamen de l'animal. Le LCR artificiel était perfusé a I'aide d’'une pompe (Double corps,
CMA 402, PHYMEP, France) réglée a 1puL/min (Figure 20). Les échantillons ont été récoltés
en continu et chaque tube de collecte était changé toutes les 20 minutes, et ce pendant 2
heures. La récolte des dialysats s’est effectuée dans des tubes stériles sur de la glace, afin
de préserver les monoamines de la dégradation enzymatique. Puis les échantillons on été

placés a -80°C avant d’étre analysés.

Figure 20 : Implantation de la sonde de microdialyse.

Singe cynomolgus placé dans le cadre stéréotaxique pendant 'expérience de microdialyse,
sous anesthésie gazeuse (gauche). Agrandissement sur le dispositif de microdialyse (droite).
LCRa=liquide céphalorachidien artificiel.

D. VI. Dosages du fer et protéines associées

Les échantillons de sang, de sérum et de LCR prélevés au cours des différentes

approches expérimentales de carence en fer décrites ci-dessus, ont systématiquement suivi
le méme processus d’analyse pour I’hémoglobine, le fer, la ferritine et la transferrine. Ces
échantillons ont été analysés dans les laboratoires de [lInstitute of Laboratory Animal
Sciences (Académie Chinoise des Sciences Médicales de Pékin, 10021, Chine). Tous les
prélevements ont été réalisés sur animaux vigiles.
Pour les dosages d’hémoglobine, le sang a été prélevé a l'aide de tubes EDTA-K3E de
1,2mL (S-Monovette - 1,6mg K3EDTA - Sarstedt, Numbrecht, Allemagne), puis analysé par
la méthode HICN (SIEMENS ADVIA 60) qui est la technique de référence pour le dosage de
'hémoglobine. Cette méthode spectrophotométrique permet de quantifier la quantité
d’hémoglobine dégradée en hémiglobinecyanide (HICN) dont la longueur d’onde
d’absorption est 540nm (Zwart, 1993).
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Les échantillons de sérum ont été séparés a partir des prélévements de sang, apres
10 minutes de centrifugation (7000rpm) a 4°C, puis placés a -80°C avant d’étre analysés.
Les échantillons de LCR ont été récoltés entre la 3°™ et la 5°™ vertébre lombaire,
centrifugés (2000rpm) pendant 10 minutes a 4°C puis stockés a -80°C avant d’étre analysés.
Les dosages de fer ont été réalisés par la technique feréne (HITACHI 7080). Cette méthode
repose sur l'absorbance du complexe coloré fer-ferene qui est mesuré a 604nm. Les
dosages de ferritine ont été réalisés par chemiluminescence (ABBOTT ARCHITECT 12000).
La ferritine de I'échantillon est retenue par des anticorps anti-ferritine, puis une solution
d’activation est ajoutée afin de produire la réaction de chemiluminescence, mesurée en unité
relative de lumiére. La transferrine a été dosée par immunonéphélometry (HITACHI 7080).
Cette technique repose sur la quantification de I'absorption de la lumiére par des complexes

antigénes-anticorps, en exces d’anticorps, selon la courbe d’Heidel Berger.

D. VII. Chromatographie liquide a haute performance (CLHP)

Les dialysats et les échantillons tissulaires ont été analysés par CLHP couplée a la
détection électrochimique, avec des conditions distinctes pour les deux types d’analyse. En
effet, 'analyse des dialysats (constituants extracellulaires) nécessite une trés grande
sensibilité (1 femtomole de limite de détection) contrairement aux échantillons tissulaires
(constituants intracellulaires).

Les dialysats ont été directement injectés dans le systtme de CLHP a l'aide d’'un
injecteur manuel (vanne 7725i, Rhéodyne, CIL Cluzeau, Sainte-Foy la Grande). La phase
mobile de la CLHP (0,1mM EDTA, 0,1mM d’acide octane sulfonique, 70mM NaH,PO, et 15%
de méthanol, ajustée a pH 4,5) était délivrée dans le circuit par une pompe (systéme LC20-
AD, Shimadzu) a un débit constant (0,25mL/min) a travers une colonne en phase inverse
(Equisyl-BDS C18 ; @ 2mm, L 250mm ; granulométrie 5um). Suite a leur ségrégation, les
molécules sont oxydées grace a la cellule de détection électrochimique. Celle-ci est
constituée d'une électrode de travail (potentiel d’oxydation : +500mV) et d’'une électrode de
réeférence Ag/AgCl (VT-03; AlphaMos, Toulouse, France). Aprés [I'oxydation des
monoamines et de leurs métabolites, par I'électrode de référence, un détecteur
(AntecLeyden DECADE II, Alpha-mos) transforme le signal d’oxydation (les électrons

libérés) en signal électrique qui est visualisé sur ordinateur (systéme AZUR).

Pour I'analyse des échantillons tissulaires, des « punchs » de 300um ont été prélevés
dans les structures d’intérét (noyau caudé, putamen, substance noire, hypothalamus latéral,

cortex préfrontal, cornes dorsales et ventrales de la moelle épiniere). Le tissus a été lysé
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avec l'ajout de 400yl d'acide perchloriqgue HCIO,4 (0,1 N), puis homogénéisé et centrifugé a
13000t/min pendant 30 minutes a 4°C, afin de prélever et d’injecter directement 20ul de
surnageant via un injecteur automatique (Shimadzu, SIL-20AC, France). Le systéme de
CLHP se compose d’'une phase mobile (0,1mM EDTA, 2mM d’acide octane sulfonique,
70mM NaH,PO, et 7% de méthanol, ajustée a pH 4) délivrée a débit constant (1,2mL/min) a
I'aide d’'une pompe isocratique (Pompe GOLD 116, Beckman), dans une colonne en phase
inverse (Kromasyl-ODS C8, @ 4,6, L=150mm, granulométrie: 5um), et une cellule de
détection coulométrique (ESA 5011). La cellule est couplée a un détecteur (Coulochem

5100, ESA) et une interface d’acquisition (systtme Chromnav, Jasco, France).

E. Modele macaque de la maladie de Parkinson

E. I. Injections de la neurotoxine MPTP

Le syndrome parkinsonien a été induit chez 3 animaux, par des injections

systémiques de  1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine  (MPTP), conduisant
notamment a une dénervation massive de la voie nigro-striée (Langston et al., 1984).
Apres dissolution dans une solution saline injectable (NaCl 0,9%), le MPTP a été administré
par voie intraveineuse (saphéne ou fémorale) sur animaux vigiles, a une concentration de
0,5 mg/kg suivant un protocole précédemment décrit : une injection tous les 3 a 4 jours
jusqu’a l'obtention de symptdmes parkinsoniens stables et sévéres (Ghorayeb et al., 2000).

Le MPTP est une neurotoxine capable de franchir la barriere hémato-encéphalique
en raison de sa nature hautement lipophile (Markey et al., 1984). Une fois dans le cerveau,
le MPTP est converti en MPP+ par la monoamine oxydase B (MAO-B) au niveau des cellules
gliales ou dopaminergiques. Le MPP+ est libéré dans I'espace extracellulaire, puis du fait de
sa haute affinité pour le transporteur de la dopamine, il se concentre notamment dans les
neurones dopaminergiques. Au niveau de ces neurones, le MPP+ peut alors suivre 3 routes.
En effet, il peut se concentrer au niveau des mitochondries ou il blogue la chaine de
transporteur d’électrons (complexe |, effet toxique). Le MPP+ peut également interagir avec
des enzymes cytosoliques (effet toxique) ou encore étre séquestré dans des vésicules
synaptiques via le transporteur vésiculaire des monoamines (VMAT, effet protecteur).
L’ensemble de ces perturbations conduit notamment a la formation de radicaux libres (les
ROS=reactive oxygen species) entrainant une diminution de production d’ATP et par

conséquent la mort cellulaire (Figure 21).
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Figure 21: Représentation schématique du métabolisme du MPTP suite a une

administration systémique. Adapté d’aprés (Dauer and Przedborski, 2003).

E. Il. Evaluation de I'activité motrice de base

L’évolution clinique de l'activité motrice des animaux au fur et & mesure de I'induction
du syndrome parkinsonien a été évaluée, tous les aprés-midi (14h) pendant 15 minutes a
'aide de I'échelle semi quantitative de Benazzouz (Benazzouz et al., 1993, Imbert et al.,
2000). Cette échelle est basée sur la combinaison de sept symptbmes moteurs :
tremblements (score de 0 a 3), posture générale (0-3), activité locomotrice globale (0-3),
vocalisations (normales : 0, a absentes : 2), blocages cinétiques (0-2), rigidité des membres
(0-3 pour chague membre supérieur) et mouvements dirigés vers un but tel que la nourriture,
(0-3). Un score supérieur ou égal a 15 correspond a un syndrome parkinsonien sévere.
L’activité locomotrice générale diurne et nocturne des animaux a été enregistrée grace au
dispositif de télémétrie (D70-EEE, Data Sciences International, St Paul, MN, USA) (Barraud
et al., 2009).
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E. lll. Implantation du dispositif de télémétrie

E. lll. 1. Appareillage

Pour I'exploration du sommeil, les animaux ont été chroniquement implantés avec un
radio-transmetteur permettant des enregistrements continus sur une longue durée (jusqu’a
90 jours théoriques) comme précédemment décrit (Barraud et al., 2009). Le transmetteur
implanté consiste en un boitier circulaire stérile (37 grammes, diamétre 5,5 cm) duquel
sortent trois voies d’électrodes bipotentielles (D70-EEE, Data Sciences International, St
Paul, MN, USA) servant a mesurer [lactivit¢ électroencéphalographique (EEG),
électromyographique (EMG) et électrooculographique (EOG) avec un taux d’échantillonnage
de 500 Hz. Le dispositif permettait également I'enregistrement de l'activité globale des
animaux. L’allumage et I'extinction du transmetteur se faisaient grace a un interrupteur
magnétique activé par le passage d’'un aimant a proximité de I'animal. Les cables flexibles
de 60 cm de long et constitués d’'une électrode extensible enroulée en hélice entourée d’'un
tube de silicone flexible sont au nombre de 7 : un pour la masse, et 2 pour chaque autre voie
d’enregistrement (EEG, EMG, EOG). Les signhaux bioélectriques émis par le transmetteur
implanté étaient transmis par télémétrie a 2 récepteurs positionnés sur la cage de I'animal,
puis envoyés a une matrice d’échange reliée a un ordinateur, pour le stockage des données.
Cette technique de télémétrie permettait donc aux animaux d’étre totalement libres de leurs

mouvements.

E. Ill. 2. Implantation chirurgicale du transmetteur

Aprés prémédication avec 1mg/kg de diazépam (Valium, Roche), 0,05 mg/kg
d’atropine sulfate et 10 mg/kg kétamine chlorhydrate injecté en intramusculaire, les animaux
ont été intubés et anesthésiés sous isoflurane volatile (2%). Le transmetteur a été implanté
entre deux couches musculaires abdominales. Les céables d’électrodes ont été remontés
sous la peau jusqu’au crane et I'extrémité des électrodes a été implantée directement dans
une incision faite dans I'os et recouverte de ciment dentaire au niveau de la dépression
orbitale (signal EOG), au niveau pariéto-occipital (signal EEG) et au niveau frontal (masse).
Les deux électrodes EMG restantes ont été suturées au niveau du muscle trapéze.

Les animaux ont été placés sous un traitement prophylactique antibiotique (amoxiciline
0,1mL/Kkg, 1 injection sous cutané par jour ; Duphamox LA, Fort Dodge A.H.) un jour avant
I'opération et pendant les 2 semaines suivantes. Un traitement analgésique a été délivré par

des injections quotidiennes intramusculaires de ketoproféne (2 mg/kg, Ketofen; Merial,
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France) pendant 10 jours. Les animaux ont bénéficié d'une période de récupération

postopératoire de 30 jours avant le début des enregistrements.

E. IV. Analyse des stades de vigilance

Les données relatives au sommeil des animaux ont été analysées de 20h (extinction
des lumiéeres) a 8h (allumage des lumiéres). Les données relatives a I'état de vigilance des
animaux durant la journée ont été analysées de 8h a 20h. L’analyse des stades de sommeil
a été réalisée en différé a l'aide du logiciel SleepSign for Animal (Kissei Comtec Co., Ltd,
Matsumoto, Nagano, Japon) en étudiant I'amplitude, la durée et la fréquence des grapho-
éléments EEG et leurs relations avec les mouvements oculaires et I'activité musculaire sur
des époques de 30 secondes, comme chez ’homme.

L’analyse des stades de sommeil a été réalisée manuellement selon les mémes critéres que
ceux définis chez I'homme par Rechtschaffen et Kales pour l'analyse du sommeil
(Rechtschaffen A., 1968, Balzamo et al., 1977, Barraud et al., 2009). A chaque époque de
30 secondes a été attribué un stade de sommeil. Les stades de vigilance identifiés ont été
I'éveil, le sommeil lent léger (stades 1-2), le sommeil lent profond (stade 3) et le sommeil

paradoxal.

Le stade d’éveil a été repéré lorsqu’il y avait la combinaison d’un signal EEG rapide
et de faible amplitude, d’un signal EOG de haute amplitude et de bouffées d’activités
musculaires (Figure 22A). Le stade 1 de sommeil a été identifié par la combinaison de
mouvements oculaires ralentis (bas voltage), de fréquence EEG ralentie et d’'une activité
musculaire réguliére et ralentie. Le stade 2 a été reconnu lorsque des grapho-éléments
caractéristiques sur le signal EEG apparaissaient (complexes « k-spindle ») couplés a une
absence d’activité oculomotrice (Figure 22B). Comme chez 'lhomme, les stades de sommeil
lent profond ont été identifiés lorsque le signal EEG était de faible fréquence et de haute
amplitude : le stade 3 a été déterminé lorsque ces ondes lentes ou ondes delta occupaient
plus de 25% de I'époque (Figure 22C). Enfin, le sommeil paradoxal a été caractérisé par la
combinaison d’'un signal EEG rapide et peu ample, semblable a I'état de veille, combiné a
des mouvements oculaires rapides ainsi qu’a une atonie musculaire (Figure 22D). Quelques
artéfacts de mouvement ont été observés durant I'éveil. Peu d’artéfacts ont été détectés
durant la nuit mais les époques polluées par des artéfacts ont été exclues de l'analyse.

L’analyse des stades de vigilance a été réalisée en aveugle.
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Figure 22 : Epoques de 30 secondes montrant : (A) stade de veille avec activité¢ EOG
importante (en rouge) rapide et de grande amplitude, activité EEG (en noir) rapide et de bas
voltage, activitt EMG (en vert) de haut voltage ; (B) stade 2 avec des «spindles »
caractéristiques de ce stade (fuseaux de sommeil) sur 'EEG (soulignés), réduction de
I'activité oculaire et tonus musculaire régulier ; (C) stade 3 avec des activités EEG faites de
fréquences amples delta et d’'une réduction du tonus musculaire ; (D) sommeil paradoxal
avec une activité EEG en dents de scie, des mouvements oculaires rapides caractéristiques
associés a une atonie musculaire.

E. V. Traitements pharmacologiques

Afin de tester les conséquences d’une stimulation du systéme dopaminergique sur
les cycles veille-sommeil, nous avons administré des agonistes dopaminergiques ciblant les
récepteurs de type D1 ou D2, quand les animaux présentaient un syndrome parkinsonien
stable (stabilisation des symptdmes moteurs ainsi que des parameétres de sommeil depuis 2
semaines consécutives).

Une étude pilote précédemment menée dans notre laboratoire a permis de déterminer la
dose dutilisation de chaque agoniste en se basant sur un critere d’amélioration des
symptdomes moteurs de 50% au moins comme précédemment décrit (Boraud et al., 2001).
Chaque agoniste a été administré par voie intramusculaire une fois par jour a 18h, pendant 5
jours consécutifs et un intervalle de 2 semaines de wash-out était respecté entre chaque
séance de traitement. Le quinpirole (Sigma-Aldrich, St Louis, MO, USA), agoniste
dopaminergique sélectif des récepteurs de type D2/D3 et le SKF 38393 (Sigma-Aldrich),
agoniste sélectif des récepteurs dopaminergiques de type D1 ont été respectivement injectés

a la dose de 1 mg/kg et 2,5mg/kg.
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F. Sacrifices des animaux et prélevements

Suivant le type d’analyse post-mortem a réaliser, différentes techniques de sacrifice
ont été utilisées, pour permettre I'extraction des cerveaux et des moelles épiniéres. Les
animaux ayant subit le PSR et ont été euthanasiés avec une surdose de penthobarbital
pendant I'anesthésie a l'isoflurane, a la fin du protocole de microdialyse (décrit ci-avant). Les
animaux ayant été enregistrés pour I'étude des cycles veille-sommeil ont recu une dose
létale de kétamine chlorhydrate (Virbac, France) administrée par voie intramusculaire, puis
perfusés via l'aorte ascendante avec 2 litres de NaCl & 0,9%, suivi de 3 litres de fixateur
(paraformaldéhyde, PFA, 4% dans un tampon phosphate a pH 7,4).

Les tissus frais ont été prélevés, partagés en plusieurs sections frontales (pour les cerveaux)
ou suivant les niveaux cervicaux, thoraciques et lombaires (pour les moelles épiniéres), puis
congelés immédiatement dans de l'isopentane a -45°C, puis stockés a -80°C avant d’étre
utilisés. Les tissus perfusés ont été post-fixés pendant 24h a 4°C dans le PFA. Puis ils ont
été rincés pendant 48 h a 4°C dans une solution de sucrose a 20% dans un tampon

phosphate a pH 7,4, congelés a -45°C dans de I'isopentane, puis placés a -80°C.

G. Analyses statistiques

Le logiciel GraphPadPrism 4 a été utilisé pour 'ensemble des analyses statistiques.
Les résultats des analyses descriptives sont présentés sous forme de pourcentages ou de
moyennes, plus ou moins l'erreur standard. Des one-way ANOVA a mesures répétées
suivies de tests post-hoc Newman-Keuls & comparaison multiples ont été réalisées pour
établir les différences significatives entre les dosages des variations journalieres de
I’'hémoglobine, du fer, de la ferritine et de la transferrine dans le sang, le sérum et le liquide
céphalorachidien. Des one-way ANOVA suivies de test post-hoc Newman-Keuls a
comparaison multiples ont été réalisées pour établir les différences significatives entre les
dosages des taux extracellulaires de dopamine, de DOPAC, de sérotonine et de 5-HIAA.
Ces mémes tests statistiques ont été utilisés pour mettre en évidence les différences
significatives entre les pourcentages de temps de sommeil total des enregistrements
polysomnographiques chez les animaux naifs, parkinsoniens et sous traitements
pharmacologiques. Des tests de régressions linéaires ont été réalisés afin de déterminer
dans quelle mesure une variable aléatoire va suivre la variation d’'une variable indépendante.
L’erreur standard est représentée par le symbole « + ». Une différence significative est notée

si la valeur de p est inférieure ou égale a 0,05 et une tendance est indiquée lorsque p<0,08.
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Impact d’une carence en fer sérique, sur le systeme

dopaminergique et I’activité locomotrice :

vers un modele macaque de la maladie
de Willis-Ekbom ?
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RESULTATS

Les résultats de cette étude feront I'objet d’'un article qui est actuellement en

préparation :

Iron serum depletion profoundly affects monoaminergic systems in macaque.

Carole HYACINTHE, Thibaud THIOLLIER, Qin LI, Philippe de DEURWAERDERE, Erwan
BEZARD, Imad GHORAYEB

H. Variations journalieres des concentrations de fer et de

ses protéines associées chez le macaque naif

Dans cette partie nous avons cherché a savoir si les concentrations du fer et des
protéines associées, varient au cours de la journée de notre modéle d’étude, comme décrit
chez 'homme. Pour cela, nous avons effectué une série de prélévements de sang et de
liquide céphalorachidien a différentes heures de la journée (8h, 12h, 16h et 20h) sur 18

macaques cynomolgus. Les résultats sont reportés ci-dessous (Figure 23).
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Figure 23: Variations journalieres des concentrations du fer et des protéines
associées.

Les prises de sang et ponctions lombaires ont été réalisées sur 18 animaux naifs a 8h, 12h,
16h et 20h (respectivement 8am, 12am, 4pm et 8pm) avec un intervalle de 7 jours entre
chaque prélevement. Les résultats représentent les moyennes des concentrations de
’hémoglobine, du fer, de la ferritine et de la transferrine dans le sérum et le liquide
céphalorachidien = l'erreur standard. CSF=cerebrospinal fluid (liquide céphalorachidien) ;
HGB= hémoglobine.

H. I. Variations journaliéres de 'hémoglobine

L’hémoglobine dans le sang présente des valeurs plus élevées le matin entre 8h et
12h avec une concentration maximale en fin de période nocturne (13,2g/dL a 8h). La
concentration d’hémoglobine semble diminuer progressivement au cours de la journée avec
une concentration minimale en milieu d’aprés-midi (11,73g/dL a 16h) (One-way ANOVA a
mesures répétées F;371=2,71 ; p<0,06 par rapport a 8h), puis augmenter a nouveau en fin de
journée (Figure 23).
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H. Il. Variations journaliéres du fer

Les valeurs du fer dans le sérum varient au cours de la journée (One-way ANOVA a
mesures répétees Fi37=9,27 ; p<0,0001). Le profil des concentrations de fer dans le sérum
fait penser & une courbe en U avec un pic de concentration a 8h (40,2umol/L), suivit d’une
claire diminution jusqu’au milieu de l'aprés-midi atteignant une valeur minimale de
31,7umol/lL a 16h. Tous les prélévements réalisés aprées 8h présentent des taux
significativement inférieurs a celui du pic de concentration (12h, 16h et 20h ; Newman-Keuls,
p<0,01 pour chaque heure de prélevement) (Figure 23).

Les valeurs de fer du LCR oscillent au cours de la journée (One-way ANOVA a mesures
repétées Fi371=4,48 ; p<0,01). Comme les taux de fer dans le sérum, on retrouve une courbe
dont le motif rappelle une courbe en U mais décalée par rapport aux valeurs sériques. Le pic
de concentration du fer dans le LCR est a 20h (1,7umol/L). Tous les prélévements réalisés
avant 20h présentent des taux de fer significativement plus faibles (8h, 12h et 16h;
Newman-Keuls, p<0,01; p<0,05; p<0,01 respectivement pour chaque heure de

prélévement) avec une valeur minimale de 0,71umol/L a 12h (Figure 23).

H. lll. Variations journalieres de la ferritine

Les valeurs de ferritine dans le sérum évoluent au cours de la journée (One-way

ANOVA a mesures répétées Fi371=4,56 ; p<0,01). Le motif de variation de la ferritine dans le
sérum est directement inversé par rapport a celui identifié pour le fer sérique. En effet, on
retrouve une courbe faisant penser a un U inversé, avec un pic de concentration a 16h
(28ng/mL). Contrairement au taux de fer sérique, la ferritine présente une valeur minimale a
8h (14ng/mL), significativement plus basse que celle du pic de concentration (Newman-
Keuls, p<0,01).Les taux de ferritine augmentent de maniére marquée entre 8h et 16h puis
semblent décroitre a nouveau jusqu’a 20h (Figure 23).
Les valeurs de ferritine du LCR marquent une progression constante entre 8h et 20h (One-
way ANOVA a mesures répétées Fi37,;=5,47 ; p<0,01), et atteignent une concentration
maximum a 20h (17,42ng/mL). Comme pour les concentrations de fer mesurées dans le
LCR, les plus faibles valeurs de ferritine du LCR sont mesurées en premiere partie de
journée avec un taux minimum a 8h (2,47ng/mL). Les prélévements effectués en premiéere
partie de journée présentent des taux de ferritine significativement plus faibles que ceux
mesurés a 20h (8h et 12h ; Newman-Keuls, p<0,01 pour chaque heure de préléevement)
(Figure 23).
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H. IV. Variations journaliéres de la transferrine

Les valeurs de transferrine dans le sérum sont globalement constantes au cours de la

journée, bien qu’il semble que la valeur la plus haute soit obtenue dans les prélévements de
20h (156mg/dL) et la plus faible dans les prélevements de 8h (144mg/dL) (Figure 23).
Les valeurs de transferrine du LCR en revanche, oscillent tout au long de la journée (One-
way ANOVA a mesures répétées Fi37;=3,51 ; p<0,05) et présentent un motif de variation
en U, similaire a celui du fer mesuré dans le LCR. En effet, comme pour le fer du LCR, la
transferrine présente un pic de concentration a 20h (4,56mg/dL) et une valeur minimum
significativement plus faible a 12h (2,66mg/dL ; Newman-Keuls, p< 0,05) (Figure 23).

H. V. Comparaison entre les taux de fer, de ferritine et de transferrine

entre le sérum et le LCR

Figure 24 : Variations des taux de fer (A), ferritine (B) et de transferrine (C) dans le
LCR en fonctions des concentrations sériques chez le macaque naif.

Les résultats représentent les concentrations de fer, de ferritine et de transferrine
respectivement exprimées en umol/L, ng/mL et en mg/dL dans les prélévements effectuées

BN

a 8h, sur 18 animaux. r2=coefficient de détermination de la régression linéaire.
CSF=cerebrospinal fluid (liquide céphalorachidien).

Nos résultats indiquent une correspondance entre les taux de fer, de ferritine et de
transferrine entre le sérum et le LCR chez les animaux naifs. En effet, on observe une
diminution des taux de fer dans le LCR en fonction de 'augmentation des taux de fer dans le
sérum (r>=0,30 ; p<0,05) (Figure 24A). A Tlinverse, les taux de ferritine et de transferrine
augmentent dans le LCR en fonction de 'augmentation des taux sériques soit de ferritine
r’=0,52 ;p<0,01) (Figure 24B), soit de transferrine (r2=0,42 ; p<0,01) (Figures 24C).
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l. Impact du protocole de saignées répétées sur les

concentrations du fer et des protéines associées

Dans cette partie, nous avons étudié l'impact d’'une carence en fer sérique sur le
systéme dopaminergique. Pour cela, nous avons cherché a établir une carence en fer
sérique afin de reproduire le déficit en fer sérique retrouvé chez certains patients qui
présentent les symptdmes de la MWE. Pour cela nous avons élaboré un protocole de
saignées répétées (PSR) consistant & prélever un 5% du volume total de sang par jour, tous

les 4 jours a heure fixe. Les résultats sont présentés ci-apres (Figure 25).

Figure 25 : Impact du PSR sur les concentrations d’hémoglobine, de fer et de ferritine,
dans le sérum et le liquide céphalorachidien.

Les résultats sont exprimés en pourcentages des valeurs contréles + I'erreur standard et la
ligne en discontinue rouge (100%) représente les taux de base. Les valeurs de
I’'hémoglobine et du fer sont exprimées respectivement en g/dL et en pmol/L pour les
régressions linéaires. r2=coefficient de détermination de la régression linéaire.
CSF=cerebrospinal fluid (liquide céphalorachidien); Hgb=hémoglobine ; BWO, 2, 4, 6,
8=blood withdrawal (correspond au nombre de saignées que les animaux ont recu, de 0 a 8).
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l. I. Le PSR diminue les taux d’hémoglobine

Les concentrations d’hémoglobine décroissent progressivement a partir de 4
saignées (-8% comparé aux taux de base) et continuent de diminuer aprés 6 et 8 saignées
(respectivement -10% et -13% comparées aux taux de base). La régression linéaire indique
que les taux d’hémoglobine diminuent en fonction du nombre de saignées (r2=0,17 ; p<0,01)
(Figure 25).

[. Il. Le PSR diminue les taux de fer

Les concentrations de fer sérique sont diminuées chez les animaux ayant subit 6 et 8
saignées (respectivement -37% et -29% comparées aux taux de base). La régression
linéaire indique que les taux de fer sérique diminuent en fonction du nombre de saignées
(r2=0,27 ; p<0,001) (Figure 25).

Les concentrations de fer dans le LCR en revanche sont distinctement augmentées a
partir de 2 saignées (+367% comparé aux taux de base). De maniére intéressante, ces
concentrations tendent a diminuer légérement chez les animaux ayant subit 8 saignées mais
restent toutefois bien supérieures aux concentrations basales (+235% comparées aux taux
de base). De plus, la régression linéaire indique que la quantité de fer dans le LCR

augmente avec le nombre de saignées (r2=0,36 ; p<0,0001) (Figure 25).

[. lll. Le PSR diminue les taux de ferritine

Les concentrations de ferritine dans le sérum suivent le méme profil que le fer sérique
puisqu’elles sont diminuées chez les animaux ayant subit 6 et 8 saignées (respectivement -
40% et -66,3% comparées au taux de base) (Figure 25).

Les concentrations de ferritine dans le LCR n’ont pu étre clairement déterminées en raison
de quantités trop faibles et donc indétectables chez les animaux soumis au PSR.

Par ailleurs, nous n’avons observé aucune variation des taux de transferrine ni dans

le sérum ni dans le LCR.

96



Résultats

J. Impact du PSR sur les concentrations des monoamines

in vivo dans le striatum

Dans cette partie nous avons cherché a déterminer l'influence du PSR sur les taux
extracellulaires des monoamines au niveau du striatum. L’objectif ici, était de déterminer si le
bouleversement de I'homéostasie du fer et de ses biomarqueurs engendré par le PSR,
affectait le métabolisme extracellulaire des neurotransmetteurs. Pour cela, nous avons
prélevé le liquide interstitiel au niveau du striatum, a la fin du PSR, ainsi que sur des
animaux naifs, par la technique de microdialyse in vivo. Les concentrations des monoamines
et de leurs métabolites ont ensuite été quantifiées par chromatographie a haute

performance. Les résultats sont présentés ci-apres (Figure 26).
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Figure 26 : Impact du PSR sur les taux extracellulaires in vivo des monoamines et de
leurs métabolites dans le striatum.

Les résultats sont exprimés en pg/10uL de dialysat £ l'erreur standard. DA=dopamine ;
DOPAC=acide 3,4-dihydroxyphénylacetique ; 5-HT=sérotonine ; 5-HIAA=acide 5-
hydroxyindolacétique ; Ctrl=groupe contréle contenant 2 animaux naifs; Gpl, Gp2,
Gp3=groupe 1, groupe 2, groupe 3 ayant subi respectivement 4, 6 et 8 saignées et
contenant chacun 3 animaux.
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J. I. Le PSR induit 'augmentation des taux extracellulaires de DA et de
DOPAC

Les valeurs de la dopamine sont significativement augmentées dans le groupe ayant
subi 8 saignées (groupe 3), (one-way ANOVA, Fi34=7,62 ; p<0,05 ; Newman-Keuls, p<0,05
comparé a tous les groupes). Les taux mesurés dans le groupe 3 sont remarquablement
plus élevés que ceux du groupe contrdle (+3237,1%) (Figure 26).

Les valeurs de DOPAC sont également significativement augmentées dans le groupe ayant
subi 8 saignées (groupe 3), (one-way ANOVA, F;3=70,17 ; p<0,0001; Newman-Keuls,
p<0,001 comparé a tous les groupes). Les taux mesurés dans le groupe 3 sont distinctement

augmentés comparés a ceux du groupe contrdle (+996,3%) (Figure 25).

J. Il. Le PSR induit 'augmentation extracellulaire de 5-HIAA

Les valeurs de 5-HIAA sont significativement augmentées dans le groupe ayant subi
8 saignées (groupe 3), (one-way ANOVA, F3=16,71; p<0,01; Newman-Keuls, p<0,01
comparé a tous les groupes). Les taux extracellulaires de 5-HIAA sont distinctement
augmentés chez les animaux ayant subi 8 saignées (groupe 3) comparés a ceux du groupe
contrble (+99,9%). De plus, les taux extracellulaires de 5-HIAA augmentent progressivement,
puisque que I'on observe déja une augmentation significative des concentrations de 5HIAA
chez les animaux ayant subi 6 saignées (groupe2), comparée a celles des animaux ayant
subi 4 saignées (groupe 1) (+71,2% ; p<0,05) (Figure 26).
Bien que non significative, les résultats indiquent une augmentation progressive des taux
extracellulaires de sérotonine chez les animaux ayant subi 4, 6 et 8 saignées

(respectivement +50%, +156,4%, +151,4% comparés aux valeurs contrdles) (Figure 26).

K.Impact du PSR sur le meétabolisme tissulaire des
monoamines

Dans cette partie nous avons exploré les liens entre les modifications du métabolisme
du fer et le métabolisme tissulaire des monoamines. Pour cela, nous avons effectué des

dosages tissulaires post-mortem pour la L-DOPA, la dopamine et pour la sérotonine, ainsi

que de leurs métabolites respectifs dans différentes régions du SNC. Nous avons utilisé ces
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mesures pour étudier si la variation de ces composants neurochimiques se faisait en fonction
de la modification des taux de fer dans le LCR, le sérum et en fonction de 'hémoglobine a
travers les coefficients de détermination obtenus par régressions linéaires. Les résultats sont

présentés ci-aprés (Figures 27-32).

K. I. Modification de la synthése de dopamine : variations des taux de L-
DOPA et du ratio DA/L-DOPA

Figure 27 : Variations des taux de L-DOPA tissulaires en fonction des concentrations
de fer dans le liquide céphalorachidien et le sérum, ainsi que des taux d’hémoglobine.
Noter que les abscisses pour les graphiques de fer sérique et 'hémoglobine du sang
décroissent de gauche a droite. Les valeurs de L-DOPA sont exprimées en pg/mg de tissu.
Les valeurs de fer et hémoglobine sont exprimées respectivement en umol/L et en g/dL.
r2=coefficient de détermination de la régression linéaire. CSF=cerebrospinal fluid (liquide
céphalorachidien) ; L-DOPA=L-3,4-dihydroxyphénylalanine.

Les résultats indiquent une modification des taux de L-DOPA, suivant les
concentrations de fer dans le sérum et le LCR, et d’hémoglobine. Ainsi, on observe une
diminution des taux de L-DOPA dans le putamen (r?=0,70 ; p<0,01) et dans la corne ventrale
de la moelle épiniére (r>=0,76 ; p<0,01) en fonction de 'augmentation des taux de fer dans le
LCR. ATlinverse, les taux de L-DOPA diminuent avec la baisse des niveaux de fer sérique et
d’hémoglobine dans le putamen (respectivement r=0,31 ; p=0,07 et r2=0,71, p<0,01), ainsi

gue dans la corne ventrale (respectivement r?=0,45 ; p<0,05 et r?=0,82 ; p<0,01) (Figure 27).
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Figure 28 : Variations du ratio DA/L-DOPA en fonction des concentrations de fer dans
le liquide céphalorachidien et le sérum, ainsi que des taux d’hémoglobine.

Noter que les abscisses pour les graphiques de fer sérique et 'hémoglobine du sang
décroissent de gauche a droite. r2=coefficient de détermination de la régression linéaire.
CSF=cerebrospinal fluid (liquide céphalorachidien); DA=dopamine; L-DOPA=L-34-
dihydroxyphénylalanine.

Nos résultats indiquent que le ratio (DA/L-DOPA) croit en fonction de 'augmentation

des taux de fer dans le LCR (r2=0,39 ; p<0,05) ainsi qu’avec la baisse du taux d’hémoglobine

(r2=0,53 ; p=0,01) au niveau du putamen (Figure 28).
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K. Il. Modification des taux de dopamine dans les régions extrastriatales

Figure 29 : Variations des taux de dopamine tissulaire en fonction des concentrations
de fer dans le liquide céphalorachidien et le sérum, ainsi que des taux d’hémoglobine.
Noter que les abscisses pour les graphiques de fer sérique et I’hémoglobine du sang
décroissent de gauche a droite. Les valeurs de dopamine sont exprimées en pg/mg de tissu.
Les valeurs de fer et hémoglobine sont exprimées respectivement en umol/L et en g/dL.
r2=coefficient de détermination de la régression linéaire. CSF=cerebrospinal fluid (liquide
céphalorachidien) ; DA=dopamine.

Nos résultats n‘ont pas permis de mettre en évidence de variation des taux de
dopamine au niveau du striatum. En revanche, on observe que les niveaux de dopamine
dans le cortex préfrontal augmentent en fonction des taux de fer du LCR (r2=0,39 ; p<0,05).
De maniére cohérente avec ce résultat, on observe une tendance indiquant que les
concentrations de DA augmentent en fonction des taux d’hémoglobine qui diminuent
(r?=0,29 ; p=0,08). Enfin, on observe que les taux de DA de la corne ventrale de la moelle

épiniére diminuent avec ceux de fer dans le sérum (r2=0,49 ; p<0,01) (Figure 29).

102



Résultats

K. lll. Modification de la dégradation de la dopamine : variations du ratio
(DOPAC+HVA)/DA

Figure 30 : Variations du ratio (DOPAC+HVA)/DA en fonction des concentrations de fer
dans le liquide céphalorachidien et le sérum, ainsi que des taux d’hémoglobine. Noter
que les abscisses pour les graphiques de fer sérique et 'hémoglobine du sang décroissent
de gauche a droite. Les valeurs de dopamine sont exprimées en pg/mg de tissu. Les valeurs
de fer et hémoglobine sont exprimées respectivement en umol/L et en g/dL. r2=coefficient de
détermination de la régression linéaire. CSF= cerebrospinal fluid (liquide céphalorachidien) ;
DA=dopamine ; DOPAC=acide 3,4-dihydroxyphénylacetique, HVA=acide homovanillique.

Nos résultats indiquent que le ratio (DOPA+HVA)/DA diminue avec I'augmentation
des taux de fer du LCR dans le putamen (r2=0,53 ; p<0,01), dans le cortex frontal (r2=0,51 ;
p<0,01) ainsi que dans la corne dorsale de la moelle épiniere (r2=0,72 ; p<0,01). A l'inverse,
ce ratio augmente avec la baisse des taux d’hémoglobine dans le putamen (r*=0,61 ;
p<0,01), dans le cortex frontal (r2=0,40 ; p<0,05) ainsi que dans la corne dorsale de la moelle
épiniere (r2=0,65 ; p<0,01). En revanche, nous n’avons établi aucune relation significative

avec les taux de fer sérique (Figure 30).
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K. IV. Modification de la dégradation de la sérotonine : variations des
taux de 5-HT et de 5-HIAA

Figure 31 : Variations des taux de sérotonine en fonction des concentrations de fer
dans le liquide céphalorachidien et le sérum, ainsi que des taux d’hémoglobine.

Noter que les abscisses pour les graphiques de fer sérique et I’hémoglobine du sang
décroissent de gauche a droite. Les valeurs de fer et hémoglobine sont exprimées
respectivement en umol/L et en g/dL. r2=coefficient de détermination de la régression
linéaire. CSF=cerebrospinal fluid (liquide céphalorachidien) ; 5-HT=sérotonine.
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Les résultats observés montrent que les taux de sérotonine diminuent en fonction de

'augmentation des concentrations de fer dans le LCR dans le noyau caudé (r2=0,35;
p<0,05), le putamen (r2=0,56 ; p<0,01), la substance noire (r2=0,44 ; p<0,05) ainsi que dans
la corne ventrale (r2=0,40 ; p<0,05). A l'inverse, on remarque une augmentation des taux de
sérotonine avec la hausse des niveaux de fer du LCR dans la corne dorsale de la moelle
épiniere (r2=0,45 ; p<0,05) (Figure 31).
De méme, on observe une diminution des taux de sérotonine avec la baisse des
concentrations de fer sérique (r2=0,54 ; p<0,01) dans la corne ventrale de la moelle épiniére.
Enfin, nos résultats indiquent une diminution des taux de sérotonine en fonction de la
diminution des niveaux d’hémoglobine dans le noyau caudé (r*=0,47 ; p<0,05) et dans le
putamen (r2=0,60 ; p<0,01) (Figure 31).

Figure 32 : Variations des taux de 5-HIAA en fonction des concentrations de fer dans
le liquide céphalorachidien et le sérum, ainsi que des taux d’hémoglobine.

Noter que les abscisses pour les graphiques de fer sérique et I’hémoglobine du sang
décroissent de gauche a droite. Les valeurs de fer et hémoglobine sont exprimées
respectivement en pmol/L et en g/dL. r2=coefficient de détermination de la régression
linéaire. CSF=cerebrospinal fluid (liquide céphalorachidien) ; 5-HIAA=acide 5-
hydroxyindolacétique.
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Nos résultats indiquent que les concentrations du 5-HIAA varient en fonction des
concentrations de fer et de 'hémoglobine. Ainsi, les taux de 5-HIAA augmentent en fonction
des taux de fer du LCR dans le putamen (r2=0,71 ; p<0,01) et dans la corne dorsale de la
moelle épiniere (r2=0,45; p<0,05). A l'inverse, ils diminuent dans la corne ventrale de la
moelle épiniére (r2=0,39 ; p<0,05) (Figure 32).

Les taux de 5-HIAA en périphérie varient inversement a ceux observés dans le LCR pour
toutes les structures. Ainsi, les taux de 5-HIAA augmentent en fonction de 'augmentation
des taux de fer sérique (r>=0,46; p<0,05) et de la diminution des taux d’hémoglobine
(r2=0,49 ; p<0,05) dans le putamen. De méme, ils augmentent en fonction de la diminution
des taux d’hémoglobine (r>=0,37 ; p<0,05) dans la corne dorsale de la moelle épiniere. A
I'inverse, les taux de 5-HIAA diminuent en fonction de la baisse des taux de fer sérique

(r2=0,56 ; p<0,01) dans la corne ventrale de la moelle épiniére (Figure 31).

K. V. Résumé des variations des concentrations tissulaires observées

Le tableau ci-dessous (Tableau 3), récapitule les différentes variations observées
pour les monoamines, leurs métabolites, ainsi que les ratios illustrant soit la synthése DA/L-
DOPA, soit la dégradation (DOPAC+HVA)/DA soit en fonction de 'augmentation de fer dans
le LCR, soit en fonction de la diminution de fer dans le LCR, ou encore en fonction de la

diminution de ’hémoglobine.

[Fer] LCR A, , [Hgb] SANG N

NOYAU CAUDE PUTAMEN CPF SN cD cv
L-DOPA NN NN
DA/L-DOPA 2 2
DA AA
(DOPAC+HVA)/DA N\ NN NN
5-HT NN N\ N 2 N
5-HIAA AA 2 N

Tableau 3 : Modifications des concentrations des monoamines et de leurs métabolites
en fonction de la variation des niveaux de fer et d’hémoglobine induite par le PSR.
Chaque fleche de couleur dans le tableau correspond au sens variation d’'une substance
neurochimique dosée dans une région cérébrale, en fonction soit de 'augmentation du fer
dans le LCR ([Fer] LCR~), soit de la diminution du fer dans le sérum ( ), soit
de la diminution de I’hémoglobine dans le sang ([Hgb] SANGY). Exemple=les taux de L-
DOPA dans le putamen diminuent en fonction de la hausse de fer dans le LCR. 5-
HIAA=acide 5-hydroxyindolacétique ; 5-HT=sérotonine ; CPF=cortex préfrontal ; CD=corne
dorsale de la moelle épiniére ; CV=corne ventrale de la moelle épiniére ; DA=dopamine ;
DOPAC=acide 3,4-dihydroxyphénylacetique ; HVA=acide homovanillique ; L-DOPA=L-3,4-
dihydroxyphénylalanine ; SN=substance noire.
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L. Impact du PSR sur le comportement locomoteur

Dans cette partie nous avons étudié I'impact du PSR sur le comportement locomoteur
des animaux afin de savoir si une dérégulation du métabolisme du fer influence le
comportement moteur global. Pour cela, nous avons mesuré I'activité locomotrice diurne et
nocturne chez les animaux naifs avant le début du PSR, puis aprées le maximum de saignée

appliqguées a chaque groupe.

Figure 33 : Variations du comportement locomoteur mesuré par actimétrie.

Les résultats sont exprimés en pourcentages des valeurs contréles + I'erreur standard. La
ligne rouge discontinue représente les valeurs du niveau de base mesurées sur les mémes
animaux avant le début du PSR. Mesure de I'activité locomotrice diurne (de 8h a 12h) (A) et
nocturne (de 00h a 6h) (B) chez les animaux ayant subit 4 saignées (groupe 1), 6 saignées
(groupe 2) ou 8 saignées (groupe 3). Gpl, Gp2, Gp3= groupe 1, groupe 2, groupe 3 de
maniére respective contenant chacun 3 animaux.

Les valeurs de lactivité locomotrice diurne pour les animaux ayant subi 4 et 6
saignées (groupes 1 et 2), sont similaires a celles du niveau de base. En revanche, les
animaux ayant subi 8 saignées (groupe 3) ont tendance a étre plus actifs (+372% comparé a
I'activité diurne de base) (Figure 33A).

Les valeurs d’activité locomotrices nocturnes, suivent le méme type de profil puisque seul le
groupe d’animaux ayant subi 8 saignées (groupe 3) présente une augmentation de I'activité
locomotrice globale (+158,8% comparé a l'activité nocturne de base). En revanche, les
animaux des groupes ayant subi respectivement 4 et 6 saignées ont tendance a présenter
des niveaux d’actimétrie diminués (-69,4% et -55,7% comparé a l'activité nocturne de base
respectivement pour les groupes 1 et 2) (Figure 33B). Bien que le faible nombre d’animaux
et la variabilité individuelle, en particulier remarquée au sein du groupe 3, ne nous
permettent pas d’établir une différence significative, un test de Kruskal-Wallis, nous indique

une différence d’activité intergroupes (tendance a p<0,07).
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Figure 34: \Variations de [IPactivité locomotrice nocturne en fonction des
concentrations de dopamine, du ratio (DOPAC+HVA)/DA et de L-DOPA dans le
putamen.

Les valeurs de dopamine et de L-DOPA sont exprimées en pg/mg de tissus. Les valeurs
correspondant a l'actimétrie nocturne (de 00h a 6h), sont exprimées en pourcentage des
taux de base. r2=coefficient de détermination de la régression linéaire. DA=dopamine ;
DOPAC-=I'acide 3,4-dihydroxyphénylacetique ; HVA=acide homovanillique.

Les résultats obtenus indiquent que l'activité locomotrice nocturne augmente avec les
taux tissulaires de dopamine (r2=0,43 ; p=0,05) et de L-DOPA (r2=0,46 ; p<0,05) dans le
putamen. En revanche, une tendance indique que l'activité locomotrice nocturne diminue
avec le métabolisme de dégradation de la dopamine représenté par le ratio
(DOPAC+HVA)/DA (r2=0,38 ; p=0,07) (Figure 34).
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Impact des agonistes dopaminergiques
sur les troubles du sommeil, chez un modele

macaque de la maladie de Parkinson.
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Les résultats de cette étude ont fait I'objet d’un article publié dans le journal
Neurobiology of Diseases.

D1 receptor agonist improves sleep-wake parameters
in experimental parkinsonism

Carole HYACINTHE, Quentin BARRAUD, Francois TISON, Erwan BEZARD, Imad

GHORAYEB

Dans cet article, nous avons évalué l'impact des agonistes des récepteurs
dopaminergiques sur les troubles du sommeil chez un modéle macaque de la maladie de
Parkinson. Pour cela nous avons induit un syndrome parkinsonien chronique par intoxication
au MPTP chez des animaux munis d'un systéme télémétrique d’enregistrements
polysomnographiques. Ainsi nous avons confirmé les effets d’'une intoxication au MPTP,
précédemment décrit par une étude menée au sein de notre laboratoire. En effet, nous
avons observé une apparition de somnolence diurne excessive (SDE) rapidement aprés le
début du protocole d’intoxication, ainsi qu'une suppression du sommeil paradoxal (SP) dés la
premiére injection de MPTP. Puis nous avons montré qu’un traitement de 5 jours consécutifs
au quinpirole (agoniste sélectif des récepteurs dopaminergiques D2) n’avait pas d’effet ni sur
la SDE ni sur le SP. En revanche, nous avons montré qu’un traitement au SKF38393
diminue substantiellement la SDE et rétablit le SP aux niveaux de base.

Ces résultats ouvrent de nouvelles pistes pour I'exploration des mécanismes mis en jeu dans
les troubles du sommeil observés chez les patients parkinsoniens, ainsi que dans
I'élaboration de nouvelles thérapies, utilisant les agonistes des récepteurs D1 dans la prise

en charge des troubles du sommeil liés a la maladie de Parkinson.
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no effect of the selective dopamine D2 receptor agonist quinpirole on EDS, whereas the selective dopamine D1
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sleep-related disorders.

receptor agonist SKF38393 efficiently alleviated EDS and restored REM sleep to baseline values. The present re-
sults question the relevance of abandoning D1 receptor agonist treatment in PD as it might actually improve

© 2013 Published by Elsevier Inc. 3:

Introduction

Sleep disturbances and excessive daytime sleepiness (EDS) are
among the most frequent and disabling non-motor symptoms of
Parkinson's disease (PD) (Ghorayeb et al,, 2007). They negatively im-
pact the quality of life of PD patients as well as that of their caregivers
and in some cases even more than the motor symptoms of the disease.
Excessive daytime sleepiness is multifactorial and is known to correlate
both with PD severity (Ondo et al.,, 2001) and high daily levodopa-
equivalent dosage (Ghorayeb et al., 2007). Drug-induced EDS is a partic-
ular problem as many dopamine agonists have EDS as an adverse effect
(Knie et al., 2011), while rapid eye movement (REM) sleep alteration
with recurrent vivid dreams is another complication of dopaminergic
treatments (Pappert et al., 1999). This suggests that dopaminergic

Abbreviations: EDS, excessive daytime sleepiness; EEG, electroencephalogram;
EMG, electromyogram; EOG, electrooculogram; MPTP, 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridine; PD, Parkinson's disease; REM, rapid eye movement sleep.
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medication may be deleterious to sleep-wake cycle regulation and 5

may make the global management of the motor and non-motor symp-
toms of PD more complex. Given the similarity between motor and
non-motor clinical features of PD patients and that of the 1-methyl-4-
phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) macaque monkey (Barraud

et al., 2009; Bezard et al., 2001), we assessed the effects of D1- and -

D2-like receptor agonists (SKF38393 and quinpirole, respectively) on
the sleep-wake pattern of macaques rendered parkinsonian with
MPTP. Long-term and continuous monitoring of sleep-wake parame-
ters were determined using electroencephalogram (EEG), electrooculo-
gram (EOG) and electromyogram (EMG) telemetry recordings in
unrestrained animals (Barraud et al., 2009).

Material and methods
Animals

Nine adult female macaque monkeys (3 Macaca mulatta, Bioprim,
France and 6 Macaca fascicularis, Xierxin, China) were fed according to
standard husbandry protocols and had ad libitum access to water. All
experiments were performed in accordance with French (87-848,
Ministére de I'Agriculture et de la Forét) and European Communities
Council Directive (2010/63/EU) guidelines for the care of laboratory
animals and were approved by the Ethical Committee of University
Bordeaux Segalen (CEEA50; protocol: 50120102). Animals were housed
individually in a facility with other primates, thereby providing visual

(2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.nbd.2013.10.029
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Both excessive daytime sleepiness (EDS) and rapid eye movement (REM) sleep deregulation are part of 25
Parkinson's disease (PD) non-motor symptoms and may complicate dopamine replacement therapy. We report
here that dopamine agonists act differentially on sleep architecture in the 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-
tetrahydropyridinemacaque monkey. Continuous sleep and wake electroencephalographic monitoring revealed
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and auditory contact. This reassuring environment provided normal re-
storative sleep as evidenced by the baseline sleep data.

Drugs

In the three EEG-recorded animals, four to five intravenous injec-
tions of MPTP (0.5 mg/kg, Sequoia, SRP-066458, UK) were given to
awake animals every four days until symptoms of parkinsonism were
observed, as described elsewhere (Barraud et al.,, 2009). Short-term re-
peated pharmacological challenges were performed once the parkinso-
nian symptoms had stabilized. Quinpirole or SKF38393 were injected
intramuscularly in awake animals once a day at 6 pm during a 5-day pe-
riod. An interval washout period of 2 weeks was observed between the
two drug sessions: Quinpirole: 1 mg/kg ((—)-quinpirole-hydrochloride
(LY-171555), Q102, Sigma-Aldrich, France) and SKF38393: 2.5 mg/kg
((R)-(+)-SKF-38393-hydrochloride, S101, Sigma-Aldrich, France). Six
MPTP-intoxicated macaque monkeys (Bezard et al., 2013; Marti et al.,
2012) previously presented were used. A dose search with a criterion
of at least 50% improvement of parkinsonian motor symptoms was
first conducted on these parkinsonian monkeys (Fig. 1), 100% improve-
ment being defined as the most effective L.-dopa dose (Bezard et al.,
2013; Marti et al,, 2012).

Clinical monitoring of parkinsonism

Motor status was monitored 5 days/week at 4 pm by two trained
observers during 15-minute observation periods (Barraud et al., 2009)
using a semi-quantitative parkinsonian monkey rating scale that as-
sesses the following clinical symptoms: tremor, general spontaneous
activity, body posture, vocalization, freezing, rigidity and arm move-
ments (Barraud et al, 2009; Bezard et al, 2001; Imbert et al., 2000;
Tass et al.,, 2012). Disability score ranged from 0 to 25 (normal state to
maximal severity of parkinsonism). The acute state of severe parkinson-
ism was established when each animal reached a score >15/25 follow-
ing MPTP administration. Parkinsonism was considered chronic when
the animals reached a mildly symptomatic stage of stable parkinsonism
(mean motor score = 13.58 + 0.5), usually four to six months after
cessation of MPTP administration.

Telemetry implantation and recording

The protocol for telemetry implantation has been previously de-
scribed (Barraud et al,, 2009). Animals were placed under gaseous an-
aesthesia (isoflurane, Belamont, Nicholas Piramal Ltd) to implant the
radio-telemeter transmitter (D70-EEE, Data Sciences International,
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Fig. 1. Parkinsonian disability score in six parkinsonian macaques after vehicle (saline solu-
tion), L-DOPA (L-3,4-dihydroxyphenylalanine; a tailored dose for each individual ranging be-
tween 15 and 20 mg/kg, PO) (Aubert et al., 2005; Bezard et al., 2013; Fernagut et al., 2010;
Hill et al., 2004; Marti et al., 2012), quinpirole (1 mg/kg, IM) or SKF38393 (2.5 mg/kg, IM)
administration. 100% improvement was achieved after the monkeys received a tailored
dose of L-DOPA (Bezard et al, 2013; Marti et al, 2012) and the SFK and quinpirole
doses were selected so as to reach 50% improvement of the maximum. Disability
scores (nonparametric ratings) were analyzed using the Friedman test (Fr = 16.93,
p < 0.0001) followed by Dunn's multiple comparisons test (*: p < 0.05 vs. vehicle).

MN, USA) within the abdominal muscle layer (Barraud et al., 2009).
EEG, EOG and EMG electrodes (500 Hz sampling rate recording), were
fixed respectively to the parieto-occipital part of the skull, the orbital
arch bone and the lateral trapezius muscle (Barraud et al., 2009). Ani-
mals were allowed to recover for one month after surgery. Biopotential
signs were transmitted to receivers and relayed to a computer through a
data exchange matrix (Barraud et al., 2009). The transmitter was mag-
netically switched on and off. Data was acquired consecutively
5 x 24h/week over 1 month in baseline condition and then data re-
cordings were continuously collected 24 h a day, 5 days a week at dif-
ferent time points of the experimental protocol and for all conditions.
Five consecutive nights and days of telemetry recordings were thus col-
lected during administration of both SKF38393 and quinpirole.

Analysis of sleep and wake parameters

Nighttime sleep and daytime vigilance data were analyzed from
8 pm to 8 am and from 8 am to 8 pm respectively, as previously de-
scribed (Barraud et al., 2009). Sleep staging was performed offline on
SleepSign™ for Animal software (Kissei Comtec Co., Ltd, Japan)
(Barraud et al., 2009). Sleep stage scoring was manually performed ac-
cording to the Rechtschaffen and Kales criteria for the scoring of sleep
in humans (Rechtschaffen and Kales, 1968). Vigilance stage scoring
was performed as in humans in 30-second epochs, so that the whole
epoch was assigned to one stage. Vigilance stages were blindly identi-
fied and scored by a qualified rater as described in our previous work
(Barraud et al., 2009). As in humans, four vigilance stages were identi-
fied: wake, light sleep (stages 1-2), slow wave sleep (stage 3) (SWS)
and REM sleep. Movement artefacts mostly appeared during diurnal
wakefulness but no such gross artefacts were observed during the
night. Any epochs obscured by such artefacts were excluded from the
analysis.

Statistical analysis

Appropriate standard statistical methods for the data analysis were
applied using GraphPad Prism 5 software. One-way ANOVA with re-
peated measures followed by Newman-Keuls post-hoc analyses were
used to highlight significant differences in EDS, REM sleep and other
sleep parameters between the conditions (baseline, acute and chronic
parkinsonian as well as quinpirole and SKF38393 challenges). Standard
error (SEM) is represented by the 4+ symbol. Statistical significance was
considered at a probability (P) value <0.05.

Results

MPTP injections progressively impaired motor behaviour with the
occurrence of bradykinesia and rigidity reminiscent of parkinsonism,
as previously described (Barraud et al., 2009; Bezard et al., 1997,
2001). The remarkable baseline night-to-night consistency of sleep ar-
chitecture (Fig. 2A) within each MPTP-injected animal was markedly
disrupted the night after the first MPTP administration (Fig. 2B) and be-
fore the occurrence of any motor symptoms of parkinsonism (Barraud
et al., 2009). In brief, sleep efficacy markedly deteriorated following
MPTP, and progressive development of parkinsonism significantly in-
creased this worsening. Progressive sleep deterioration and fragmenta-
tion (Figs. 2B, 2C) with decreased sleep efficacy (one-way ANOVA with
repeated measures F414) = 57.2, p < 0.001; —12.4% and — 15.5% re-
spectively, acute and chronic parkinsonian conditions compared to
baseline, Newman-Keuls p <0.01) and increased wake after sleep
onset (WASO) periods were noticeable in the acute parkinsonian
stage but were significant mostly during the chronic parkinsonian
condition (one-way ANOVA with repeated measures Fi414) = 54,
p <0.001; +72.7% compared to baseline, Newman-Keuls p < 0.01)
(Table 1).
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Fig. 2. Representative hypnograms of baseline, acute and parkinsonian conditions and during pharmacological challenges. Each hypnogram illustrate a 12-hour period (presented on the
abscissa axes) during nighttime for each condition. S1, S2 = light sleep stages; S3 = slow wave sleep stages; R = rapid eye movement sleep; W = wake. Note the relative similarities
between the sleep architecture of the baseline condition (A) and following SKF38393 challenge (E). Note also the almost complete suppression of REM sleep in the acute parkinsonian
condition (B) and the disruption of sleep architecture in the chronic parkinsonian condition (C). Following quinpirole challenge, sleep latencies were markedly increased (D).

Parkinsonism generates EDS and disturbs REM sleep chronic parkinsonian condition (+241.42% from baseline; Newman-
Keuls p < 0.05) (Fig. 3A). As expected, MPTP administration almost
Consistent with previously reported data (Barraud et al., 2009), completely abolished REM sleep (one-way ANOVA with repeated mea-
daytime sleepiness rapidly appeared during the MPTP challenge sures, Fiz14) = 36.09, p <0.0001; —92.54%, compared to baseline
and persisted through the chronic phase of parkinsonism (one-way Newman-Keuls p <0.001) (Fig. 3B). In the chronic parkinsonian
ANOVA with repeated measures, Fj414; = 9.23, p <0.01) after the condition, REM sleep progressively reemerged (+ 829.0% compared
animals had coped with their motor symptoms (mean motor score = to the acute parkinsonian condition, Newman-Keuls p < 0.001)
13.52 4+ 0.5). The mean percentage of time spent asleep during daytime but remained significantly lower than baseline values (—30.7%,
was significantly increased in the acute parkinsonian condition (+ 178% Newman-Keuls p < 0.05) (Fig. 3B), as previously reported (Barraud
from baseline, Newman-Keuls p < 0.05) and was even higher in the et al,, 2009).
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Table 1

Relevant sleep parameters of animals in baseline, acute and chronic parkinsonian conditions, and during quinpirole or SKF38393 challenges. Total sleep time (TST) refers to the total sleep
period minus the time spent awake during the sleep period time between 8 pm and 8 am. Values in lines 2 and 3 (respectively sleep stages 1-2 and 3) are expressed as the mean
percentage of TST &+ SEM. Sleep efficacy expressed as a percentage is defined as the ratio of TST to the sleep period time 4+ SEM. Wake after sleep onset (WASO), presented as a percent-
age, is defined as the total wake time between the first sleep onset and the last episode of sleep during the sleep period time + SEM. One-way ANOVA with repeated measures followed by
Newman-Keuls post hoc analysis. Significant differences between conditions are indicated from Baseline*, Acute MPTP#, Chronic MPTPT, Quinpirolef.

Baseline Acute parkinsonian condition Chronic parkinsonian condition Quinpirole SKF38393
TST (min) 570.5 + 17.7 5199 4+ 16.0 4922 + 226 231.1 &+ 4244 536.0 & 26.0%
Sleep latency (min) 148 + 48 137 £ 55 9.5+ 26 3321 4+ 20.7#f 142 + 7.8%
% Stages 1-2 547 + 29 633 + 35 503 + 5.6# 274 + 4.1°#F 49.0 + 5.9#f
% Stage 3 138 £ 18 98 + 1.7 97 +2 116 £33 13.0 + 3.6
% Sleep efficacy 824 + 24 722 +28* 69.6 & 3.5* 47.6 & 2°#7 755 £ 3*%
% WASO 176 + 24 258 + 24 304 + 3.5° 524 + 2"#f 240 + 34%

Dopamine D2 receptor agonist did not improve EDS

Quinpirole had a deleterious effect on sleep parameters as compared
to acute and chronic parkinsonian conditions. Quinpirole dramatically
and significantly increased sleep latencies (Fig. 2D) compared to
all other conditions (one-way ANOVA with repeated measures
Fla14) = 1904, p <0.001; +2143.9%, +2324.1%, +3395.8% and
+2238.7% respectively compared to baseline, acute and chronic
parkinsonian conditions, and to SKF38393, Newman-Keuls p < 0.001)
(Table 1). Quinpirole also significantly worsened WASO (4 72.4%
compared to the chronic parkinsonian condition, Newman-Keuls
p <0.001), leading to a sharp reduction in the total sleep time
(one-way ANOVA with repeated measure, Fi414) = 40.2, p < 0.0001;
—53.0% compared to the chronic parkinsonian condition, Newman-
Keuls p < 0.001) (Table 1). These deep changes in sleep architecture re-
sulted in a substantial deterioration of sleep efficacy (—31.6% compared
to the chronic parkinsonian condition, Newman-Keuls p < 0.001).
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Fig. 3. EDS (A) and REM sleep (B) percentage variations in the acute and chronic
parkinsonian conditions, and following quinpirole and SKF38393 challenges. Results
are expressed either as the mean percentage of time spent asleep during daytime
(8 am-8 pm) (A) or as the mean percentage of total REM sleep over total sleep time
(B) £ SEM. One-way ANOVA with repeated measures followed by Newman-Keuls post
hoc analysis. Significant differences between conditions are indicated from Baseline,
Acute MPTP#, Chronic MPTPT, Quinpirolei.

Although EDS deteriorated following quinpirole challenge, it did not
reach significance when compared to mean EDS values (+ 10% from
chronic parkinsonian condition values) (Fig. 3A). Quinpirole challenge
also had no effect on REM sleep, as the decrease in REM sleep percent-
ages compared to the baseline condition was maintained (—40.0%,
Newman-Keuls p < 0.01) (Fig. 3B).

D1 agonist improved EDS

Considering relevant sleep parameters, SKF38393 had an over-
all favourable effect on sleep as it increased slow wave sleep to
baseline levels and, albeit not significantly, reduced WASO periods
and improved sleep efficacy (Table 1). SKF38393 significantly decreased
EDS compared to both the chronic parkinsonian and quinpirole condi-
tions (—53.46% and —42.19% respectively, Newman-Keuls p < 0.05),
and daytime napping returned to baseline physiologic values (Fig. 3A).
Furthermore, SKF38393 successfully restored REM sleep to baseline
levels (Fig. 2E). Indeed, REM sleep percentage was significantly in-
creased following SKF38393 compared to the acute parkinsonian condi-
tion (4 1168.90%, Newman-Keuls p < 0.001), the chronic parkinsonian
condition (+36.58%, Newman-Keuls p < 0.05) and to REM sleep
values obtained under quinpirole challenge (+57.57%, Newman-
Keuls p < 0.05) (Fig. 3B).

Discussion

The present study demonstrates a clear dichotomy between the
pharmacological effects of selective dopamine agonists on sleep-wake
parameters in MPTP-intoxicated animals. While acute quinpirole chal-
lenges had no effect either on EDS or on REM sleep percentages com-
pared to both acute and chronic parkinsonian conditions, both
parameters were improved by the D1 agonist SKF38393 in the MPTP
macaque model of PD.

The MPTP-intoxicated non-human primate replicates most of the es-
sential motor symptoms observed in PD patients (Bezard et al., 2001).In
addition, it reproduces the salient sleep-wake alterations observed in
PD (Barraud et al., 2009). By sharing such motor and non-motor similar-
ities with the human disease, the MPTP-intoxicated monkey appears to
be a valuable and relevant model to investigate sleep-wake impair-
ments and to test pharmacological approaches aiming to reverse these
non-motor symptoms efficiently.

Although the currently marketed D2/D3 receptor agonists efficiently
alleviate PD motor symptoms, most of them are known to induce inca-
pacitating EDS in patients (Homann et al., 2002). The dopamine D2 re-
ceptor is known to play a major role in wakefulness and REM-sleep
regulation in normal (Lima et al.,, 2008; Qu et al., 2010) and narcoleptic
(Burgess et al., 2010) rodents, but the effects of D2 receptor agonists are
still unclear. The biphasic action of acute administration of dopamine D2
agonists in rodents shows that low doses of quinpirole decrease arousal
and increase REM sleep while large doses promote the opposite effects
(Monti et al., 1989). Moreover, the impact of dopamine agonists on
parkinsonism-related sleep disorders has been investigated mainly in

(2013), http://dx.doi.org/10.1016/j.nbd.2013.10.029

Please cite this article as: Hyacinthe, C., et al., D1 receptor agonist improves sleep-wake parameters in experimental parkinsonism, Neurobiol. Dis.

207
208
209
210
211
212

213

214
215
216
217
218
219
220
221
222
223
224
225
226
227

228


http://dx.doi.org/10.1016/j.nbd.2013.10.029

275

280

285

290

291

292
293
294
295
296
297
298

299

C. Hyacinthe et al. / Neurobiology of Disease xxx (2013) XxX-XxX 5

rodents. Indeed, enhancement of both wakefulness (Wisor et al., 2001)
and D2 agonist-induced REM sleep (Dzirasa et al., 2006) has been re-
ported in dopamine transporter-knockout mice. Contradictory results
were however reported in the MPTP mouse model (Laloux et al.,
2008). Since sleep architecture is different in nature between rodents
and primates, and as rodent models of PD do not adequately replicate
the motor and non-motor phenotype of PD, we used the MPTP macaque
model to accurately decipher the exact impact of dopamine receptor
stimulation upon wake-sleep parameters in parkinsonism. Short-term
quinpirole challenges (5 days) had no significant effect on EDS or on
REM sleep in MPTP-intoxicated monkeys. Furthermore, quinpirole had
a deleterious effect on sleep parameters with a profound shortening of
the animals' total sleep time and a dramatic increase in sleep latency,
at least at the daily dosage we used in our protocol, thus confirming
its arousal-inducing effect. Interestingly, it has been shown that D2/D3
agonists, although capable of reducing motor events during sleep, do
not alleviate sleep arousal and deepening sleep in patients with restless
legs syndrome (Manconi et al,, 2012).

Interestingly, the dopamine D1 receptor agonist SKF38393 success-
fully alleviated EDS and restored REM sleep to baseline values in
MPTP-treated monkeys. This result is compatible with the ability of
the D1 receptor agonist to promote wakefulness in normal and narco-
leptic rodents (Burgess et al.,, 2010; Ongini et al., 1985). D1 agonists
are known to convey an antiparkinsonian action superior to D2/D3 ag-
onists and comparable to that of levodopa (Gomez-Mancilla et al.,
1993; Grondin et al,, 1997; Rascol et al., 2001). ABT-431 was reported
to be as active as levodopa in patients but was also highly pro-
dyskinetic (Rascol et al., 2001), a well-known side-effect, since it has
been demonstrated that D1 receptors are pivotal in generating dyskine-
sia (Aubert et al., 2005; Berthet et al., 2009). The potential of D1 receptor
stimulation for reversing sleep disorders and EDS in PD should therefore
be carefully weighed for its Janus-like potential in eliciting dyskinesia.
Further studies are needed to assess the partial or full D1 agonist dose
range for addressing these different motor and non-motor symptoms
and to test the relieving potential of combined agonist therapies that
could positively impact the daily life of PD patients.

Conclusion

This pioneering study highlights the differential role of D2/D3 and
D1 dopamine receptors in worsening or improving respectively the
wake-sleep parameters in parkinsonism. Given the beneficial effects
of the long-term administration of D2/D3 dopamine agonists on the
motor symptoms of PD, our study emphasizes the fact that sleep-
related disorders in PD should be considered in therapeutic approaches
for improving the management of the disease.
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Impact d’une carence en fer sérique sur le systéeme
dopaminergique : vers un modele macaque de la maladie
de Willis-Ekbom ?

L’objectif de cette étude était d’évaluer I'impact d’'une déplétion en fer sérique sur le
métabolisme dopaminergique, en vue de modéliser la MWE chez le primate non humain.
Cette recherche originale a généré d’'importantes observations et a également confirmé de
rares résultats rapportés dans la littérature chez le rongeur.

Par ailleurs, les remarquables similitudes observées a la fois pour les paramétres du cycle
veille-sommeil, pour I'organisation neuroanatomique ainsi que pour le métabolisme du fer
entre le macaque et 'Homme, feraient du singe un modéle de choix pour étudier la
physiopathologie de la MWE. Aussi, la réalisation d’'une telle étude chez le primate non
humain, pourrait relever d’'une pertinence clinique en vue de comprendre les mécanismes
impliqués dans la physiopathologie de la MWE afin de développer une prise en charge plus

rationnelle.

M. Variations journalieres des biomarqueurs du fer chez le

macaque naif

L’'objectif de cette premiére partie était d’établir pour la premiére fois les
concentrations des biomarqueurs du fer chez le macaque cynomolgus et d’étudier leur
potentiel de variation au cours de la journée. Pour cela, nous avons dosé les taux
d’hémoglobine ainsi que du fer, de la ferritine et de la transferrine dans le sérum et le LCR

chez 18 animaux.

Tout d’abord, les taux d’hémoglobine que nous avons mesurés correspondent a la
gamme des valeurs physiologiques indiquées pour le Macaca fascicularis (Vogin and Oser,
1971). Il est intéressant de remarquer que ces concentrations sont comparables aux valeurs
normales indiquées chez I'humain (environ 15,9g/dL pour I'homme et 13,6g/dL pour la

femme) (Wadsworth, 1954, Garn et al., 1975). De plus, nous avons mis en évidence que les
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paramétres biologiques liés au fer varient significativement sur une période de 12h dans le
sang, le sérum et le LCR, comme indiqué dans les études réalisées chez 'lHomme (Hamilton
et al., 1950, Hemmler. G, 1951). Ainsi, on retrouve un pic de concentration maximale du fer
sérique le matin a 8 heures puis une diminution a partir de 12h, alors que les taux les plus
faibles sont observés dans l'aprés-midi. La différence entre les deux valeurs extrémes
observées au cours de la journée est de 21,1% alors qu’elle est de 28% environ, chez
'homme (Kuhn and Brodan, 1982).

De maniére intéressante, nos résultats mettent en évidence un profil inverse pour les taux de
ferritine sérique. Les variations journalieres des taux de ferritine sérique ne sont pas
clairement établies chez 'lhomme, notamment du fait du peu d’études a ce sujet et de la
variabilité interindividuelle observée (20 a 300ng/ml chez 'humain) (Dale et al., 2002). Ainsi,
les études reportent aussi bien I'absence (Ridefelt et al., 2010) que la présence (Third et al.,
2006) de variations au cours de la journée. La ferritine étant le principal moyen de stockage
du fer (Arosio et al., 2009), il est probable quaux heures ou celle-ci atteint son pic de

concentration maximum, les taux de fer soient diminués et inversement.

En vu d’appréhender notre modéle d’étude le plus précisément possible, nous avons
dosé les concentrations du fer, de la ferritine et de la transferrine de maniére simultanée
dans le sérum et dans le LCR et avons constaté que ces trois facteurs sont présents en plus
faibles quantités comparé a leurs taux respectifs dans le sérum (environ 30 fois inférieur en
moyenne pour le fer, sur 12h). Ces résultats sont cohérents avec les différences retrouvées
chez 'THomme entre ces deux compartiments (LeVine et al., 1998).

Nous avons observé que le fer, la ferritine et la transferrine varient également dans le LCR
au cours de la journée. Leur profil de variation est relativement similaire a celui du fer
sérique, excepté que leur pic de concentration est retrouvé le soir a 20h au lieu de 8h. Bien
que l'on retrouve les mémes valeurs moyennes que chez '’humain pour ces trois paramétres,
aucune étude a notre connaissance n’a rendu compte des variations circadiennes du fer et
des protéines associées dans le LCR. Néanmoins, nos résultats suggérent que les
concentrations du fer et de ses biomarqueurs présentent un profil de variations circadien
dans le LCR. Ainsi, il serait intéressant de confirmer cela par des mesures de ces facteurs
sur une durée de 24h. De plus, grace a la réalisation simultanée des dosages dans le sérum
et dans le LCR, nous avons mis en évidence pour la premiéere fois, des relations entre les
niveaux observés dans chacun des deux compartiments pour le fer, la ferritine et la
transferrine, chez le macaque naif. Ainsi, lorsque les taux de fer sérique augmentent, les
niveaux de fer dans le LCR diminuent. En revanche, les concentrations de ferritine ou de

transferrine varient dans le méme sens, dans ces deux compartiments.
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Finalement, les variations circadiennes mises en évidence dans le sérum ainsi que
dans le LCR chez le primate non humain offrent des perspectives intéressantes. En effet, les
symptdmes décrits dans la MWE apparaissent préférentiellement en soirée et/ou la nuit,
c’est-a-dire quand les taux de fer sont les plus bas (Barriere et al., 2005, Ridefelt et al.,
2010). Aussi, les variations journaliéres du fer et de ses biomarqueurs, observées dans notre
modéle d’étude, pourraient étre utilisées pour investiguer le profil circadien des symptomes
du MWE.

N.Le PSR induit une deéplétion des biomarqueurs du fer

dans le sérum

Le but de cette partie était d’établir un modéle de carence martiale chez le singe en
induisant une diminution du fer sérique afin d’étudier par la suite, les conséquences de cette
carence sur le métabolisme dopaminergique. Pour cela, nous avons élaboré un protocole
consistant a effectuer un nombre croissant de saignées sur trois groupes d’animaux

distincts.

Nos résultats montrent que les taux d’hémoglobine, de fer et de ferritine sont
diminués dans le sang et le sérum comparé aux taux de bases, chez les animaux ayant subit
le PSR. Comme attendu, les taux d’hémoglobine et de fer diminuent en fonction du nombre
de saignées. Ces résultats sont en accord avec les études ayant montré que des pertes de
sang accidentelles (Mitchell, 2007) ou induites par phlébotomies répétées conduisent a une
diminution des taux d’hémoglobine chez 'Homme (Propper and Nathan, 1982) ainsi que
chez le singe (Wills, 1935).

De maniére surprenante, conjointement au déficit en fer provoqué en périphérie, nous
avons constaté une augmentation considérable des taux de fer dans le LCR et ce, dés la
deuxiéme saignée. Ces résultats inédits indiquent que la baisse des taux de fer sérique est
concomitante a une augmentation des taux de fer au niveau central, suggérant alors que les
taux de fer mesurés en périphérie ne refletent pas ceux observés au niveau central. En
raison du manque de référence pour expliquer ces observations, une hypothese serait que le
cerveau est un organe privilégié pour I'approvisionnement en fer lorsque l'organisme est
soumis a des conditions restrictives de carence. Une étude a montré que la transferrine et le

transporteur de métaux divalents (DMT1) étaient surexprimés chez les jeunes singes
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anémiques, plusieurs mois aprés la naissance, suggérant un effort du systéme nerveux
central (SNC) pour acquérir le fer a travers la barriere hématoencéphaliqgue (BHE) (Burdo
and Connor, 2003, Rao et al.,, 2013). De méme, des travaux ont reporté que le cerveau
montrait une plus grande capacité a retenir le fer et s’adapterait mieux que d’autres organes,
tel que le foie, aux changements occasionnés par un régime alimentaire carencé en fer chez
les rats. Ainsi, les stocks de fer dans le cerveau diminueraient moins drastiguement et moins
rapidement lors de l'induction d’'une carence martiale (Ben-Shachar et al., 1986, Youdim et
al., 1989). D’autres ont avancé l'idée qu’une altération potentielle au niveau de la BHE ou de
la barriére sang-LCR pourrait modifier les échanges de fer entre ces deux compartiments
comme suggéré chez les patients atteints de la MWE (Mizuno et al., 2005). Ainsi, I'altération
du transport du fer entre le SNC et la périphérie pourrait expliquer I'accumulation de fer dans
le LCR observée chez nos animaux, ce qui pourrait étre précisé par une étude histologique
notamment pour I'expression de la transferrine, de son récepteur ou de DMT1.

Par ailleurs, les études s’appliquant a caractériser des potentiels marqueurs pour détecter la
MWE ont montré une diminution des taux de ferritine dans le plasma et le LCR de patients
atteints de la MWE (Sun et al., 1998, Mizuno et al., 2005, Cho et al., 2013). Or, nos résultats
retrouvent une diminution des taux de ferritine sérique chez les animaux ayant subit le PSR
et les taux de ferritine du LCR étaient en dessous des valeurs détectables dans le groupe
ayant subit le maximum de saignées.

Les modéles de carence en fer (réalisés par carence alimentaire pour la plupart) rapportent
une diminution des taux d’hémoglobine et de fer sérique, ainsi qu’une diminution en fer
tissulaire. Cependant, aucune de ces études ne renseigne sur I'état des taux fer dans le LCR
(Dallman and Spirito, 1977, Chen, 1995, Nelson et al., 1997). Le caractére original de notre
étude réside dans I'observation simultanée des taux de fer dans le sérum et le LCR a I'état
normal et apres PSR. Ceci permet d’ajouter un niveau de compréhension supplémentaire

entre les rapports existant entre les taux des biomarqueurs de fer sérique et ceux du LCR.

Finalement, les dosages des taux de fer cérébraux devront étre réalisés chez nos
animaux, afin d’étudier a quel point la dérégulation de 'homéostasie du fer en périphérie
influence son métabolisme au niveau du SNC. Ceci permettrait de savoir si les diminutions
des taux de fer tissulaires reportés dans les modeles de déplétion en fer chez le rongeur
(Youdim and Green, 1978), sont une altération primaire ou secondaire a 'augmentation du
fer dans le LCR.
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O. Le PSR modifie le métabolisme dopaminergique

L’objectif de cette partie était de déterminer 'impact d’'une diminution en fer sérique
sur le métabolisme des monoamines. Pour ce faire, nous avons dosé les taux tissulaires et

extracellulaires des monoamines, de leurs métabolites ainsi que la L-DOPA endogéne.

O. I. Modification du métabolisme dopaminergique striatal

Les résultats obtenus a partir des dosages tissulaires post-mortem, nous ont permis
d’établir des relations entre 'augmentation des taux de fer observée dans le LCR et les
modifications du métabolisme dopaminergique dans le putamen. Tout d’abord, nous avons
validé la cohérence des concentrations de DA dans le putamen de nos animaux contréles,
en les comparant a celles précédemment décrites chez le primate non-humain (Pifl et al.,
1991).

Nos résultats montrent que les taux de L-DOPA diminuent en fonction de
'augmentation du fer dans le LCR, tandis que le ratio DA/L-DOPA augmente chez les
animaux ayant subit le protocole de saignées. Aussi, nos résultats indiquent que le ratio
(DOPAC+HVA)/DA diminue en fonction de 'augmentation du fer dans le LCR. Ensemble,
ces résultats sont en faveur d’'une augmentation de DA tissulaire chez les animaux ayant
subi le PSR. Cependant, comme décrit pour des modeles de carence martiale chez le
rongeur, nous n‘avons pas observé de variation significative directe des concentrations de
DA tissulaire (Nelson et al., 1997).

Par ailleurs, nous avons observé une augmentation considérable des taux de DA et
de DOPAC dans les échantillons prélevés in vivo dans le striatum, chez les animaux ayant
subit le maximum de saignées. Ces résultats ont été comparés a des valeurs contrbles
reportées dans la littérature pour le singe naif (Boulet et al., 2008) et sont en accord avec
ceux observés sur des modéles de carence martiale chez le rongeur, indiquant une
augmentation des concentrations de DA et de DOPAC de plus de 50% (Beard et al., 1994,
Chen, 1995, Nelson et al., 1997). Il est intéressant de constater que les taux de DA et de
DOPAC ne sont pas modifiés chez les animaux ayant subit 4 ou 6 saignées, bien qu’ils
présentent eux aussi des taux anormalement élevés en fer dans le LCR. La différence de
concentrations extracellulaires en DA et DOPAC entre les 3 groupes d’animaux suggeére
qu’un certain temps d’exposition a des niveaux anormalement élevés en fer est nécessaire

pour induire une modification dopaminergique. Ainsi, seule une exposition sur le moyen
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terme, a un excés de fer (8 saignées réparties sur 6 semaines pour le groupe 3),

engendrerait les modifications de concentrations observées dans le putamen.

L’augmentation considérable des concentrations extracellulaires de DA et de
DOPAC observée dans le putamen, met en évidence une dérégulation du métabolisme

dopaminergique et pourrait s’expliquer par deux phénomeénes.

La premiére hypothese suggére une dérégulation du métabolisme, en amont et en
aval de la DA donc, soit de sa synthése, soit de sa dégradation. D’'une part, les résultats
post-mortem indiquent que la L-DOPA endogéne diminue avec 'augmentation des taux de
fer dans le LCR. Or, le fer est un co-facteur indispensable pour catalyser la production de L-
DOPA. Ainsi, on pourrait s’attendre a ce que des quantités élevées en fer entrainent une
augmentation de la production de L-DOPA, bien que celle-ci soit rapidement transformée en
DA.

Cependant, il a été montré que l'activité de la tyrosine hydroxylase peut étre inhibée par une
augmentation des concentrations de L-DOPA et/ou de DA (Fitzpatrick, 1999). Des études in
vitro ont démontré que la L-DOPA est capable de capturer les complexes TH-Fe®*,
nécessaires a sa production, inhibant ainsi sa propre voie de synthése (Ramsey and
Fitzpatrick, 1998). D’autre part, nos résultats indiquent que le ratio (DOPAC+HVA)/DA
diminue avec 'augmentation du fer dans le LCR, suggérant une diminution de la dégradation
de la DA, comme montré au préalable dans un modéle de carence martiale chez le rat
(Nelson et al., 1997). Ainsi, méme si la production de DA est diminuée du fait de la baisse
des taux de L-DOPA, les taux tissulaires de DA seraient maintenus en raison d’une altération

de son systéme de dégradation.

Aux vues des taux extracellulaires considérablement élevés pour la DA et le DOPAC,
ainsi que la diminution tissulaire du ratio (DOPAC+HVA)/DA, la seconde hypothése irait en
faveur d’'un emballement de la synthése de DA dans le groupe d’animaux ayant subit le
maximum de saignées. Cette synthése accrue, serait reflété par 'augmentation du ratio
DA/L-DOPA avec 'augmentation des taux de fer dans le LCR. Cette hypothése n’exclue pas
une altération conjointe du mécanisme de dégradation proposé ci-avant.

Il a été montré que l'activité du transporteur de la dopamine (DAT) (Nelson et al., 1997,
Erikson et al., 2000) et 'expression du récepteur D2 (Ashkenazi et al., 1982, Ben-Shachar et
al., 1985) étaient diminuées au niveau du striatum, dans les modéles de carence en fer chez
le rat. De méme, chez 'humain, la diminution de I'expression du récepteur D2 corréle avec la

sévérité des symptbmes de la MWE (Connor et al., 2009). La combinaison de ces deux
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phénoménes pourrait expliquer qu’'une diminution de la recapture de la DA vers les cellules
et/ou qu’une diminution du rétrocontréle négatif exercé par les récepteurs D2 présynaptiques
sur la libération de DA (Paulus and Trenkwalder, 2006) et conduirait a 'augmentation de DA
extracellulaire. Ainsi, des analyses histologiques complémentaires devront étre réalisées,
pour étudier I'expression striatale du DAT et des récepteurs D2 de nos animaux.

Les deux hypotheses proposées ci-dessus pour expliquer la dérégulation du métabolisme
dopaminergique chez nos animaux, vont toutes les deux dans le sens d’'une augmentation

des concentrations de dopamine dans le striatum (Figure 35).

Par ailleurs, nous ne retrouvons pas de relation entre les taux de fer dans le sérum et
la modification des concentrations des marqueurs du métabolisme dopaminergique.
Néanmoins, nos résultats indiquent que le ratio (DOPAC+HVA)/DA dans le putamen diminue
significativement en fonction des saignées, conjointement a la baisse des taux
d’hémoglobine, suggérant donc une augmentation de DA et/ou une diminution de sa
dégradation. De plus, les taux de L-DOPA du putamen diminuent avec la baisse des taux
d’hémoglobine, alors qu’a l'inverse le ratio DA/L-DOPA augmente, suggérant la encore une
augmentation de la production de DA. Ces données permettent d’établir une continuité
pertinente entre les ratios de synthése et de dégradation de la DA, les taux d’hémoglobine

en périphérie et ceux du fer décrits ci-dessus au niveau central.

Le réle de la DA striatale dans les fonctions motrices a été largement décrit (Ehringer
and Hornykiewicz, 1960, Dahlstroem and Fuxe, 1964) et une augmentation de [l'activité
dopaminergique au niveau synaptique a récemment été suggérée chez les patients atteints
de la MWE (Earley et al.,, 2013). A terme, une surcharge suffisamment importante de
dopamine dans le milieu extracellulaire, pourrait étre responsable des modifications
comportementales observées chez les animaux ayant subit le maximum de saignées.

En effet, bien que non significatives, les activités diurne et nocturne sont respectivement
augmentées de 400% et de 150% comparées aux niveaux d’activité de base, chez le groupe
ayant subit le maximum de saignées. Ces résultats suggérent qu’une altération constitutive
du comportement locomoteur est concomitante a une augmentation des taux de dopamine
extracellulaire. De plus, nos résultats ont permis d’établir une relation significative entre
'augmentation de dopamine tissulaire et I'activité locomotrice nocturne. Ceci est renforcé par
la relation entre la diminution du ratio (DOPAC+HVA)/DA qui diminue avec 'augmentation de
I'activité nocturne. De la méme maniere, les taux de L-DOPA diminuent conjointement a
laugmentation de [lactivité nocturne. Finalement, nos résultats sont en faveur d’'une

augmentation globale de la synthése et/ou d’'une diminution de la dégradation tissulaire de
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DA dans le putamen, ce qui expliquerait 'augmentation extracellulaire de DA et de DOPAC

dans le putamen et par conséquent I'activation des structures motrices.

Ensemble, nos résultats mettent en évidence de nombreuses similitudes entre
notre modele expérimental et les principales altérations dopaminergiques striatales

décrites chez le rongeur carencé en fer sérique, ainsi que dans la MWE.

Figure 35: Modélisation des mécanismes possibles induits par le PSR au niveau du
striatum et impact sur le comportement locomoteur.
D2=récepteur dopaminergique de type D2; DAT=transporteur de la dopamine ;

DDC=dopadécarboxylase ; Dopamine ; o DOPAC-= acide 3,4-dihydroxyphénylacetique ;
Fe=fer; Hgb= hémoglobine; L-DOPA=3,4-dihydroxyphénylalanine; O,=dioxygene ;
PSR=protocole de saignées répétées ; TH=tyrosine hydroxylase.
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O. II. Modification du métabolisme dopaminergique extrastiatal

Nos résultats indiquent qu’outre le striatum, d’autres régions du SNC présentent une
altération du métabolisme dopaminergique. En effet, nous avons observé des modifications
significativement liées a I'augmentation des taux de fer du LCR au niveau du cortex
préfrontal, ainsi que des cornes dorsale et ventrale de la moelle épiniere. Nos résultats
montrent une augmentation des taux de DA, confirmée par la diminution du ratio
(DOPAC+HVA)/DA, en fonction de 'augmentation des taux de fer du LCR dans le cortex
préfrontal de tous les groupes d’animaux ayant subit le PSR. Cette observation suggéere
gu’une altération du mécanisme de dégradation et/ou qu’'une augmentation de la synthése
de DA au niveau du cortex préfrontal, conduirait & des taux anormalement élevés de DA et
ce, dés la deuxiéme saignée.

Le cortex préfrontal est impliqué dans les processus cognitif (Cools, 2011). Certains patients
atteints de la MWE présentent des troubles cognitifs, qui ont au départ été associés aux
probléemes de sommeil inhérents a la maladie, mais finalement attribués a un
dysfonctionnement préfrontal (Pearson et al., 2006, Gamaldo et al., 2008). Ainsi, la
modification du métabolisme dopaminergique observée dans le cortex préfrontal de nos
animaux, pourrait participer a 'émergence des problémes cognitifs décrits dans la MWE.
Des tests comportementaux nous permettraient d’approfondir cette hypothése. De plus, il a
été montré que certains patients sont capables de contrbler leurs symptdmes en
s’engageant dans une activité mentale telle que les jeux vidéos ou les mots croisés (Silber et
al., 2004). De méme, une approche psycho-éducative de la MWE, sans traitement
pharmacologiques, combinant plusieurs critéres de thérapie cognitive incluant une thérapie
pour les trouble du sommeil et la gestion des symptdomes de la MWE, a reporté une
amélioration significatives de la qualité de vie des patients jusqu’a 3 mois aprés l'arrét de la
thérapie (Hornyak et al.,, 2008, Pigeon and Yurcheshen, 2009). L'ensemble de ces

observations souligne I'importance des aspects cognitifs dans les symptéomes de la MWE.

Les résultats obtenus sur la moelle épiniére sont intéressants puisque les dosages de
la corne dorsale et de la corne ventrale présentent des résultats distincts et a la fois
complémentaires. En effet, les mesures effectuées dans la corne dorsale de la moelle
épiniere mettent en évidence une diminution du ratio (DOPAC+HVA)/DA en fonction de
'augmentation des taux de fer du LCR, alors que celles effectuées dans la corne ventrale
montrent une diminution des concentrations de L-DOPA. Ces deux observations suggérent,
une altération du mécanisme de dégradation dans la corne dorsale d’une part et une

modification de la synthése de dopamine dans la corne ventrale d’autre part.
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Il a été décrit que la dopamine médullaire augmente pendant la réalisation du mouvement
(Gerin and Privat, 1998). De plus, des travaux précédemment réalisés dans notre laboratoire
ont mis en évidence que la zone diencéphalique Allserait la principale source de L-DOPA
dans la moelle épiniere du primate non humain (Barraud et al., 2010). Une hypothese
propose que la dopamine soit localement synthétisée au niveau de la moelle épiniére. A ce
niveau, la dopamine régulerait I'intégration sensorimotrice via les récepteurs de type D2/D3,
c’est pourquoi I'altération de cette voie a été impliquée dans la physiopathologie de la MWE
(Clemens et al., 2006, Barraud et al., 2010). De plus, une étude mesurant la réponse du
réflexe fléchisseur de la moelle épiniére, processus impliquant les mécanismes
dopaminergiques, a montré une hyperexcitabilité médullaire chez les patients atteints de la
MWE (Bara-Jimenez et al., 2000). Ainsi, I'altération du mécanisme de dégradation de la DA
et la diminution de L-DOPA observées chez nos animaux corroboreraient I'exagération de
l'excitabilité médullaire dans la physiopathologie de la MWE et offriraient une voie

d’exploration de 'émergence des symptdémes sensorimoteurs de la MWE.

Finalement, les modifications des ratios (DOPAC+HVA)/DA, DA/L-DOPA, ainsi que la
diminution des taux de L-DOPA, et 'augmentation des taux de DA sont systématiquement
significativement liées a la diminution des concentrations d’hémoglobine. |l apparait ainsi que
la diminution des taux d’hémoglobine refléte inversement toutes les relations établies entre

les taux de fer dans la LCR et les changements monoaminergiques.

Cette observation permet, d’établir une continuité pertinente entre les
modifications des ratios de synthése et de dégradation de la DA, les taux
d’hémoglobine en périphérie et ceux du fer dans le LCR, suggérant que les taux
d’hémoglobine, plutét que ceux du fer et de la ferritine sériques, pourraient étre
avantageusement utilisés en routine médicale comme un indicateur des changements

au niveau du SNC.

O. lll. Le PSR modifie le métabolisme sérotoninergique

Des cas de MWE induits ou aggravés par des antidépresseurs inhibiteurs sélectifs de
la recapture de la sérotonine suggerent que la fonction sérotoninergique pourrait étre
impliquée dans la physiopthatologie de la MWE (Page et al., 2008, Rottach et al., 2008,
Hoque and Chesson, 2010).

En plus de I'altération provoquée sur le systtme dopaminergique, la déplétion en fer sérique

induite lors des saignées, a également modifié le systeme sérotoninergique. En effet, nos
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résultats indiquent que les taux extracellulaires de I'acide 5-hydroxyindolacétique (5-HIAA)
sont significativement augmentés dans le putamen des animaux ayant subit le maximum de
saignées. Cette observation est cohérente avec les résultats de la littérature, décrivant une
augmentation des taux extracellulaires de 30% pour le 5-HIAA dans le striatum de rat
carencé en fer (Chen, 1995). Bien qu’elle ne soit pas significative, nous avons également
observé une augmentation de 151,4% des taux extracellulaires de 5-HT dans le putamen
chez ces mémes animaux.

Comme décrit plus haut pour les taux de DA et de DOPAC, la encore, ce sont les animaux
qui ont subit le maximum de saignées qui présentent les taux extracellulaires de 5-HT et de
5-HIAA les plus élevés. Néanmoins, il est intéressant de constater que le profil
d’augmentation des taux extracellulaires de sérotonine et de 5-HIAA est progressif,
contrairement aux variations brutales observées pour la DA et le DOPAC. Les
concentrations de 5-HIAA, notamment, présentent une augmentation de +23,7% des taux de
base aprés 6 saignées, significativement différente des valeurs obtenues aprés 4 saignées,
puis une hausse de +99,9% des taux de base aprés 8 saignées. Cette observation suggére
que le métabolisme sérotoninergique serait plus sensible a une modification de
I'hnoméostasie du fer, et répondrait plus rapidement (par un mécanisme d’adaptation) que le
systéme dopaminergique a des niveaux de fer croissant et anormalement élevés dans le
LCR.

Par ailleurs, les dosages tissulaires ont mis en évidence qu’une relation significative
entre la modification des concentrations de 5-HT et 'augmentation des taux de fer dans le
LCR s’étendait a différentes région du SNC. En effet, 'augmentation des taux de fer dans le
LCR est concomitante a une diminution des concentrations de 5-HT dans le noyau caudé, le
putamen, la substance noire, ainsi que dans la corne ventrale de la moelle épiniére. Ces
résultats sont en accord avec les études montrant une diminution des taux de 5-HT dans le
cerveau des rats carencés en fer (Green and Youdim, 1977). De maniére intéressante, seule
la corne dorsale de la moelle épiniere présente une variation inverse, avec des
concentrations de sérotonine qui augmentent en fonction de 'augmentation des taux de fer
dans le LCR.

La substance noire est la structure du cerveau qui recoit le plus d’afférences
sérotoninergiques provenant du noyau du raphé. En projetant sur la SN réticulée, les
terminaisons sérotoninergiques modulent I'activité dopaminergique striatale (Parent et al.,
2011). Une étude pharmacologique a montré que les agonistes sérotoninergiques diminuent
la synthese de DA dans le striatum (Spampinato et al., 1985). De plus, les fibres

sérotoninergiques projettent également sur le noyau caudé et peuvent affecter le

122



Discussion

métabolisme et la libération de dopamine localement (Navailles and De Deurwaerdere,
2011). Ainsi, la diminution des taux de sérotonine observée dans le noyau caudé et le
putamen, pourrait expliquer 'augmentation de la dopamine chez les animaux ayant subit le
maximum de saignées.

En outre, les concentrations de 5-HIAA dans le putamen augmentent, alors que ceux de 5-
HT diminuent avec la hausse des taux de fer dans le LCR, suggérant une augmentation de
la dégradation de la sérotonine dans cette structure. Il a été décrit que la sérotonine pouvait
moduler l'activité des neurones dopaminergiques projetant dans le striatum (Mathur and
Lovinger, 2012). En effet, elle jouerait un réle dans la sélection de 'action ainsi que dans le
contrble du mouvement (Parent et al.,, 2011). Ainsi, les altérations du métabolisme
sérotoninergique observées dans le striatum de nos animaux, pourraient expliquer en partie

les symptémes sensorimoteurs de la MWE.

De plus, les concentrations de 5-HIAA et de 5-HT diminuent avec 'augmentation du
fer dans le LCR dans la corne ventrale de la moelle épiniére, suggérant un défaut de
synthése a ce niveau. Les voies sérotoninergiques descendantes dans la corne ventrale de
la moelle épiniere ont été impliquées dans le contrble de la locomotion, en modulant
notamment 'activité des motoneurones (Forrest et al., 1996, Gerin and Privat, 1998).

En revanche, les concentrations de 5-HIAA et de 5-HT augmentent dans la corne dorsale de
la moelle épiniére, suggérant cette fois une activation de la synthése de sérotonine. Il a été
décrit que les neurones sérotoninergiques de la corne dorsale de la moelle épiniére étaient
impliqués dans le contrble de la nociception (Millan, 2002, Yoshimura and Furue, 2006,
Benarroch, 2008). Le fait que la sérotonine médullaire soit impliquée dans le contrble du
mouvement et de la nociception, et que son métabolisme soit altéré par les modifications des
taux de fer, il est dés lors cohérent qu’elle joue un réle tout aussi important que la dopamine
dans la manifestation des symptémes de la MWE.

En effet, la littérature reporte que les antidépresseurs inhibiteurs sélectifs de la recapture de
la sérotonine (ISRS) seraient associés a I'expression de la MWE soit en déclenchant des
symptébmes chez les sujets sains, soit en aggravant ceux préexistants chez les patients
atteints de la MWE (Rottach et al., 2008). En revanche, une étude a reporté une amélioration
des symptdomes moteurs chez 70% des patients traités avec des ISRS (Dimmitt and Riley,
2000). Ainsi, 'hétérogénéité des résultats et le manque de travaux visant a expliquer ces
mécanismes ne permettent pas de conclure sur le réle de la sérotonine dans la MWE.
Néanmoins il est possible que dans le cadre d’un traitement par les ISRS, ceux-ci aggravent
les symptdomes de la MWE non pas en contrélant la sécrétion de la DA mais indirectement,

en augmentant la neurotransmission sérotoninergique. En effet, la sérotonine produite dans
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le raphé dorsal joue un role critigue dans la modulation des neurones sensorimoteurs de la
moelle épiniere (Gebhart, 2004, Hentall and Burns, 2009). Or il a été montré que I'expression
du transporteur de la sérotonine (SERT) diminue avec 'augmentation de symptémes de la
MWE. En outre, les modéles de carence en fer rongeur ont rapporté une diminution de
I'expression du SERT et de 5-HT, Ainsi, les taux d’expression du SERT pourraient influencer
la sévérité de la MWE, pas uniquement en modulant la régulation dopaminergique au niveau
du striatum via le raphé rostral mais de maniére alternative, en modulant directement

I'activité des neurones moteurs et/ou sensoriels de la moelle épiniére (Jhoo et al., 2010).

Finalement, 'ensemble des résultats montrent que notre protocole de déplétion est
efficace pour provoquer une diminution des niveaux sériques de fer et des protéines
associées au bout de 2 a 4 saignées, ainsi que pour modifier significativement les
métabolismes monoaminergiques a moyen terme. Bien que des expériences
complémentaires doivent étre réalisées, ce travail original offre des premiers résultats
prometteurs.

En effet, notre modéle expérimental présente les principales altérations
neurochimiques et comportementales décrites dans la MWE et pourrait ainsi étre utile

ala compréhension des mécanismes physiopathologiques impliqués dans la MWE.
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P. Perspectives

Nos résultats concernant les variations journaliéres des taux de fer et de protéines
associées chez le macaque naif, pourraient étre complétés sur un plus grand nombre
d’animaux, par des dosages des taux de fer, de L-DOPA, de DA et de ses métabolites a
heures variables dans le LCR, chez les animaux naifs ainsi qu'au cours du PSR. Ceci
permettrait de savoir si I'on retrouve i) les variations journalieres de ces parameétres chez les
animaux ayant subit le PSR, ii) les modifications comportementales diurnes et nocturnes.
Ensemble, cela permettrait d’étudier I'hypothése imputant les périodes de manifestation des
symptdémes aux variations circadiennes du fer et de la DA chez les patients atteints de la
MWE (Earley et al., 2006a, Baier and Trenkwalder, 2007).

De plus, il serait intéressant de tester 'impact du PSR sur le long terme, afin d’étudier a quel
point la déplétion en fer modifie le métabolisme dopaminergique et si une supplémentation
en fer pourrait rétablir 'homéostasie du métabolisme dopaminergique, ainsi que le

comportement locomoteur.

Alors que les traitements par agonistes des récepteurs D2/D3 administrés aux
patients atteints de la MWE réduisent les symptomes moteurs, ils ne semblent pas avoir
d’effet sur les perturbations du sommeil nocturne et peuvent dans certains cas engendrer
une hypersomnie (Kumru et al., 2008, Silber, 2013). Aussi, notre modéle expérimental
validerait sa cohérence clinique en testant 'impact des agonistes dopaminergiques D2/D3, a

la fois sur I'activité locomotrice ainsi que sur les paramétres du sommeil.
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Impact des agonistes dopaminergiques sur le cycle veille-
sommeil dans un modéele macaque de |la maladie de

Parkinson.

L’objectif de cette étude était d’évaluer I'impact des agonistes dopaminergiques sur le
cycle veille-sommeil, dans un modéle expérimental de la maladie de Parkinson. Nous avons
tiré profit du modéle macaque intoxiqué au MPTP, dont la symptomatologie est proche de
celle des patients parkinsoniens, aussi bien sur le plan moteur que non moteur, pour tester
notre hypothése (Bezard et al., 2001, Barraud et al., 2009, Tass et al., 2012). Les travaux
précédemment réalisés dans notre laboratoire ont permis de développer et de valider
I'utilisation de ce modéle pour I'étude des troubles du sommeil dans la MP (Barraud et al.,
2009). Ainsi, cette partie du projet de recherche s’inscrit dans la continuité des travaux initiés
ultérieurement et apporte des résultats pharmacologiques originaux, avec un potentiel

clinique prometteur.

Q. Altération des parametres veille-sommeil chez le

macaque intoxiqué au MPTP

Tout d’abord, cette étude nous a permis de confirmer I'altération des cycles veille-
sommeil chez le macaque intoxiqué au MPTP contribuant ainsi a asseoir la validité de ce
modeéle pour I'étude des modifications des cycles veille-sommeil dans les syndromes
parkinsoniens (Barraud et al., 2009). Nos résultats retrouvent une suppression du sommeil
paradoxal (SP) dés la premiére injection de MPTP, ainsi que l'apparition rapide de
somnolence diurne excessive (SDE) et ce, avant la dégradation des capacités motrices,
comme précédemment rapporté (Barraud et al., 2009).

De méme, plusieurs mois aprés I'adaptation aux symptémes moteurs, les enregistrements
électroencéphalographiques ont montré que la SDE persistait et que le SP, bien qu’amélioré,
restait significativement quantitativement diminué chez les animaux présentant un état
parkinsonien chronique. Cela nous a permis par la suite, de tester I'impact d’agonistes
dopaminergiques sélectifs des récepteurs de types D1 (SKF38393) et D2 (quinpirole) chez

ces animaux.
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R. Effet des agonistes des récepteurs dopaminergiques

R. I. Inefficacité du quinpirole dans I'amélioration des troubles veille-

sommeil

Les récepteurs des agonistes de type D2 jouent un réle majeur dans le contrdéle de
I'éveil et du SP. Cependant, les études menées chez le rongeur sain (Lima et al., 2008, Qu
et al., 2010) et narcoleptique (Burgess et al., 2010) rapportent des résultats hétérogenes
quant a l'action des agonistes des récepteurs de type D2. En effet, 'administration aigue
d’agonistes des récepteurs de type D2 présent un effet biphasique puisque de faibles doses
de quinpirole diminuent I'éveil et augmente le SP alors que des résultats opposés sont
reportés pour des doses élevées (Monti et al., 1989). Les études sur les troubles du sommeil
relatifs & un syndrome parkinsonien ont montré une augmentation de I'éveil (Wisor et al.,
2001) ainsi que I'induction du SP (Dzirasa et al., 2006) chez des souris déficientes pour le
transporteur de la DA. Des résultats contradictoires ont cependant été observés chez des
souris intoxiquées au MPTP (Laloux et al., 2008a).
Les agonistes des récepteurs D2/D3 permettent 'amélioration les symptdémes moteurs de la
MP (Parkinson-Study-Group, 2000, 2009). Cependant, des études ont montré leur
implication dans l'aggravation des troubles du sommeil chez les patients parkinsoniens
(Homann et al., 2002). En effet, les patients traités avec des agonistes D2/D3 présentent des
attagues de sommeil incontr6lées et irrésistibles en journée (Frucht et al., 1999). De plus, il
semblerait que ce type de traitement ne montre pas d’amélioration efficace chez les patients
présentant des troubles du comportement du SP (Kumru et al., 2008). De maniére
cohérente, nos résultats ont montré que I'administration de quinpirole ne permet pas de
diminuer la somnolence diurne, ni de restaurer le SP (non associé aux troubles du

comportement du SP) chez nos animaux.

R. Il. Effet bénéfiques du SKF38393 sur les troubles veille-sommeill

En revanche, le traitement au SKF38393 sur cing jours consécutifs, a
considérablement amélioré ces deux parametres. En effet, la diminution de la SDE par le
traitement au SKF38393 observé chez nos animaux, est cohérente avec les études menées
chez les rats sains et narcoleptiques, montrant que les agonistes des récepteurs D1 ont la
capacité de promouvoir I'éveil (Ongini et al., 1985, Burgess et al., 2010). Tandis que les

études menées chez le rongeur naif ont décrit que les injections systémiques d’agonistes D1
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réduisent la proportion de SP (Trampus et al., 1993, Monti and Monti, 2007), nos résultats
ont mis en évidence pour la premiére fois une restauration significative du SP chez les
animaux présentant un état parkinsonien chronique.

L’ensemble de ces observations conférent aux agonistes des récepteurs D1 un potentiel a
restaurer I'architecture du sommeil chez les singes intoxiqués au MPTP.

Les agonistes D1 permettent une amélioration des symptébmes moteurs supérieure a celle
des agonistes des récepteurs D2/D3 et comparable a celle de la L-DOPA. Cependant, une
étude clinique a reporté que comme la L-DOPA, cette catégorie de traitement posséde un
effet pro-dyskinétique (Rascol et al., 2001). En effet, les travaux au sein du laboratoire ont
permis de mettre en évidence le rble clef des récepteurs D1, dans l'apparition des
dyskinésies (Aubert et al., 2005, Berthet et al., 2009).

Ainsi, des études complémentaires seraient nécessaires pour évaluer les doses
auxquelles un traitement par ce type d’agoniste permettrait de bénéficier d’une
amélioration optimale des troubles de veille-sommeil chez les animaux présentant un

syndrome parkinsonien chronique, sans entrainer de dyskinésie sur le long terme.

Par ailleurs, nos résultats suggérent que la lésion du systéme dopaminergique par le
MPTP altérerait les voies de régulation du sommeil paradoxal mettant en jeu les récepteurs
D1. En effet, il a été montré que les récepteurs D1 sont présents au hiveau de
I'hypothalamus latéral et que leur action diminue l'activit¢ des neurones a hormone
concentrant la mélanine (MCH), neuropeptide indispensable notamment, dans l'induction et
le maintient de I'état de sommeil (Conductier et al., 2011, Luppi et al., 2013). De plus, il a été
décrit que la MCH joue un réle clef dans 'lhoméostasie du sommeil paradoxal (Peyron et al.,
2009). Des comptages stéréologiques réalisés sur nos animaux intoxiqués au MPTP n’ont
pas révélé la perte des neurones a MCH, au niveau antérieur et postérieur de
I'hypothalamus latéral (observations non publiées), alors que les neurones dopaminergiques
de la substance noire sont fortement diminués chez ces mémes animaux (Barraud et al.,
2009). Ainsi, une hypothése serait que I'amélioration de la somnolence diurne et la
restauration du SP observée pendant le traitement au SKF38393 soit due a son action sur

les neurones a MCH.
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Finalement nos résultats mettent en évidence une dichotomie de I'effet des agonistes
des récepteurs dopaminergiques de type D1 et D2 sur les paramétres de la veille et du
sommeil chez les animaux présentant un syndrome parkinsoniens chronique. En effet, si
I'agoniste des récepteurs D2 ne montre pas d’amélioration sur les troubles du sommeil, a
I'inverse I'agoniste des récepteurs D1 restaure efficacement ces paramétres ouvrant ainsi de
nouvelles perspectives dans la recherche de traitements visant & améliorer les prises en

charge des troubles veille-sommeil dans la MP.

S. Perspectives

Une étude menée chez le rongeur a récemment validé que les neurones a MCH de
'hypothalamus latéral peuvent étre stimulés spécifiguement par la technique
d’optogénétique (Konadhode et al., 2013). Ainsi, il pourrait étre intéressant de tester si la
stimulation des neurones a MCH, a l'aide de l'optogénétique provoque l'apparition du
sommeil paradoxal chez les animaux intoxiqués au MPTP.

Par ailleurs, l'orexine est un neuropeptide également produit dans I'hypothalamus latéral,
impliqué entre autre dans l'arrét du SP, l'induction et le maintien de I'éveil, notamment par
son action sur les neurones a MCH (Gao, 2009, Luppi et al., 2013). Par ailleurs, il a
récemment été décrit que des injections intranasales d’orexine A diminue les épisodes
d’endormissement chez les personnes atteintes de narcolepsie (Baier et al., 2011). Ainsi, il
serait intéressant de tester le potentiel éveillant de Il'orexine par une stimulation
optogénétique sélective des cellules a orexine, chez les animaux présentant une
somnolence diurne excessive induite par l'intoxication au MPTP (Adamantidis et al., 2007).
Ces deux expériences menées en paralléle, permettraient d’identifier lequel de ces deux

facteurs serait sensible aux modifications engendrées par I'intoxication au MPTP.
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T. Perspectives translationnelles

Par ailleurs, nos résultats montrent une augmentation de l'activité locomotrice, en
particulier nocturne, chez les animaux ayant subit le maximum de saignées, contrairement
aux animaux intoxiqués au MPTP dont l'activité locomotrice est réduite en raison de la
dénervation dopaminergique (Bezard et al., 2001). Ainsi, il semblerait que les modifications
comportementales varient suivant les taux de dopamine dans chacun des deux modéles
d’étude. Ensemble, les observations sont cohérentes avec les symptomes retrouvés soit
dans la MWE, soit dans la MP (Ehringer and Hornykiewicz, 1960, Barriere et al., 2005).

L’hypothalamus est une structure clef dans la régulation des cycles veille-sommeil qui
s’effectue notamment par les cellules a orexine et a MCH, respectivement impliquées dans
I'induction et le maintien soit de la veille soit du sommeil (Conductier et al., 2011). Une étude
récente a montré que la dopamine diminue globalement 'activité des neurones MCH via les
récepteurs de types D1 et D2, mais aussi en se fixant sur les récepteurs noradrénergiques
(Conductier et al., 2011). Ainsi, il serait intéressant de comparer I'expression des récepteurs
de type D1 et D2 dans I'hypothalamus latéral des singes ayant subit le protocole de
saignées, a ceux des singes intoxiqués au MPTP. De méme, des dosages des
concentrations de MCH et d’orexine dans I'’hypothalamus latéral permettraient de comparer
les taux de ces neuropeptides entre les animaux ayant subit le protocole de saignées et ceux
intoxiqués au MPTP. La diminution de I'activité des neurones impliqués dans I'induction et le
maintien du sommeil pourrait étre une piste pour expliquer les difficultés d’endormissement
et le phénoméne d’insomnie observés chez les patients atteints de la MWE (Ekbom, 1945,
Allen et al., 2005).

Par allleurs, les marquages pour le fer et ses biomarqueurs sont diminués dans la
substance noire et le putamen issus de patients atteints de la MWE (Burdo and Connor,
2003). A linverse, des analyses anatomopathologiques ont rapporté la présence de dépbts
de fer dans la substance noire, le striatum et les cellules contenant de la neuromélanine,
issus de patients parkinsoniens (Faucheux et al., 2002, Faucheux et al., 2003). Ainsi, des
analyses histologiques comparées de la SNc et du striatum devront étre réalisées afin de
comparer le profil de marquage du fer et les niveaux d’expression de ses biomarqueurs,
chez les animaux ayant subit le protocole de saignées, a ceux des animaux intoxiqués au

MPTP. Cela nous permettrait de savoir si I'on retrouve pour chaque modéle d’étude
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respectif, la topographie des modifications des niveaux de fer décrite chez les patients

atteints de ces deux maladies.

Finalement, il a été reporté que la prévalence de la MWE varie de 3% a 14% dans la
population des patients parkinsonniens (Kumar et al., 2002, Loo and Tan, 2008). Ainsi, il
serait intéressant de réaliser une étude transversale visant a évaluer I'apparition des
symptdmes parkinsoniens chez les animaux ayant subit le protocole de saignées. Pour cela,
il serait possible de tester 'influence d’'une intoxication au MPTP a faible dose sur un groupe
d’animaux ayant subit un nombre suffisant de saignées pour présenter les caractéristiques
d’'une carence martiale et de comparer I'apparition des symptdomes parkinsoniens a ceux
d’'un groupe d’animaux traités au MPTP uniquement. Conjointement a I'évaluation de
lapparition des symptédmes moteurs et non moteurs caractérisant 'établissement d’un
syndrome parkinsonien, il serait intéressant d’effectuer des dosages in vivo des monoamines
par microdialyse. Cela permettrait de savoir si les animaux ayant subit le protocole de
saignées sont plus sensibles a lintoxication au MPTP et renseignerait sur les mécanismes
qui seraient prioritairement dérégulés dans le cadre de ces deux maladies. Il s’agirait alors
d’'une opportunité de savoir si la MWE pourrait étre un facteur de risque ou une conséquence

de la maladie de Parkinson.
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Conclusion géneéerale

Finalement, a travers ce projet de thése nous avons pu évaluer l'implication de la

dopamine dans deux pathologies présentant des altérations du repos.

La neurophysiologie et les mécanismes biochimiques de la MWE ont été peu étudiés
a ce jour, notamment du fait de la nature subjective de cette maladie, rendant difficile la
modélisation de ces symptdmes (Ghorayeb and Bezard, 2012). Ainsi, les paramétres
caractéristiques de la MWE principalement mesurés sont les mouvements périodiques du
sommeil et les seuls modéles actuels sont réalisés chez le rongeur. Parmi eux on trouve des
approches pharmacologiques (Teicher et al., 1995) et génétiques (Clemens and Hochman,
2004, Clemens et al., 2005). D’autres modéles, basés sur les hypothéses impliquant un
dysfonctionnement du métabolisme dopaminergique au niveau de la voie diencéphalospinale
All, proposent une approche Iésionnelle de cette voie, seule ou combinée a une carence en
fer (Ondo et al., 2000, Qu et al., 2007, Zhao et al., 2007, Lopes et al., 2012). Bien que ces
modéles montrent une bonne validité prédictive, telle que la réponse aux traitements, ils ne
dérivent pas de causes connue chez 'humain.
Ainsi, l'originalité de notre étude consiste en un protocole expérimental basé sur une
étiologie proposée dans le développement de la MWE, (Sun et al., 1998, Mizuno et al., 2005,
Allen and Earley, 2007). De plus, I'induction d’'une carence en fer nous a permis de mettre en
évidence une dérégulation des systémes monoaminergiques dans des structures clefs
impliquées dans la motricité et la somesthésie, ainsi que du comportement locomoteur.
L’ensemble de nos résultats renforce I'idée d’un lien causale entre ces parametres dans la

symptomatologie de la MWE.

Le deuxiéeme aspect de ce projet a bénéficié de la grande similitude entre la
symptomatologie du modéle primate non humain de la MP, avec celle de la maladie humain.
Ainsi, I'expertise confirmée de notre laboratoire dans ['utilisation de ce modéle, nous a
permis d’approfondir I'étude de la dérégulation des cycles veille-sommeil et de mettre en
évidence le potentiel bénéfique d’un agoniste dopaminergique de type D1 sur la dérégulation

des parameétres du repos.
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En conclusion, la validation de notre modéle d’étude par la réalisation des
expériences complémentaires proposées pourrait conduire a un modele de primate
non humain de la MWE. Au méme titre que le modéle primate de la MP, un tel outil
serait d’un intérét majeur a la fois pour explorer de maniére plus approfondie les
mécanismes impliqués dans la physiopathologie de la MWE mais également pour
explorer de nouvelles stratégies thérapeutiques dans une maladie qui en manque, et
de maniére importante, pour rationaliser le traitement actuellement empirique de cette
maladie.
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Résumé

A travers ce projet de recherche nous avons exploré différents aspects d’une dérégulation du
systeme dopaminergique sur les troubles du repos, en prenant pour exemple deux maladies
neurologiques : la maladie de Willis-Ekbom (MWE) et la maladie de Parkinson (MP).

La MWE est une maladie neurologique sensorimotrice caractérisée par des douleurs dans les
membres inférieurs, s’accompagnant d’un besoin irrépressible de bouger et ce, suivant un profil
circadien. Ainsi, le premier volet de ces travaux s’est appliqué a reproduire chez le macaque, les
principales altérations du métabolisme du fer et de celui de la dopamine reportées dans la MWE. Tout
d’abord, nous avons établit les bases physiologiques des variations circadiennes des concentrations
du fer et de ses biomarqueurs au niveau central et périphérique. Puis, nous avons développé un
protocole simple, uniguement basé sur des prélévements sanguins répétés, permettant d’induire
efficacement une déplétion en fer sérique et de ses protéines associées. Finalement, ce protocole
nous a permis d’explorer les liens entre l'altération de 'homéostasie du fer au niveau du systéme
nerveux central, les perturbations neurochimiques dans différentes structures cérébrales ainsi que les
modifications locomotrices qui en résultent.

Le second volet de cette thése a testé 'impact des agonistes des récepteurs dopaminergiques
de type D1 (SKF38393) et D2 (quinpirole), sur les troubles du sommeil dans un modéle macaque de
la MP, a l'aide d’enregistrements polysomnographiques. Pour cela, nous avons évalué les effets de
ces agents pharmacologiques sur I'émergence de la somnolence diurne et sur I'altération du sommeil
paradoxal, induits par une intoxication au MPTP. Nos résultats mettent en évidence que le quinpirole
est inefficace pour restaurer les niveaux de base de ces deux parameétres. En revanche, le SKF38393
permet une diminution notable de la somnolence diurne ainsi qu'une restauration du sommeil
paradoxal.

Finalement, les perturbations monoaminergiques liées a la déplétion en fer ouvrent de
multiples perspectives de recherche sur la physiopathologie de la MWE. De méme, 'amélioration des
troubles veille-sommeil par I'agoniste des récepteurs D1, offre de nouvelles pistes thérapeutiques
quant a la prise en charge des troubles du repos dans la MP. L’ensemble de nos résultats apporte un
niveau de compréhension supplémentaire quant au réle de la dopamine dans les altérations du repos.

Mots clefs : Maladie de Willis-Ekbom ; Maladie de Parkinson ; Primate non-humain ; Fer ; Dopamine ;
Sérotonine ; Troubles du Sommeil ; Somnolence Diurne Excessive ; Sommeil Paradoxal ; MPTP ;
Récepteurs Dopaminergiques.

Abstract

During this thesis project we explored several aspects of the impact of a dopaminergic system
dysregulation on the rest alterations, through two neurological diseases: the Willis-Ekbom’s disease
(WED) and Parkinson’s diseases (PD). The WED is a neurological sensorimotor disorder mainly
characterized by pain in lower limbs. It preferentially appears in the evening and transiently and
partially is alleviated by motor activity.

Thus, the first part of this work aimed at reproducing the main dysfunctions of the iron and
dopaminergic metabolisms observed in WED, in the macaque monkey. We first established the
circadian variations of iron-indicator concentrations in serum and cerebrospinal fluid. Then we
developed a rapid protocol based on repeated blood withdrawals, allowing to efficiently induce serum
iron depletion. Finally, this protocol enabled us to investigate the relationship between iron metabolism
dysfunctions, neurochemical alterations and the subsequent locomotor behavioural changes.

In the second part, of this research project we examined the impact of selective D1
(SKF38393) and D2 (quinpirole) receptor agonists on the sleep impairments in a macaque model of
PD using the polysomnographic recording technique. Thus we investigated the effects of these two
pharmacological compounds on the daytime sleepiness and on the paradoxical sleep induced by
MPTP intoxication. Our results demonstrated the inefficacy of quinpirole to restore these two altered
sleep parameters. By contrast, SKF38393 significantly decreased daytime napping and substantially
restored paradoxical sleep.

Finally, the monoaminergic dysregulations, induced by iron depletion, may offer multiple
perspectives to unravel the WED pathophysiology. In the same line, the beneficial effects exhibited by
the D1 receptor agonist bring new therapeutic avenues to treat sleep-wake disorders in PD. Together,
the global results bring new insights in the underlying mechanisms of sleep impairment involving
dopamine.

Key words : Willis-Ekbom’s disease; Parkinson’s disease; Non-Human Primate; Iron; Dopamine;
Serotonin; Sleep disorders; Excessive Daytime Sleepiness; Paradoxical Sleep; MPTP; Dopaminergic
Receptors.
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