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Liste des abréviations

ATV : Aire Tegmentale Ventrale

BHE : Barriére Hémato-Encéphalique

DA : Dopamine

DAT : Transporteur a Dopamine

DHP : Dihydropyridine

DMV : Noyau Moteur dorsal du Vague

GPe : Globus Pallidus Externe

GPi : Globus Pallidus Interne

HVA : Haut seuil d’Activation

ICOMT : Inhibiteurs des Catéchol-O-Méthyl-Transférase
IMAOB : Inhibiteur de la Monoamine Oxydase B
LB : Corps de Lewy

LC : Locus Coreuleus

LP : Pathologie de Lewy

LCCVD : Canaux Calciques Voltage-Dépendants de type L
MCJ : Maladie de Creutzfeldt-Jakob

MCU : Unipore du Calcium Mitochondrial

MP : Maladie de Parkinson

MPP : 1-Méthyl-4-PhénylPyridinium

PPN : Noyau Pédonculopontin

RE : Réticulum Endoplasmique

ROS : Especes Réactives de I'Oxygene

SNc : Substance Noire Compacte

SNC : Systeme Nerveux Central

SNr : Substance Noire Réticulée

STN : Noyau Sous Thalamique

TH : Tyrosine Hydroxylase



INTRODUCTION

La maladie de Parkinson (MP) est un trouble neurologique neurodégénératif caractérisé par
une akinésie, une rigidité et un tremblement au repos. Elle s"accompagne de déficits
fonctionnels non moteurs tels que des dysfonctions neurovégétatives et sensorimotrices, un
déclin cognitif, des dépressions et des troubles du sommeil. La MP atteint jusqu'a 1% des
personnes de plus de 60 ans et 2% des personnes de plus de 80 ans. Des formes plus rares
de la maladie surviennent avant I’age de 50 ans et ne représentent que 10% des cas. Les
effets dévastateurs de la maladie associés a I'augmentation de I'espérance de vie, sur les
personnes atteintes et les aidants, signifient que la MP devient un fardeau croissant pour les

ressources de santé.

Les traitements pharmacologiques actuels symptomatiques sont nombreux et ne
ralentissent niinversent la progression de la maladie. lls ont des efficacités, des profils de
sécurité et des indications différentes.

La baisse de la dopamine striatale joue un réle clé dans la pathogenése des symptémes
moteurs. La plupart des traitements sont basés sur une stratégie de remplacement de la
dopamine ou la stimulation des récepteurs a dopamine. Les symptomes moteurs résultent
principalement de la mort des neurones dopaminergiques de la SNc qui innervent les
ganglions de la base. Les traitements non dopaminergiques et les procédures chirurgicales
sont eux, utilisés de maniere plus restreinte.

Malheureusement, ces traitements actuels sont souvent associés a des effets indésirables

moteurs et psychiatriques invalidants handicapants qui limitent leurs utilisations.

Des études récentes ont soutenu que les agrégats protéiques intracellulaires d’a-synucléine,
couramment retrouvés dans le cerveau des patients atteints de la MP, sont a |'origine de la
LP et se propageraient de facon rétrograde a travers des réseaux neuronaux couplés
synaptiquement. Le mauvais repliement de cette protéine pourrait étre a I'origine de
nombreuses perturbations moléculaires et cellulaires avec pour conséquence une

vulnérabilité neuronale.



Cependant, des facteurs cellulaires autonomes seraient susceptibles de jouer un réle non
négligeable dans la détermination du profil de MP mais, plus important encore, dans le profil

de la perte neuronale.

Des études électrophysiologiques, épidémiologiques et neuropathologiques ont impliqué les
canaux calciques de sous-type CaV1.3 dans la pathogenése des troubles parkinsoniens.
Certains médicaments de type dihydropyridine, inhibiteurs des canaux calciques, se sont

avérés capables de ralentir la progression de la MP chez I’homme.

Cette thése débutera, dans un premier temps, en rappelant les limites des traitements
actuels de la MP. Ensuite, dans un second temps, elle s’intéressera a la protéine a-
synucléine, a son mauvais repliement et sa propagation a travers le réseau neuronal. Dans
une troisieme partie, elle montrera le role des facteurs cellulaires autonomes et I'implication
des canaux calciques dans la vulnérabilité sélective de certains groupes de neurones :
I’ensemble de ces facteurs pourrait gouverner non seulement la propagation de la
pathologie a-synucléine mais aussi la mort neuronale. Enfin, la quatriéme partie présentera
I'intérét de I'utilisation de l'isradipine, molécule potentiellement neuroprotectrice, comme

futur traitement de la MP.
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[. Intéréts et limites des traitements actuels disponibles dans la MP

Il n'existe actuellement aucun traitement curatif de la MP. Les médicaments utilisés visent
seulement a compenser le déficit en dopamine. Ces traitements symptomatiques reposent
sur la connaissance du métabolisme de la dopamine et de son mode d'action au niveau des
synapses. L’age moyen d’initiation d’un traitement antiparkinsonien est de 75 ans.

La lévodopa, précurseur de la dopamine, reste le principal médicament utilisé car il est le
plus actif. Celui-ci est majoritairement prescrit chez les patients agés de plus de 70 ans. A
coté de la lévodopa, des agonistes de la dopamine miment I'effet de la dopamine sur les
récepteurs. lls sont surtout prescrits chez des sujets jeunes de moins de 60 ans. Des
inhibiteurs des enzymes interviennent dans le catabolisme de la dopamine afin de prolonger

son effet.

La lévodopa et les agonistes dopaminergiques représentent plus de 80% des prescriptions
des patients parkinsoniens. Leur association avec d’autres médicaments antiparkinsoniens

est retrouvée dans 20% des cas.

A. Thérapies médicamenteuses

Ce chapitre s’appuie sur les références (1) a (5).

Les thérapies médicamenteuses actuellement disponibles comprennent la lévodopa, les
agonistes de la dopamine, les inhibiteurs de la monoamine oxydase B (IMAOB), les
inhibiteurs des catéchol-o-méthyltransférase (ICOMT), les anticholinergiques et

['amantadine.

1. Lalévodopa

La découverte de la lévodapa constitue une étape majeure en neuropharmacologie
moderne. La lévodopa est le traitement de référence dans la MP en raison de son efficacité

impressionnante sur les symptémes moteurs et de son prix relativement peu élevé (1). En
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comparaison avec d’autres médicaments antiparkinsoniens tels que les agonistes de la
dopamine, elle reste plus efficace et moins chere. Son principal avantage est son effet
« réussi »au cours des premieres années de traitement : période connue sous le nom de L-
DOPA “honeymoon.”. Aussi, la |évodopa reste le seul médicament rapporté pour améliorer
I'espérance de vie d’environ 5 ans, bien que le taux de mortalité reste plus élevé chez les

patients parkinsoniens que dans la population générale.

La lévodopa est le précurseur de la dopamine. Elle traverse la BHE pour étre captée par les
neurones dopaminergiques puis transformée en dopamine (2). Ce mécanisme est possible
tant qu'il y a suffisamment de neurones dopaminergiques nigrostriés pour assurer la
capacité de synthése, de stockage et de relargage de la dopamine chez le patient
parkinsonien. Elle est souvent associée a un inhibiteur de la dopa-décarboxylase :
bensérazide ou carbidopa, ne passant pas la BHE (3). En effet, la majorité de la |évodopa
n’arrive pas dans les noyaux gris centraux car elle est décarboxylée a la périphérie au niveau
de la paroi de I'estomac par la dopa décarboxylase périphérique puis transformée en
noradrénaline par la dopamine B hydroxylase. Cette derniére transformation est a I'origine
de certains effets secondaires périphériques de la lévodopa. La dopamine provoque des
nausées et vomissements par stimulation des récepteurs dopaminergiques de la paroi de
I'estomac et de la zone « gachette du vomissement » située dans le plancher du 4éme
ventricule (area postrema) ainsi que des hypotensions orthostatiques par stimulation des
récepteurs dopaminergiques vasculaires (vasodilatation) et rénaux. Grace aux inhibiteurs de
la dopa-décarboxylase, la destruction de la Iévodopa est réduite a la périphérie. Ainsi, il y a
moins de dopamine périphérique donc moins d’effets secondaires périphériques et plus de
Iévodopa qui passe la BHE. La biodisponibilité globale de la Iévodopa est donc augmentée et

sa demi-vie d’élimination est de 3h.

Cependant, au long court, la |évodopa ne résout pas tous les problémes rencontrés chez les

patients et posseéde de nombreux effets indésirables :
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» Effets indésirables centraux dopaminergiques

X/

** Moteurs

Les complications motrices comprennent essentiellement les fluctuations motrices et les
mouvements anormaux involontaires appelés dyskinésies. Elles sont fréquentes et touchent
environ 80% des patients parkinsoniens apres 5 a 10 ans de traitement. Elles constituent une

source de géne considérable.

Les fluctuations motrices sont liées a la perte progressive des neurones nigrostriataux
entrainant une diminution des capacités de stockage de la dopamine ne permettant plus de
compenser les variations des concentrations plasmatiques de Iévodopa. Les effets
thérapeutiques deviennent donc trés dépendants des concentrations plasmatiques et de la
pharmacocinétique de la Iévodopa expliquant la survenue des akinésies de fin de dose. Dans
certains cas, a un stade encore plus évolué, des modifications de la sensibilité des récepteurs
dopaminergiques post-synaptiques (stimulations pulsatiles anormales et intermittentes des
récepteurs dopaminergiques) sont a I'origine de fluctuations beaucoup plus brutales et
imprévisibles. Le patient passe alors brutalement d’un effet de déblocage (phase ON) a un

effet de blocage (phase OFF). Cet effet indésirable est encore appelé effet ON-OFF.

Les dyskinésies, suivant la prise de |évodopa, traduisent une hypersensibilité des récepteurs
dopaminergiques et une augmentation du nombre de récepteurs. Ces mouvements peuvent
survenir soit au « milieu de dose » (mouvements pseudochoréiques des extrémités) au cours
des périodes de déblocage quand les taux de |évodopa dépassent un certain seuil.

Les dyskinésies de début et fin de dose restent encore mal expliquées. Elles seraient dues
probablement a la pulsatilité anormale de la stimulation dopaminergique induite par la
lévodopa qui déregle les réponses au niveau du striatum et déséquilibre I'ensemble des

relais moteurs situés en aval (2).

La prise en charge de ces complications comprend la fragmentation des doses, I'utilisation
d’'une forme a libération prolongée, l'association a un agoniste dopaminergique ou
I'association d’un traitement adjuvant : IMAO-B ou ICOMT pour les akinésies de fin de dose

et I'amantadine pour les dyskinésies. L'utilisation d’un agoniste dopaminergique lors de
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I'initiation du traitement antiparkinsonien permet de retarder I'apparition des complications
motrices.

Plusieurs caractéristiques motrices y compris la parole, la démarche, la posture et I'équilibre
ne répondent généralement pas a la Iévodopa et tendent a se détériorer au fil du temps

malgré une dopathérapie optimale.

Au long court, la |Iévodopa tend a aggraver les symptdmes non moteurs parkinsoniens tels
qgue les hallucinations, les troubles cognitifs et les hypotensions orthostatiques. Elle peut

induire des effets indésirables dopaminergiques "type A » prévisibles.

¢ Les effets psychiatriques

La lévodopa provoque parfois de véritables psychoses avec hallucinations visuelles et/ou
auditives qui seraient la conséquence d’une stimulation excessive des récepteurs
dopaminergiques mésocorticolimbiques et/ou d’une hyperactivité sérotoninergique
(interaction dopamine-sérotonine). Ces effets psychiatriques s’observent plus fréquemment
chez le sujet agé, en mauvaise santé et « polymédiqué ». Des troubles du comportement de
type addiction aux jeux, achats compulsifs, punding (comportements répétitifs sans but) et

une hypersexualité sont également observés.

Ainsi, la Iévodopa n'arréte pas la progression de la MP. Au cours des stades les plus avancés
de la maladie elle n'améliore pas beaucoup les symptomes moteurs et non moteurs
handicapants. Des effets secondaires génants sont souvent associés a la thérapie par

lévodopa.

2. Les agonistes dopaminergiques

Au cours des premiers stades de la maladie, les agonistes de la dopamine sont efficaces pour
controbler les symptémes moteurs du parkinsonisme. Ils sont cependant moins efficaces que

la lévodopa et sont relativement chers, en particulier les plus récents (1).
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Tous les agonistes dopaminergiques stimulent les récepteurs D2, initialement considérés
comme étant seuls impliqués dans les effets moteurs de la dopamine. On distingue deux

classes parmi eux (4):

a) Les alcaloides de l'ergot de seigle ou "ergopeptines” :
bromocriptine, cabergoline, lisuride et pergolide

IIs sont les plus anciens et possedent, outre des propriétés d’agonistes dopaminergiques, des
propriétés alpha - adrénergiques ou sérotoninergiques.

Des effets indésirables liés a leur structure chimique : oedémes des membres inférieurs,
syndrome de Raynaud, rares observations de fibroses (pulmonaires ou rétropéritonéales)

ont été rapportés.

b) Les agonistes non dérivés de I'ergot de seigle :
apomorphine, ropinirole, pramipexole, piribédil et rotigotine

Ce sont des composés plus récents, synthétiques, plus spécifiques des récepteurs D2,

présentant moins d'effets indésirables.

Le principal avantage des agonistes dopaminergiques, dans le traitement actuel de la MP, est
leur efficacité dans le traitement et la prévention des complications motrices. Les
fluctuations motrices et les dyskinésies surviennent rarement au cours d’un traitement de
premiere intention par les agonistes dopaminergiques seuls. Au stade précoce de la MP, les
agonistes dopaminergiques controlent efficacement les symptomes moteurs et surtout,
réduisent de moitié le risque de complications motrices (2). Cet effet clinique a été
récemment confirmé par une étude d’imagerie fonctionnelle (la tomographie par Emission
de Positrons (TEP)). Elle marque les terminaisons dopaminergiques de la voie nigrostriée
grace a un radiotraceur (18 Fluoro dopa) et montre une progression plus lente de la maladie
chez les patients parkinsoniens traités par ropinirole par rapport aux patients traités par

lévodopa (5).
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Les agonistes dopaminergiques ont donc un intérét quant a leur potentielle propriété
neuroprotectrice. C'est chez les patients non exposés auparavant a la lévodopa que les
agonistes dopaminergiques semblent avoir le plus grand effet.

L’ajout d’un agoniste a la lévodopa, chez les patients qui connaissent déja des fluctuations
motrices, réduit le temps passé dans la condition "off". Ceci est cependant généralement
réalisé en contrepartie de plus de dyskinésies.

Tous les agonistes dopaminergiques provoquent des effets indésirables dopaminergiques du
méme type que ceux décrits pour la lévodopa. Des troubles digestifs (nausées,
vomissements) sont liés a la stimulation des récepteurs D2 de |'area postrema. lls
apparaissent généralement en début de traitement lors de la progression posologique. Le
risque de troubles psychiatriques parait plus important avec les agonistes qu’avec la
lévodopa (délires, agitations, hallucinations etc.). Dans les essais controlés randomisés, les
hallucinations sont un probleme particulier en raison d’une stimulation excessive des
récepteurs dopaminergiques méso-corticolimbiques et/ ou d’une hyperactivité
sérotoninergique. Ces complications concernent majoritairement le sujet agé, détérioré et

polymédiqué.

3. La Sélégiline

La sélégiline est actuellement le seul inhibiteur spécifique de la monoamine-oxydase de
type B disponible sur le marché. Elle agit en inhibant la recapture des catécholamines. Son
intérét dans la MP réside dans la possibilité de renforcer l'action de lalévodopa en
augmentant et en prolongeant les taux plasmatiques de dopamine. Son impact actuel sur les
besoins thérapeutiques des patients parkinsoniens est modeste et son efficacité reste
modérée en monothérapie. Son indication réside dans I'amélioration des fluctuations
motrices en complément de la l|évodopa (2). Elle améliore les symptomes moteurs
parkinsoniens et retarde de plusieurs mois le besoin en traitement par la lévodopa. Prés de
3% des prescriptions associent la sélégiline a la Iévodopa.

Cependant il est peu probable que cette stratégie ait un impact sur I’évolution ultérieure du

parkinsonisme, en particulier en ce qui concerne les complications motrices et la progression
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de la maladie. Elle n’a pas d'impact sur les caractéristiques motrices et non motrices

lévodopa-résistantes.

4. Inhibiteurs des COMT

Les inhibiteurs des COMT : entacapone et tolcapone, agissent en diminuant le métabolisme
périphérique de la |évodopa pour prolonger sa demi-vie d'élimination. Les ICOMT améliorent
la disponibilité de la drogue au niveau du cerveau. lls n’ont pas d’effets symptomatiques en
monothérapie et sont prescrits en association avec la Iévodopa pour permettre de prolonger

sa durée d’action (2).

Cliniguement, des essais en double aveugle ont montré que les ICOMT, en association a la
lévodopa, renforcent les fonctions motrices puisqu’ils augmentent les phases ON et
réduisent les phases OFF. On s'intéresse donc a la possibilité d’utiliser un ICOMT dés le début
de la thérapie Iévodopa pour réduire le risque de développer des complications motrices.
Aucune étude n'a démontré I'impact des ICOMT sur les caractéristiques non motrices, la
progression de la maladie ou la mortalité dans la MP (1).

Tout comme les agonistes dopaminergiques récents, I'entacapone reste un traitement

colteux.

Les effets indésirables sont comparables a ceux de la Iévodopa. Associés aux ICOMT, ils sont
majorés (a I'exception des fluctuations motrices). La tolcapone a été retirée du marché en
France en 1998 en raison d’hépatites fulminantes et de rhabdomyolyses. Elle a été
réintroduite en 2005 (6). Il a été rapporté des élévations des enzymes musculaires et des
troubles digestifs : certains patients occasionnels ne tolerent pas le médicament en raison

d’effets indésirables de type B tels que les diarrhées.
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5. Médicaments antiparkinsoniens non dopaminergiques

a) Les anticholinergiques

lIs sont au nombre de trois : trihexyphénydile, bipéridéne et tropatépine et sont parmi les
médicaments antiparkinsoniens les plus anciens et les moins chers (1).

Les anticholinergiques seuls ou en association sont prescrits chez environ 12 % de la
population parkinsonienne.

Le déficit dopaminergique léve I'inhibition au niveau des neurones cholinergiques : il en
résulte une hyperactivité cholinergique striatale. Les antagonistes muscariniques diminuent
la transmission cholinergique en agissant au niveau de la synapse des interneurones
cholinergiques striataux (2). lls ont des effets symptomatiques légers sur la triade motrice,
en particulier les tremblements.

Les effets indésirables des anticholinergiques découlent directement du blocage des
récepteurs cholinergiques périphériques (sécheresses buccales, constipations, dysuries,
mydriases et troubles de 'accommodation) et centraux (confusions, délires, hallucinations et
troubles mnésiques, notamment chez le sujet 4gé). Les effets secondaires les plus fréquents
étant les confusions et les hallucinations.

Il n'y a actuellement aucune donnée disponible sur 'effet des anticholinergiques sur les

fluctuations motrices, la progression de la maladie et la mortalité.

b) L’amantadine

C’est un autre médicament antiparkinsonien, ancien et bon marché, ayant un effet modeste
sur les caractéristiques motrices parkinsoniennes. Son mécanisme d'action n'a pas été
clairement élucidé mais il est reconnu pour étre un faible antagoniste du glutamate bloquant
les récepteurs N-méthyl-D-aspartate (NMDA). Il a eu un regain d'intérét dans la prise en
charge des patients en raison de son effet antidyskinésique lié a ses propriétés
d'antagoniste NMDA (2). L'amantadine exerce un effet antiparkinsonien modéré sur

I'akinésie et I'hypertonie de la MP.
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Les effets indésirables les plus souvent rencontrés sont les confusions, les hallucinations
visuelles et les agitations. lls sont liés aux propriétés dopaminergiques et anticholinergiques
du médicament. Une hypotension orthostatique, des oedemes et un livedo des membres

inférieurs surviennent plus rarement. Certains troubles digestifs sont également observés.

Il 'y a aucune donnée sur les effets de I'amantadine concernant la prévention des

complications motrices et la mortalité.

B. Thérapies non médicamenteuses

Ce chapitre s’appuie sur les références (1), (7) et (8).

1. Procédures chirurgicales

Les interventions chirurgicales telles que la pallidotomie, ou, plus spécifiquement la
stimulation cérébrale profonde du globus pallidus interne (GPi) ou noyau sous-thalamique
(STN)), sont réalisées sur 5 a 10 % des patients parkinsoniens, atteints d'une invalidité grave,
ne pouvant pas étre contrélés de maniére satisfaisante avec les médicaments disponibles
(7).

La stimulation cérébrale profonde bilatérale du STN ou du GPi a été étudiée et démontre des
améliorations dans la fonction motrice pendant les périodes OFF et des complications
motrices réduites (1).

Cependant, des effets secondaires potentiellement importants ont été rapportés chez 2 a
5% des patients : effets liés a la procédure chirurgicale, aux défauts mécaniques, aux risques
infectieux et a la stimulation elle-méme. La stimulation cérébrale profonde nécessite une
expertise en diagnostic, imagerie, chirurgie stéréotaxique, neurophysiologie, enregistrement
de microélectrodes et gestion postopératoire du systeme de stimulation, limitant ainsi son
application généralisée. Ses exigences et son colt élevé ont empéché de nombreux centres
médicaux de mettre en ceuvre un programme chirurgical et par conséquent de nombreux
patients se voient refuser |'acces a cette procédure. Elle est réservée aux patients jeunes, qui

ne répondent pas aux traitements médicamenteux.
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Aucune procédure chirurgicale n'a démontré d’avantages supérieurs a ceux de la |évodopa.
Au contraire, c'est dans le traitement des complications motrices liées a la Iévodopa que les
procédures chirurgicales se sont avérées utiles.

Si les traitements pharmacologiques modernes pouvaient réduire la fréquence et la gravité
des complications motrices, les besoins actuels en procédures chirurgicales avec les risques

et les colts qui en découlent seraient nettement diminués.

2. Autres

lIs incluent la thérapie physique, I'ergothérapie, I'orthophonie, les exercices, I'éducation
diététique et le soutien psychologique a la fois pour le patient et le soignant (8). La gestion
compléte du patient comprend l'attention a chacun de ces facteurs. Cependant, aucune
étude n'a démontré que l'un de ces traitements a un effet spécifique sur les signes ou les

symptoémes de la MP.

Les taux de patients ayant un recours aux soins d’auxiliaires médicaux sont d’environ 55 %
pour les soins infirmiers, 45 % pour les soins de kinésithérapie et 3 % pour les soins

d’orthophonie.

Au final, la Iévodopa et les autres médicaments dopaminergiques améliorent
considérablement les symptémes moteurs et la qualité de vie des patients atteints de la MP
au cours des premiers stades de la maladie. Cependant, aprés quelques années de thérapies
dopaminergiques, les patients deviennent de plus en plus handicapés malgré une
combinaison de traitements antiparkinsoniens disponibles. Tot ou tard, ils souffrent de
symptdmes moteurs «dopa-résistants» et de signes non moteurs «dopa-résistants». Aucune
des thérapies antiparkinsoniennes actuellement disponible, seule ou associée a d'autres
interventions, n'offre une stratégie entierement satisfaisante pour gérer les patients atteints
de la MP sur le long terme.

La thérapie antiparkinsonienne actuelle ne peut donc pas étre considérée comme idéale en
ce qui concerne l'efficacité et la sécurité. Il reste le besoin d’un traitement symptomatique
efficace, slir, bon marché et neuroprotecteur pour faire face a des besoins médicaux non

satisfaits dans la gestion de la MP.
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[I. Impact et propagation de I'a- synucléine

Les agrégats protéiques intracellulaires d'a-synucléine, appelés LB (Lewy Bodies) et la mort
neuronale, sont couramment observés dans le cerveau des patients atteints de la MP
clinique. Il est largement admis que la LP (pathologie de Lewy) apparait to6t dans la maladie

et se propage, entrainant un dysfonctionnement et la mort neuronale.

En 1997, la mutation ponctuelle du gene a- synucléine, responsable de certaines formes
héréditaires de la MP a été découverte. L’ a- synucléine est une petite protéine de 140
acides aminés, présente au niveau du compartiment présynaptique. Elle permet la formation
du complexe SNARE (soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor attachment protein
receptor), a I'origine du contréle de la fusion des vésicules synaptiques avec la membrane
plasmique des terminaisons nerveuses (9). L'a-synucléine permet donc la dynamique des

vésicules, le trafic et la libération des neurotransmetteurs dans le cerveau normal.

En condition physiologique, I'a-synucléine existe sous différents états conformationnels :
oligomeres, rubans et fibrilles. Ces différences d’assemblages de la protéine forment des
"souches" possédant des caractéristiques structurelles différentes. L'existence de plusieurs
souches explique les différents tableaux cliniques retrouvés dans les maladies

neurodégénératives et notamment la MP.

Son réle pathogene dans la MP est d( a un gain de fonction. En effet, son agrégation,
précédant la mort neuronale, est nécessaire a son caractére pathogéne. De plus, les
mutations du gene a-synucléine accélerent I'agrégation de la protéine a-synucléine menant

a I'apparition précoce de la MP.

A. Existence de différentes souches et caractéristiques
structurelles en lien avec leur neurotoxicité

Ce chapitre s’appuie sur les références (10) et (11).

L'administration chez I'animal de souches de protéine a-synucléine est a l'origine de
synucleinopathies. Les caractéristiques moléculaires des dépo6ts d' a-synucléine entrainent
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des phénotypes pathologiques distincts comme la MP, la démence a corps de Lewy,
I'atrophie du systeme nerveux etc. Plus généralement, ces agrégats de protéines « mal
repliés » sont caractéristiques des maladies neurodégénératives. Cependant, il existe des
différences dans les composants protéiques et les régions cérébrales affectées. Par
exemple : les dépots gliaux d’ a-synucléine filamenteuse sont retrouvés dans I'atrophie du
systeme nerveux alors que des inclusions neuronales d' a-synucléine sont retrouvées dans

la MP et la démence a corps de Lewy.

Une étude a permis de démontrer les différences pathologiques observées in vivo apres
inoculation chez le rat des différents assemblages d' a-synucléine (11). Une comparaison,
entre les propriétés des oligomeres d' a-synucléine et 2 souches "fibrilles" et "rubans", a été
réalisée pour évaluer leur impact neurotoxique. Cette comparaison a été réalisée en
I'absence et en présence de la surexpression de l'a-synucléine médiée par un virus

recombinant adéno-associé (rAAV-mediated human a-synculéine).

Quatre mois apreés l'injection des formes rubans et fibrilles d' a-synucléine, au niveau de la
SNc, des inclusions a LB se sont formées essentiellement dans les neurones
dopaminergiques au sein de la SNc (ceci de fagon un peu plus importante pour les rubans).
Ces inclusions ont été mises en évidence en raison de la phosphorylation de I' a-synucléine
sur la ser 129, ce qui a permis leur visualisation. Aussi, bien que les formes oligoméres se
soient propagées de maniére beaucoup plus importante une fois injectées dans la SNc des
rats, elles n'en sont pas pour autant toxiques puisque l'injection d’oligoméres n’entraine pas

d'inclusions a-synucléine détectables.

Il est important de noter que l'inoculation seule des différentes souches, n'induit pas de
dommages dopaminergiques détectables ni de pertes axonales striatales. Mais, lorsque les
AAV sont injectés avec chacune des formes d’ a-synucléine, la destruction des neurones
dopaminergiques et les déficits moteurs sont accentués. En effet, la figure 1A montre que le
nombre de cellules positives a la TH et leur volume diminue en présence de la surexpression
de l'a-synucléine. Plus précisément, la figure 1B montre que l'inoculation des souches
surexprimées de fibrilles provoque pres de 50% de perte cellulaire et 60 % de réduction du
volume terminal du nerf dopaminergique striatal. Les oligoméres et rubans induisent

environ 40% de perte neuronale et 30% de réduction du volume striatal. Ces dommages
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sont visibles par la perte de neurones positifs a la tyrosine hydroxylase donc

dopaminergiques ou noradrénergiques.

Contralateral Ipsilateral Contralateral Ipsilateral

TH* cells
(no. of positive cells)

Figure 1A: Nombre de cellules positives a la TH et leur volume en fonction des différentes
souches d’a-synucléine inoculées, surexprimées ou non par un virus recombinant adéno-
associé (rAAV-mediated human a-synucléin). Extrait la figure 2 de (11).
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Figure 2B : Effets neurotoxiques induits par les différentes souches d’a-synucléine avec les
fibrilles présentant le plus grand potentiel neurotoxique. Les croix rouges indiquent les
données obtenues sur une a-synucléine surexprimée par un virus recombinant adéno-

associé (rAAV-mediated human a-synucléin). Extrait la figure 2 de (11).

Les résultats montrent que les fibrilles ont imposé la plus grande charge neurotoxique sur la

SNc. Elles sont donc la principale souche toxique.
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A l'origine, ce processus débute par l'agrégation de monomeres dépliés ou mal pliés en
dimeres. Puis, il se forme des petites espéces oligomeéres, stabilisées par des interactions en
forme de feuillets beta. Ensuite, I'agrégation de I' a-synucléine évolue vers des protofibrilles
insolubles de poids moléculaire plus élevé et aboutit a la formation de fibrilles de type
amyloide s'accumulant dans des structures pathologiques telles que les corps de Lewy. Les
facteurs favorisant la fibrillation de I’ a-synucléine sont le déséquilibre entre son expression
et sa dégradation. Plus particulierement, ces facteurs impliquent le dysfonctionnement du
systéme ubiquitine /protéasome et les voies de dégradation médiées par les proteines
chaperonnes. De méme, l'altération de la voie d’autophagie médiée par les lysosomes, peut

induire une mauvaise élimination de la protéine a-synucléine.

Le mauvais repliement et I'agrégation de I’ a-synucléine jouent donc un réle central dans la
mort cellulaire neuronale (10). Ses oligoméres et ses protofibrilles sont particulierement
toxiques pour les neurones. lls peuvent modifier les fonctions cellulaires clés : I'hnoméostasie
mitochondriale et du RE, la fragmentation de I'appareil Golgi et la perméabilisation des
membranes. La figure 2 montre les différentes étapes de I'agrégation de I'a-synucléine et

ses conséquences.
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Figure 2 : Causes et conséquences possibles de 'agrégation de I'a-synucléine dans la MP.
Tiré de (10), figure 1.
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B. Synucléinopathies et dysproteostases : role pathogene de la

mutation et de I'agrégation de I’ a-synucléine.

Ce chapitre s’appuie sur les références (10), (12), (13), (14), (15)

1. Lien entre synucleinopathies et voie d’autophagie

L'autophagie est essentielle pour aider a préserver |'équilibre entre augmentation et

dégradation du contenu cellulaire et notamment de la protéine a-synucléine.

Il existe a ce jour 3 types de mécanismes d’autophagie (15):

» La microautophagie : les lysosomes envahissent directement le cytoplasme

» la macroautophagie: elle sous-entend la formation d'une structure a double

membrane appelée autophagosome. Ces derniers engloutissent la cargaison
cytosolique (par exemple : organites, agrégats ou gouttelettes lipidiques,
endommagés) avant d’étre livrés aux lysosomes pour leur dégradation. Les
métabolites qui en résultent sont transportés dans le cytoplasme et utilisés
soit pour la synthése de nouvelles macromolécules ou comme source

d'énergie.

L'autophagie médiée par les protéines chaperonnes (CMA) : elle se
caractérise par sa sélectivité quant aux substrats spécifiques (protéines
cytosoliques) dégradés. Seules les protéines possédant une séquence

consensus de peptide sont dégradées.

2 types de mécanismes d'autophagie sont les plus impliqués dans I'accumulation et le

mauvais repliement de I' a-synucléine au cours de la MP (10):

25



a) Le systéeme macroautophagie-lysosome

Dans les neurones a dopamine des patients parkinsoniens, les marqueurs protéiques des
autophagosomes sont augmentés et ceux des lysosomes sont diminués. Ceci suggére que le

flux autophagique est profondément perturbé dans la pathogénése.

Plusieurs genes impliqués dans la MP sont liés a des dysfonctionnements d’autophagie. En
effet, la surexpression de I' a-synucléine provoque une inhibition de I'autophagie. De plus, la
mutation de Park-7 aussi appelé DJ- 1 est a l'origine d'un stress oxydatif menant a
I'accumulation des protéines associées aux microtubules (LC3), constituants majeurs des
autophagosomes. En outre, la surexpression de la protéine LRRK2 dans la MP augmente les
nombres d'autophagosomes et le pH lysosomal réduisant alors I'activité du lysosome.
D'autres facteurs sont impliqués dans I'accumulation d' a-synucléine et notamment la perte
de I'enzyme Atg7 dans le cerveau, nécessaire a la formation de I'autophagosome. Cette
diminution d'activité enzymatique entraine la formation d'agrégats de protéines liant
l'ubiquitine (K48, p62) suggérant que la voie de l|'autophagie-lysosome et celle du

protéasome coopérent pour réduire le fardeau des protéines mal repliées.

b) L'autophagie médiée par les protéines chaperonnes
(Chaperone Mediated Autophagy, CMA)

La protéine chaperonne HSC 70 favorise le repliement de I’ a-synucléine. Cette chaperonne
est la plus abondante dans nos cellules et se lie aux fibres a- synucléine (13). L’ a-synucléine
est donc un substrat pour les CMA, ce qui suggere un lien possible entre I'altération de
I'activité CMA et la MP. La mutation du gene a-synucléine empéche la reconnaissance de la
protéine a-synucléine par la protéine chaperonne HSC70. Il en résulte donc une diminution
de la formation du complexe HSC70/ a-synucléine et un blocage de sa fixation sur le
récepteur LAMP 2A lysosomal. Ainsi, la protéine mal repliée s'accumule, puisqu'elle est

incapable d'atteindre la lumiere lysosomale pour étre dégradée.

Des mutations des génes codant les protéines du systéme endosomal / lysosomal, VPS35,

I'ATPase de type P de type 5 et la glucocérébrosidase (GBA) ont été découverts dans la MP.
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«* Mutation du géne codant pour VPS35

VPS35 fait partie du rétromeére. C'est un complexe protéique, impliqué dans le transport
rétrograde des protéines (récepteurs membranaires, transporteurs etc.) des endosomes vers
I'appareil de Golgi, pour les sauver du renouvellement induit par les lysosomes. Les
neurones dopaminergiques déficients en VPS35 contiennent des endosomes / lysosomes
tardifs et présentent une altération de la récupération du récepteur LAMP2A de I'endosome
a Golgi. La mutation de ce géne entraine la perte des neurones dopaminergiques et

I’accumulation d” a-synucléine.

+» Mutation du géne de 'ATP13A2

Ce géne code pour une ATPase localisée dans les compartiments membranaires acides des
lysosomes, et fonctionne comme un transporteur de métaux cationiques. La mutation perte
de fonction de I'ATP13A2, observée dans la MP, montre une altération du catabolisme
lysosomal qui favorise l'accumulation de |' a-synucléine. Cette mutation provoque le
syndrome de Kufor-Rakeb, caractérisé par un syndrome parkinsonien précoce, associé a une

démence.

+* Mutation du géne codant pour l'enzyme lysosomale GBA (B-

glucosidase acide)

Cette enzyme hydrolyse le glucosylcerebroside (glucosylceramide) en ceramide
(cerebroside) et en glucose.

L'accumulation de I' a-synucléine entrave le trafic ER-Golgi de GBA et inhibe directement le
GBA lié a la surface de la membrane interne des vésicules lysosomales. Il en résulte ainsi
une augmentation de glucosylceramide (GC) non traités, qui s'accumulent dans les
lysosomes. Le GC peut favoriser la stabilisation des oligoméres solubles d' a-synucléine,
conduisant a une boucle de rétroaction positive, favorisant la neurodégénerescence.

Il a été observé des niveaux et une activité des protéines GBA diminuée dans les zones du
cerveau ou les concentrations d'a-synucléine sont élevées dans la MP débutante. Les

mutations des deux alléles de GBA entrainent la maladie de Gaucher (trouble dans lequel
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une sévere perte de l'activité GBA conduit a du GC qui s’accumule dans la moelle osseuse,
les poumons, la rate, le foie et parfois le cerveau). En outre, les individus portant un seul
allele GBA mutant ne développent pas la maladie de Gaucher, mais ont cing fois plus de

risque de développer la MP.

La figure 3 montre que la perte de DJ-1, déclenchant une dysfonction mitochondriale liée au
stress oxydatif, conduit a I'accumulation de la protéine 1 associée aux microtubules (LC3).

Ceci suggere que le stress oxydatif représente un déclencheur potentiel de I'autophagie.
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Figure 3 : Dysfonction du systéme autophagie lysosome dans la MP. Tiré de (10), figure 2.

2. Lien entre synucleinopathies et stress du RE

Le RE est le compartiment par lequel transitent obligatoirement les protéines sécrétées. Les
protéines y subissent un contréle de qualité qui les conduira, soit vers I'appareil de Golgi

pour étre sécrétées, soit vers la dégradation en cas de mauvaise conformation.
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L'accumulation de protéines, dans la lumiere du RE, de nature physiologique (cellules
sécrétrices) ou physiopathologique (protéines mal repliées) entraine I'apparition d’une
réponse UPR (unfolded protein response). Celle-ci se met en place a partir de I'activation de
trois protéines transmembranaires du RE: PERK (PKR-like ER protein kinase), ATF6
(activating transcription factor 6) et IRE-1 (inositol requiring enzyme 1). Elle a pour but
d’augmenter les capacités de repliement, de maturation et de dégradation du RE. La
réponse UPR est une réponse physiologique qui joue un réle majeur dans les cellules a forte
capacité sécrétrice (12). En effet, en cas de stress du RE (d( a I'accumulation d' a-synucléine
mal pliée par exemple), des modifications du processus de pliage, ainsi que I'accumulation
de protéines mal repliées/dépliées, apparaissent. En réponse a ces perturbations de
I'homéostasie, la réponse UPR se met en place pour restaurer les fonctions cellulaires

normales.

Certains résultats ont révélé que le stress du RE et I'engagement de la machine UPR, se
produisent au niveau des neurones dopaminergiques de la SN¢, des patients atteints de la

MP (14).

3. Lien entre synucleinopathies et perturbations de la fonction
mitochondriale.

Certaines preuves de l'implication des mitochondries dans la MP reposent sur des
observations faites sur des échantillons de tissus de patients parkinsoniens et sur des
primates et des rongeurs non humains.

Des mitochondries élargies, avec des crétes perturbées, ont été observées sur des neurones
dopaminergiques dans la SNc des patients atteints de la MP (obtenus a partir de
prélevements d’autopsie. Cela confirme que le contréle de la qualité mitochondrial est

défectueux dans la MP.

Les mitochondries jouent un réle central puisqu'elles sont associées a de nombreuses

fonctions cellulaires et notamment I'apoptose.
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Le réseau mitochondrial évolue de facon dynamique, d'états allongés a fragmentés (et vice
versa), grace a une machinerie moléculaire hautement spécialisée. Celle-ci contréle
étroitement les événements de fusion et de fission, qui, respectivement, facilitent la
réparation et la dégradation autophagique des organites défectueux, respectivement. Il en
découle une distribution appropriée des organites, au niveau des extrémités terminales

neuronales, pour permette |'activité synaptique.

Certains genes liés a la MP : PINK1, Parkin, ainsi que le géne de I' a-synucléine (SNCA) sont
impliqués dans I'homéostasie mitochondriale et controlent la qualité et la dynamique
mitochondriale. Ces controles sont essentiels pour la physiologie et la survie cellulaire. lls
impliquent les mécanismes de prévention, réparation, élimination autophagique des
organites dysfonctionnels et endommagés (connus sous le nom de mitophagie) ainsi que la
néosynthese de I'ADN mitochondrial et de protéines, pour la biogenese des mitochondries.
Ces genes participent donc au maintien fonctionnel et morphologique de la mitochondrie et
régulent |'élimination des mitochondries dysfonctionnelles, grace a la mitophagie.

Lorsque les mitochondries sont endommagées, PINK1 est recruté et s'accumule au niveau de
la membrane mitochondriale externe (MME). Il recrute alors a son tour Parkin, une ligase de
I'ubiquitine E3 impliquée dans la voie de dégradation du systéme ubiquitine/protéasome.

La mitochondrie est ensuite fragmentée et dégradée par le systéme ubiquitine/protéasome
et livrée au lysosome pour la dégradation (mitophagie) via les autophagosomes.

De plus, les protéines de la MME (Mfn et Miro), qui participent au transport antérogre des
mitochondries le long de I'axone, sont dégradées par des mécanismes dépendant de parkin
et du systéme ubiquitine/protéasome. Leur dégradation empéche donc le transport des
mitochondries endommagées vers les terminaisons axonales.

Ainsi, cette voie facilite I'élimination des mitochondries, en permettant leur isolement du
réseau mitochondrial filamenteux sain et leur immobilisation dans le compartiment

somatique, loin des hauts niveaux d’énergie des terminaisons axonales.

Il en résulte donc que les mutations de Parkin, PINK1 et de I' a-synucléine, retrouvées dans

la MP, régulent ce phénomene et conduisent a une baisse de la mitophagie et a

I'accumulation de mitochondries dysfonctionnelles.
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C. Hypothese de Braak : propagation rétrograde de I’ a-
synucléine et modele « Prion like »

Ce chapitre s’appuie sur les références (11), (16), (17), (18), (19), (20) et (21).

Le repliement et |'agrégation de I' a-synucléine sont au centre de la pathogenése de la MP.
Les LB sont impliqgués dans plusieurs maladies neurodégénératives appelées
« synucleinopathies » comme la MP, |'atrophie multi-systématisée ou la démence a corps de
Lewy. Certaines données impliquent la transmission, de cellule a cellule, de I' a-synucléine

mal repliée comme mécanisme pathogéne commun aux synucléinopathies (16).

Tout d’abord, Baekelandt et ses collegues ont mis en évidence I'agrégation de I’ a-synucléine
dans le cerveau de rats inoculés avec des oligoméres, rubans et fibrilles d’ a-synucléine.
Apres ensemencement des différents assemblages de la protéine, ils ont évalué leur
propagation sur le long terme (11). Linoculation de 40 mg de rubans et fibrilles d' a-
synucléine exogene humaine a été répartie sur 3 sites d'injection dans le striatum du rat, en
association avec une surexpression de I'a-synucléine par le virus recombinant adéno-associé
(rAAV-mediated human a-synucléine). Aprés 60 jours, de grandes quantités de rubans et
fibrilles ont été détectées au sein de la fraction insoluble de sarkosyl (détergent utilisé pour
séparer les protéines solubles des protéines insolubles), le long de la voie striatonigrale.
Ainsi, cette expérience suggére que la conformation de I’ a-synucléine exogéne inoculée
semble s’étre transmise a I’ a-synucléine endogéne de I'héte. Ces protéines exogenes
pourraient donc agir comme des « graines », en imprimant leurs structures intrinséques et

en causant des défauts synaptiques.

Ensuite, Baekelandt et ses collegues ont étudié la capacité des différents types
d’assemblages d’ a-synucléine recombinante a franchir la BHE. Suite a des injections
intraveineuses bi-hebdomadaires durant 4 mois d'oligomeéres, rubans et fibrilles d’ a-
synucléine chez le rat, ils ont pu constater, par des études en imagerie, que les 3 souches
étaient détectables dans le cerveau des animaux, 4 mois apres les premiéres injections. En
effet, en couplant les différentes formes d’ a-synucléine avec le fluorochrome atto-647, ils
ont observé un signal fluorescent au niveau du cerveau. Cela n'a pas été le cas pour les

animaux controles, injectés avec une solution saline.
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Bien que le rendement de fluorescence ait été plus élevé pour les rubans et oligomeres,

montrant leur franchissement plus aisé de la BHE, I'’étendue de la coloration était variable.

La figure 4 montre que la fluorescence était diffuse pour les oligomeéres, en raison de leur
masse moléculaire plus faible. A contrario, le marquage restait localisé pour les rubans et
fibrilles dans le centre du systéme nerveux. L’histologie détaillée a montré une accumulation
marquée des fibrilles a-synucléine humaines dans les neurones corticaux et dans la moelle
épiniere, indiquant que la propagation des fibrilles ne se limite pas a des voies
intracérébrales. Il a également été observé une activation microgliale plus prononcée pour
les fibrilles dans la moelle épiniere, témoignant d’une lésion neuronale précoce. Les fibrilles

seraient donc les plus susceptibles d’induire une pathologie de type Lewy.
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Figure 4 : dépots d' a-synucléine humaines et activation microgliale (coloration Mac1 /
CD11b) au niveau du segment rachidien thoracique a faible et fort grossissement. Extrait |a
figure 4 de (11).

Ces résultats montrent non seulement des différences de neurotoxicité entre fibres,
oligomeres et rubans d’ a-synucléine in vivo, mais aussi suggerent que la conformation
initiale de I a-synucléine exogeéne a été transmise a I’ a-synucléine endogéne. Une fois que

cette protéine désordonnée « voyou » existe et forme des agrégats LB, elle se propage de
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neurone en neurone et «infecte» progressivement le cerveau, provoquant les symptémes de

la MP.

De plus, il existe des preuves convaincantes que lorsque les fibrilles d’a-synucléine sont
injectées directement dans le cerveau, elles peuvent se propager de maniéere rétrograde. En
effet, des données expérimentales sont en grande partie cohérentes avec la notion selon
laquelle les fibrilles a-synucléine sont préférentiellement absorbées par les terminaisons
axonales et transportées de maniére rétrograde vers le corps cellulaire. C’'est le cas de
protéines extraites du cerveau humain contenant des LB et injectées dans le striatum des
singes (17).

La propagation des fibrilles a-synucléine du site d’injection vers les structures voisines se
ferait donc par la connectivité synaptique. Cette combinaison de caractéristiques, qui
comprend la capacité apparente des fibrilles a-synucléine a servir de modéle pour la
création de nouvelles fibrilles a partir d’ a-synucléine endogéne, a conduit a la proposition

gue la MP serait un trouble de type prion.

En 1982, Stanley Prusiner a découvert que l'agent des encéphalopathies spongiformes
transmissibles (EST) était composé principalement d'une conformation mal repliée de la
protéine de prion, appelée PrPSc (18). Les prions se répliquent par le mauvais repliement
autocatalytique d'une protéine hote normale (PrPC) dans la conformation PrPSc. La maladie
a prion humaine la plus courante est la MCJ (maladie de creutzfeldt jakob), dans laquelle 1%
des cas représentent la variante acquise de la MCJ (vCID), 85% a 90% sont sporadiques
(sCJD), et environ 10% sont familiales. Plusieurs études ont révélé des différences frappantes
entre la MCJ acquise et la MCJ sporadique / familiale. Dans les autopsies de la MCJ aquise,
des prions ont été détectés dans le systeme lympho-réticulaire des amygdales, de la rate et
des ganglions lymphatiques. Ce n’est pas le cas dans les formes sporadiques et familiales ou
les prions restent confinés dans le SNC. Ces résultats pour la MCJ variante acquise montrent
gue la propagation initiale de la maladie se produit dans le systéeme nerveux autonome. En
revanche, I'événement initial de mauvais repliement dans les formes sporadiques/
familiales, beaucoup plus fréquent, vient probablement d'un événement aléatoire spontané

au sein du SNC.
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Apres une infection orale avec des prions associés a I'encéphalopathie spongiforme bovine,
les agrégats de prions initiaux sont observés dans le tissu lymphoide associé aux intestins et
dans les plaques de Peyer. Souvent, les premiers agrégats de prions sont détectés dans les
ganglions coeliagues-mésentériques (CMG) abdominaux, suivis du DMV (noyau moteur
dorsal du nerf vague) et de I'lML (colonnes intermédiolatérales) de la moelle épiniére. De ces

points d'entrées initiaux, la pathologie s'étend au SNC.

L'étalement initial des prions a travers le systeme nerveux autonome serait trés similaire a la
voie de propagation de I’ a- synucléine dans la MP.

La comparaison des cerveaux des patients parkinsoniens (a divers moments apres le
diagnostic) avec les cerveaux d'individus sans symptome neurologique ou psychiatrique a
conduit a I'hypothése que, dans les stades précliniques de la MP, LB apparait, dans le bulbe
olfactif ou dans le noyau moteur dorsal du nerf vague (DMV) dans la moelle caudale (19).
Ces 2 régions du cerveau ont des axones s'étendant a la surface du corps. Chez les patients
diagnostiqués parkinsoniens, d’autres agrégations ont été retrouvées au niveau
périphérique, y compris au niveau des plexus nerveux du tractus gastro-intestinal, coeur,
glandes salivaires et peau. Ces sites de terminaisons nerveuses seraient les sites les plus
probables du mauvais repliement aléatoire de I'a-synucléine. Des raisons non élucidées
peuvent influencer ce mauvais repliement : proximité des terminaisons nerveuses aux
agents exogénes et aux micro-organismes ou molécules toxiques (pesticides), déséquilibre
du microbiote intestinal par exemple. Les axones de ces sites seraient exposés a l'a-
synucléine responsable de LP, qui se propagerait rétrogradement aux neurones voisins.
Celle-ci passerait du neurone infecté (dans le SNP) au neurone suivant, par des connexions

synaptiques, jusqu’a atteindre le SNC (20).

Cette hypothése de prion like est « séduisante » car elle postule un seul mécanisme unifié
de la pathologie observée dans la MP, qui expliquerait le développement de LP chez ces
patients.

L'accumulation de preuves provenant d'études animales démontre clairement les propriétés
"prion like" de I' a-synucléine, y compris la propagation centripéte aprés I'administration

périphérique d'agrégats pathologiques.
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Il capture également l'essence de I|'hypothese originale de Braak selon laquelle Ia
stadification des LP résulterait d'un pathogene qui se propage de facon rétrograde dans le
cerveau grace a des connexions synaptiques (21). Cette distribution de LP se développerait
au fil du temps, a partir de points de départs bien définis. Dans le schéma de Braak,
I'évolution de LP est décomposée en six étapes, alignées avec les symptémes de la MP. La
distribution de LP dans les stades présymptomatiques (1-2), les stades symptomatiques
précoces (3-4) et les stades tardifs symptomatiques (5-6) donne l'impression que la LP se
propage.

La figure 5 montre que la progression anatomique de la maladie a travers le cerveau
augmenterait avec le temps (de gauche a droite): plus la couleur est foncée, plus la LP serait

présente dans chaque région, a un stade donné.
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Figure 5 : Progression de la perte de cellules neuronales apres |'apparition de la maladie de
Parkinson clinique. Extrait la figure 1 de (16).

D. Limites du modeéle "Prion like"

Ce chapitre s’appuie sur la référence (20).

La reconnaissance que la MP est distribuée, et non limitée a la SNc, a fondamentalement
changé la réflexion sur la pathogenése et son traitement. Cependant, les données humaines

sur lesquelles repose cette hypothése ont d'importantes limites (20):
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1. Critere de diagnostic inadapté

Il est important de se rappeler que la LP se trouve dans plusieurs autres maladies
neurologiques liées au vieillissement, qui n'ont pas les principales caractéristiques de la MP.
De plus, bien que les individus atteints de la MP aient généralement une LP, ce n'est pas
toujours le cas. A l'inverse, la LP est également trouvée dans le cerveau des individus sans

symptdémes de la MP.

Pour exemple, les mutations de LRRK2 sont la cause dominante autosomique majoritaire de
la MP. Des travaux récents ont montré que, bien que les patients atteints de la MP avec la

mutation LRRK2 la plus commune (G2019S) puissent manifester la LP, tous ne le font pas.

De méme, les patients atteints de mutations récessives de perte de fonction - PINK1, PARK2
(qui code pour parkin) et PARK7 (qui code pour DJ1) - liées a des déficits de la fonction
mitochondriale, développent un MP sensible a la L-dopa, indiquant une dégénérescence des
neurones dopaminergiques de la SNc. Cependant, I'analyse neuropathologique des cerveaux
des porteurs de mutations PARK2 (forme récessive la plus courante de la MP) n'a trouvé que
des LP peu distribuées chez les patients agés, avec un profil distinct de celui des cas de MP

non génétiques.

L’'ensemble de ces observations permet donc de dissocier la dégénérescence de la SNc, qui

est une caractéristique commune de la MP, des LP.

Cette découverte remet donc en question la proposition que la dégénérescence neuronale
dans la MP est causée par une propagation de LP le long d'un réseau neuronal défini par la
connectivité synaptique. De plus, il suggére que la dégénérescence neuronale dans le SNc ne

dépend pas nécessairement de I' a-synucléine ou de la LP.

2. Absence de distribution au hasard

Suite a I'hypothése de Braak, on s'est efforcé de déterminer s'il existe une concordance
entre les stades cliniques et pathologiques. Cependant, seulement environ la moitié des

personnes atteintes de la MP ont une distribution de LP dans le cerveau qui est compatible
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avec le modele de stadification de Braak. Cette conclusion fait valoir que, bien que les
régions du cerveau sensibles a la LP soient bien définies, la séquence dans laquelle elles se

manifestent et la mesure dans laquelle elles le font, ne le sont pas.

3. Absence de propagation au "plus proche voisin"

Cette regle selon laquelle la probabilité de manifester la LP est directement liée a la
proximité physique d’un site d'ensemencement initial, n'est pas compatible avec le profil de

LP chez les patients atteints de la MP.

La figure 6 représente la surface externe latérale d'un cerveau, identifiant les niveaux de
chaque coupe transversale (figure i-v). Les régions qui montrent la LP sont représentées en
rouge, tandis que celles qui ne montrent que rarement la LP, ou qui montrent seulement

une LP « douce », sont indiquées en bleu.

Metencephalon Mesencephalon/diencephalon

Figure 6 : Mise en scéne de la pathologie de Lewy (LP) dans la maladie clinique de Parkinson.
Extrait la figure 1 de (20).
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Dans les stades tardifs de la maladie, représentés sur le schéma ci-dessus en jv et v, la LP
dans la moelle caudale reste limitée au DMV, a la zone réticulé intermédiaire et au raphé
magnus, laissant la plupart des autres noyaux de cette région apparemment non affectés.
Une restriction similaire est trouvée dans le mésencéphale et le diencéphale, ou la LP est
visible dans un groupe bien défini de neurones. De plus, dans les noyaux ou les régions
affectées, seul un sous-ensemble (typiquement moins de 15%) de neurones manifeste la LP.

La LP ne semble donc pas «fuir» vers les "voisins" les plus proches.

4. Absence de propagation liée ala « connectivité
synaptique »

L'hypothése, selon laquelle la propagation rétrograde de I’ a-synucléine est dictée par le

nombre ou la force des connexions synaptiques, est remise en question.

Les modeles de connectomes ont été observés chez la souris, puisque les données sur le

connectome humain ne sont pas disponibles.

La figure 7 montre un tracé du connectome des neurones dopaminergiques de la SNc chez la
souris. Le diamétre du cercle représente la force de la projection estimée par le nombre de
neurones marqués de maniére rétrograde. Les noyaux avec LP post-synaptique
intraneuronale dans les MP de stade avancé, sont positionnés dans la case ombrée a droite
et les noyaux avec peu ou pas de LP, sont sur la gauche. La figure montre que les régions
ayant la connectivité la plus forte avec la SNc (le striatum et le GPe) ne présentent pas de LP
importante. De plus, la plupart des grands cercles sont situés a gauche de la parcelle. Encore
une fois, il n'y a pas de corrélation claire entre la force de la connexion synaptique avec la

SNc et la probabilité de manifester la LP chez les humains avec la MP.

Dans le diagramme de droite, un réseau synaptique est représenté avec des neurones
résistants a la propagation de I’ a-synucléine (couleur bleue) et des neurones vulnérables
(bleu foncé). Un événement d'ensemencement en a-synucléine entrainerait la propagation

de LP d'une maniére rétrograde, seulement a travers certains neurones (représentés par les
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fleches). Le diagramme résume la conclusion que la propagation de |' a-synucléine n'est pas

strictement déterminée par la connectivité synaptique.

Seeding

| O Resistant neuron
@ Vulnerable neuron
IO GABAergic @ Glutamatergic O Other ] @p o-synseed

Figure 7 : A droite, représentation du connectome de la SNc chez la souris et des noyaux
montrant une LP. A gauche, illustration de la propagation d’a-synucléine dans un réseau de
neurones aux propriétés différentes. Extrait la figure 2 de (20).

Le point de vue dominant de |'étiologie de la MP est que la LP se propage rétrogradement
dans le cerveau a travers des réseaux couplés synaptiquement, entrainant la mort neuronale
et des manifestations cliniques. Cependant, la distribution de la pathologie et le
déclenchement de la mort neuronale dans le cerveau des patients atteints de la MP n'est pas
cohérente avec ce modele. Si la LP se propage trans-synaptiquement dans la MP, néanmoins
son étendue différe selon la région ou le type cellulaire. Aussi, compte-tenu de la capacité de
nombreux neurones a tolérer les LB durant des décennies, il est évident que I'émergence de

la LP seule ne provoque pas la mort cellulaire.
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Comme mentionné précédemment, |'a-synucléine peut compromettre les systemes
d’autophagie et mitochondriaux, créant des points de basculement, au-dela desquels la mort
cellulaire se produirait. La protéine représenterait donc un facteur de risque de mort
neuronale, mais, elle seule ne I'induirait pas.

Si la mort neuronale n’est pas seulement une conséquence de la propagation ou de
I'agrégation de I' a-synucléine mal repliée a travers le connectome du cerveau, alors qu'est-
ce qui la dicte?

L'effort, pour répondre a cette question, a mis l'accent sur le contexte cellulaire et les
caractéristiques distinctives des neurones qui meurent prématurément dans la MP, ou qui

manifestent les LB.

[II. Vulnérabilité neuronale calcium-dépendante des neurones

dopaminergiques de la SNc dans la MP

A. Mort sélective des neurones dopaminergiques de la SNc

Ce chapitre s’appuie sur les références (22), (23), (24), (25) et (26).

1. Rappel sur la physiopathologie des ganglions de la base

Dans la MP, les lésions neuronales sont concentrées sur une petite zone du tronc cérébral

appelée locus niger ou substance noire en raison de sa pigmentation (22).

La substance noire appartient a un ensemble de structures nerveuses appelées
collectivement ganglions de la base. Ces derniers se composent du noyau caudé et
du putamen formant le néostriatum et le globus pallidus (ou pallidum) divisé en deux
parties : interne (GPi) et externe (GPe). lls sont étroitement interconnectés avec le noyau
sous thalamique (STN) et avec la substance noire composée d'une zone réticulée ventrale
(pars reticulata, GABAergique) et d'une zone compacte dorsale et pigmentée de noir (pars

compacta, dopaminergique).
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Ces cing structures nerveuses, associées aux différentes aires du cortex moteur, au cervelet

et aux noyaux moteurs du tronc cérébral, participent au contréle de la motricité, bien

gu'aucune d'elles n'aient de connexion directe avec la moelle épiniere. Le flux d’information

général va du cortex vers les ganglions de la base, ou le néostriatum (noyau caudé et

putamen) constitue la voie d'entrée. Le GPi et la SNr sont les principaux points de sortie vers

le thalamus, qui renvoie vers le cortex prémoteur et supplémentaire. Ces derniers sont

chargés de la programmation et de I'exécution du mouvement.

Le circuit des ganglions de la base se compose de 3 boucles, dont les roles respectifs sont

classiquement décrits comme suit :

> Boucle A cortico-thalamo-corticale : elle descend vers le tronc cérébral et la

moelle épiniére et s'exprime dans les commandes motrices.

> BoucleB:

Directe (B): elle se caractérise par des projections GABAergiques du
striatum vers le GPi et la SNr. Les influx sont a I'origine d'une inhibition de
I'activité du GPi et de la SNr, qui conduit a lever l'inhibition que ces
noyaux exercent sur le thalamus, dont l'activité se trouve renforcée. Cette
désinhibition est a l'origine de I'élaboration du mouvement et de
I'exécution du programme désiré (23).

L'information va donc du cortex au striatum, qui la redirige vers la SNr et
le GPi. Ces derniers projettent ensuite l'information vers le thalamus,

avant de former une boucle vers le cortex frontal.

Indirecte (B’) : la voie indirecte comporte par rapport a la voie directe une
étape supplémentaire, qui impliqgue le GPe et le STN. Des projections
inhibitrices partent du striatum vers le GPe, puis vers le STN. L’activation
du striatum freine I'activité du GPe qui n'exerce plus d'inhibition sur les
neurones du STN. La levée de l'inhibition se traduit par une stimulation
des neurones du GPi et de la SNr qui freinent I'activité du thalamus. Cette

voie permet donc I'arrét de |'exécution d'un programme.
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» Boucle C nigro-striée : La SNc, composée de neurones dopaminergiques, recoit
des projections du cortex et de nombreuses autres zones cérébrales. Certains
neurones dopaminergiques de la SNc stimulent les neurones du striatum porteur
de récepteurs de type D1. Cela conduit a stimuler I'activité de ces neurones et
donc a renforcer I'activité du thalamus. D'autres neurones dopaminergiques de la
SNc stimulent les neurones du striatum équipés de récepteurs de type D2.
L'activité de ces neurones est freinée et s'oppose donc aux effets de la boucle
indirecte. La SNc renforce |'activation corticale en soutenant la boucle directe (B)

aux dépens de la boucle indirecte (B').
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Figure 8 : Schéma général du contrble de la motricité par les ganglions de la base. D'apres
(22).

Dans la MP, la raréfaction des neurones dopaminergiques de la SNc explique le fait que la
boucle nigro-striée n’active plus aussi efficacement la voie directe B et ne freine plus aussi

efficacement la voie indirecte B’. L’activité thalamo-corticale est ainsi inhibée, expliquant
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I’akinésie retrouvée dans la MP. La carence en DA entraine une dépolarisation des neurones
cholinergiques du striatum, qui déchargent des bouffées rythmiques a la fréquence des
tremblements. Une rigidité des muscles est la conséquence d’une mauvaise commande des

muscles antagonistes.

Les neurones sont de nature vulnérable. En effet, le cerveau contient environ 50% de
neurones; le reste étant constitué de glie (astrocytes, microglies, oligodendrocytes) et de
vaisseaux sanguins. Les neurones sont post-mitotiques et ne se régénérent pas (a I'exception
de certains neurones de I'hippocampe et de quelques autres structures comme le bulbe

olfactif). lls doivent donc durer toute une vie.

Par conséquent, tous les problemes homéostatiques pouvant étre présents dans les

neurones sont cumulatifs au cours de la vie d'un individu (24).

L’'environnement des neurones dopaminergiques au niveau de la SNc est responsable du
vieillissement et de I'augmentation de la vulnérabilité de ces neurones. Cette derniere est

directement liée aux caractéristiques bioénergétiques et morphologiques des neurones (25).

2. Comparaison de la mort des neurones dopaminergiques de

laSNcetde’ATV

Il existe un phénomene de mort sélective entre les neurones de la SNc ciblés et les neurones

dopaminergiques voisins de I'ATV épargnés.

Des approches électrochimiques et d'imagerie ont été requises pour étudier les
changements métaboliques dans les neurones dopaminergiques cultivés du mésencéphale
de souris, et exposés a une neurotoxine parkinsonienne: le MPTP (26). Le MPTP est
métabolisée par I'astroglie en toxine active : le MPP+,

MPP+ provoque les symptomes permanents de la MP en détruisant certains neurones de la
SNc. Il possede la capacité de détruire sélectivement les neurones dopaminergiques en

raison d'une grande affinité d’absorption par les terminaisons nerveuses. En effet, le
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transporteur de la dopamine DAT entraine le MPP+a l'intérieur de la cellule, lors du

processus normalement utilisé pour la recapture de la dopamine.

MPP+ détruit essentiellement les neurones dopaminergiques dans une partie du cerveau : la
SNc. Il interfere avec le complexe | de la chaine respiratoire : cela conduit a la mort cellulaire
et provoque l'accumulation de radicaux, de molécules toxiques, contribuant ultérieurement

a la destruction des neurones.

La figure 9 montre que la neurotoxicité dans la SNc est supérieure a celle observée dans les

neurones de I'ATV.
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Figure 9 : Neurotoxicité aprés exposition de 2 jours de cultures primaires de neurones SNc et
ATV de souris a différentes concentrations de MPP+. Les neurones dopaminergiques ont été
comptés apreés fixation et immunocoloration par TH. Extrait la figure 1 de (26).

L'exposition des neurones du mésencéphale ventral, cultivés en présence d’'une gamme de
concentrations de MPP+, a confirmé que, comme in vivo, les neurones de la SNc sont
beaucoup plus sensibles a la toxine que les neurones de I'ATV.

Des différences significatives ont également été observées au cours du temps de toxicité: la
plupart des déceés cellulaires surviennent le premier jour d'exposition dans les neurones ATV,

et a plus de 3 jours dans les cultures SNc.

44



3. Hypotheses de mort sélective

Les hypothéses sur la fagon dont la MPP+ conduit a la mort sélective des neurones de la SNc
peuvent étre regroupées en 2 catégoriesimplicant des facteurs extraneuronaux et
intraneuronaux.

L'hypothese de l'implication des facteurs extraneuronaux en faveur de la mort neuronale a
été rejetée.

Cette hypothése soutenait que la toxicité accrue résultait d'une concentration intracellulaire
plus élevée de MPP a l'intérieur des neurones de la SNc. Elle pouvait étre due
majoritairement a des facteurs extraneuronaux, dont une augmentation d'absorption de la
toxine liée a plus de DAT dans la SNc que dans I’ATV (26).

Les données plaident contre cette raison unique. En effet, I'analyse de I'absorption d'APP
(analogue structurel fluorescent de MPP+), qui s'accumule sélectivement dans les cellules
dopaminergiques via DAT, a révélé que les neurones de la SNc possedent une activité DAT
40% plus élevée que les neurones de I'ATV.

De plus, l'utilisation de gamme de concentrations de nomifensine pour bloquer
partiellement le DAT et empécher la recapture de la dopamine, a permis de comparer
I'absorption et la neuroprotection vis-a-vis de I'APP, un analogue fluorescent du MPP+ des
neurones de la SNc.

La concentration de nomifensine nécessaire pour bloquer I'absorption de la moitié d'APP
(CI50 de 250 nM) est beaucoup plus faible que celle nécessaire pour obtenir un effet demi-
maximal sur la survie cellulaire (2 M). En fait, la concentration de la nomifensine, baissant

I'activité de la DAT dans les neurones de la SNc, a diminué la toxicité de seulement 10%.
Ainsi, si le DAT est nécessaire pour médier la toxicité de MPP+, des facteurs intrinseques

peuvent jouer un réle plus important dans la sensibilité différentielle des neurones

dopaminergiques de la SNc et de I'ATV.
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B. Implication des facteurs intrinseques dans la vulnérabilité

sélective des neurones dopaminergiques de la SNc

Ce chapitre s’appuie sur les références (20), (25), (27), (28), (29), (30), (31), (32) et (33).

1. Champ axonal étendu

La spécialisation des neurones, c'est-a-dire la neurotransmission, les rend particulierement
vulnérables par rapport aux autres types de cellules. C'est notamment le cas pour les
neurones de projection qui relient différentes régions du cerveau, par opposition aux
interneurones courts. Les neurones de projection ont de longs axones fins avec de grands
champs dendritiques et synaptiques et sont souvent faiblement myélinisés.

Les neurones vulnérables ont un role fonctionnel connecté dans le cerveau (20). Ce sont des
neurones principaux dans les réseaux de neuromodulation de contrdéle. En effet, leur
projections axonales diffuses régulent d'autres neurones, en libérant des émetteurs (tel que
la DA), qui activent « lentement » les récepteurs couplés aux protéines G. A l'inverse, les
neurones des réseaux cérébraux, responsables des sensations et du controle moteur précis,
ont une connectivité synaptique restreinte et s'appuient sur des neurotransmetteurs

classiques, qui activent les récepteurs ionotropiques rapides.

Bien qu'il y ait eu relativement peu de «phénotypage profond» des neurones dans ces
réseaux neuromodulateurs, ces neurones partagent plusieurs traits qui pourraient les rendre

vulnérables a I'age, aux mutations génétiques et aux toxines.

Le trait le mieux caractérisé est un axone long et fortement ramifié, avec un trés grand
nombre de sites de diffusion de neuromodulateur. Cette terminaison axonale diffuse aide les
neurones a coordonner leurs activités dans des réseaux spatialement distribués, tels que les
ganglions de la base ou la moelle épiniére. Les neurones dopaminergiques de la SNc ont un
champ axonal tres grand (longueur 470000um), chaque axone supporte 370000 synapses
(27). Chez le rongeur, les axones se ramifient abondamment dans le striatum et possedent

jusqu'a 200 000 sites de libération. Ces neurones se distinguent donc des neurones
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sensoriels ou moteurs dans le cerveau ayant généralement des axones modestement

ramifiés.

L’hypothése, selon laquelle I'arborisation axonale inhabituellement grande est associée a
une vulnérabilité neuronale, est certaine. Des demandes particulierement élevées en ATP
sont nécessaires pour soutenir la neurotransmission le long des axones. En effet, les
composants cellulaires ont un long chemin a parcourir entre le corps cellulaire et la

terminaison axonale.

La charge protéostatique (qui définit la charge métabolique pour maintenir I’homéostasie
protéique) est augmentée au niveau des terminaisons nerveuses. La concentration en
mitochondries au niveau du soma est faible, et forte au niveau axonale pour permettre de

répondre aux besoins énergétiques au niveau des axones.

La surexpression virale de DsRed2-mito (protéine fluorescente rouge spécifique des
mitochondries) a permis de visualiser la distribution et la densité du réseau mitochondrial
dans les neurones dopaminergiques. La figure 10 montre que celle-ci est 2 fois plus élevée
dans le compartiment axonal des neurones dopaminergiques de la SNc que dans les
neurones dopaminergiques de I'ATV (25). Or, il n'y a pas une telle différence dans le
compartiment dendritique ou dans le corps cellulaire. Ce résultat suggére que la densité de

mitochondries est augmentée uniquement dans cet espace axonal restreint.
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Figure 10 : Densité des mitochondries au niveau des axones, dendrites et corps cellulaires de
neurones dopaminergiques de la SNc et de I'ATV en culture. Extrait la figure 4 de (25).
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Une théorie implique le stress mitochondrial comme moteur potentiel de Ia
neurodégénérescence. Ce stress serait réduit avec des tailles de I'arbre axonal réduites ; il
serait donc élevé au niveau des axones des neurones dopaminergiques de la SNc.

Des travaux récents ont démontré |'expression de Sema7A (protéine jouant un réle central
dans le guidage axonal, la régénération axonale et le développement de certains tissus) dans
le mésencéphale ventral et l'importance de ce facteur pour l'arborisation axonale des

neurones dopaminergiques (28).

La figure 11 montre que I'expression de Sema7A réduit significativement la taille de
I'arborisation axonale des neurones dopaminergiques de la SNc (46%), mais pas celle des
neurones dopaminergiques de I'ATV. Aussi, la consommation d’oxygéne basale est
significativement réduite (39%) dans les neurones dopaminergiques de la SNc traités avec

Sema7A (figure 11).
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Figure 11 : Quantification de la surface d'arborisation axonale et effet du traitement par
sema7a sur le taux de consommation d'oxygéne basale. Sema7A réduit la taille de
I'arborisation axonale, la consommation d'oxygéne basale, la production de ROS et la
vulnérabilité des neurones SNc DA. Extrait la figure 7 de (25).

Une consommation basale d'oxygene élevée permet de maintenir I'exocytose et le gradient
ionique le long des axones. En contrepartie, cette demande soutenue d'énergie est a

associée a une phosphorylation oxydative et a une production de ROS/superoxyde élevée.
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Cette manipulation de l'arborisation axonale des neurones dopaminergiques par le géne
sema7A montre que la vulnérabilité sélective de ces neurones est peut étre due, en partie, a

leur plus grande arborisation axonale.

Cela dit, tous les neurones avec de longs axones ramifiés ne sont pas vulnérables dans la MP.
Par exemple, les interneurones cholinergiques striataux possédent des axones fortement
ramifiés avec autant de sites de libération que les neurones dopaminergiques de la SNc.
Cependant, ils ne dégénerent pas ou ne manifestent pas de LB dans la MP.

Ainsi, une grande arborisation est un facteur a risque de stress oxydatif élevé, mais n'est pas

suffisante a elle seule pour induire la pathogénese.

2. Activité pacemaker autonome dépendante des
canaux calciques voltage-dépendants de type L (LCCVD)

Une hypothése récente suggere que les neurones dopaminergiques de la SNc, qui
dégénerent dans la MP, sont particulierement vulnérables parce qu'ils ont une activité
pacemaker autonome dépendante des LCCVD. Activité pacemaker autonome signifiant que
la génération du potentiel d’action des neurones se fait en I'absence d’entrée synaptique

excitatrice.

L‘activité pacemaker de la plupart des neurones repose exclusivement sur une activité
médiée par des canaux cationiques monovalents de type Na+. Par exemple, les neurones
dopaminergiques de la région ATV adjacente a la SNc, moins affectés par la
neurodégénérescence, reposent plutdét sur l'entrée d'ions Na+ pour le maintien des
oscillations de conductance. A I'inverse, les neurones de la SNc et du noyau DMV utilisent les
LCCVD pour générer une activité pacemaker, bien qu’une activité pacemaker basée sur des
canaux Na+, K+, et non spécifiques (de fuite et HCN) exprimés a la membrane du soma, des
dendrites proximaux et du segment initial de I'axone, se maintiennent quand les canaux
LCCVD sont spécifiquement inhibés (29). Ces canaux LCCVD sont appelés « voltage-
dépendants » car leur ouverture est activée par la dépolarisation membranaire. lls

permettent I’entrée du Ca2+ dans les cellules excitables.
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Les LCCVD font partis des canaux calciques HVA (high voltage activated), qui s’activent pour
de fortes dépolarisations et qui s’inactivent plus lentement. La caractéristique
pharmacologique essentielle des LCCVD est leur sensibilité aux antagonistes calciques et, en

particulier, a ceux de la classe des DHP (30).

a) Caractéristiques structurelles des LCCVD

Le canal lui-méme est formé par la sous-unité al. Cette sous unité se compose du pore avec
un filtre sélectif ionique. Elle est constituée de 4 domaines avec 6 segments
transmembranaires. Les segments S5 et S6 forment le pore du canal. Le segment S4 (chargé
positivement) est le senseur de potentiel. Des sites de liaison aux drogues se situent au
niveau des hélices (notamment ceux des DHP). Des sous-unités auxiliaires y sont associées
pour permettre de réguler I'expression et les caractéristiques biophysiques de la sous unité
al. La sous unité a2 extra-cellulaire est reliée a la sous-unité & intra-membranaire par des
ponts disulfures. Notons aussi la présence de la sous-unité y transmembranaire et de la sous

unité B cytosolique (31).

Figure 12 : Structure d'un canal calcique. D'aprés (31).
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b) Expression spécifique des LCCVD des neurones

dopaminergiques de la SNc

Les 4 sous types de LCCVD (CaV1.1, CaV1l.2, CaV1.3, CaV1.4) sont retrouvés dans les
neurones, le nceud sinusal, les cardiomyocytes auriculaires et les cellules chromaffines
rénales. Les canaux CaV1.2 et CaV1.3 sont les 2 sous-types prédominants de LCCVD dans le
SNC. Les canaux CaV 1.2 sont activés a un seuil plus dépolarisé que les canaux CaV1.3. Ces
deux sous-types sont retrouvés au niveau somatodendritique en post synaptique dans la SNc
(24) . lls ont une distribution étendue dans tout le cerveau, alors que les canaux CaV1.1 et
CaV1.4 ne sont exprimés respectivement que dans le muscle squelettique et la rétine. Bien
qgu'il y ait de trés faibles niveaux de transcrits de CaV1.1 et CaV1.4 (détectés par PCR) dans le
cerveau, leur signification fonctionnelle est incertaine et leur détection peut étre due a la
haute sensibilité de la PCR et la présence d'autres types cellulaires (par exemple les

lymphocytes).

c) Activité des LCCVD

L'observation des neurones dopaminergiques de la SNc montre un potentiel d’action large,
lent et rythmique (2-10 Hz), entrainé par l'ouverture des LCCVD et accompagné par de
grandes oscillations de la concentration intracellulaire de Ca2+. Ces neurones générent un
potentiel d’action sans entrée synaptique permettant le maintien des niveaux de dopamine,
appelé tonus dopaminergique, des régions innervées par ces neurones (par exemple, dans le
striatum).

Les deux isoformes CaV1.2 et CaV1.3 régulent |'excitabilité neuronale et la plasticité
synaptique. lls transportent du Ca2+ (dépolarisant) vers l'intérieur de la cellule et
augmentent le Ca2+ libre intracellulaire, servant de second messager pour de nombreuses
voies de signalisations dépendantes du Ca2+ (32). Ces canaux contrélent ainsi de nombreux
processus cellulaires comme la libération des neurotransmetteurs, la survie neuronale,
I'activation des kinases, la croissance des neurites et la transcription génique par I'afflux de
calcium dans les neurones, suite a la dépolarisation membranaire, ou par le calcium libéré

des réserves intracellulaires.
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d) Ségrégation fonctionnelle entre les canaux CaV1.2 et

CaV1l.3

Malgré la forte similitude structurelle de leur sous-unité al au niveau du pore, les canaux
CaV1.2 et CaV1.3 montrent une ségrégation fonctionnelle avec des propriétés biophysiques

et des fonctions physiologiques différentes (33):

» Canaux CaV1.2 : Le flux de Ca2+ apparait lors des pics de dépolarisation. Ils sont

couplés aux canaux K+.

» Canaux CaV1.3: lls sont rares et ne représentent que % des LCCVD. lls s’ouvrent a
un potentiel de membrane plus hyperpolarisé que les canaux CaV1.2. Leur
activité n’est pas nécessaire a la génése du potentiel d’action. En effet, lorsque
ces canaux sont bloqués avec des antagonistes DHP, |'activité neuronale se
poursuit. Ills ont la capacité d’accélérer le passage a la dépolarisation et de
contribuer indirectement a l'influx de Ca2+ pendant la décharge neuronale. Ils ont
donc un réle de « soutien ». Contrairement aux autres neurones, les canaux
CaV1.3 de la SNc sont quasiment ouverts la plupart du temps avec une magnitude

et une étendue plus large.

L'influx de Ca2+ transite donc majoritairement a travers les canaux CaV1.2 responsables de

la dépolarisation. Les canaux CaV1.3 maintiennent le flux de calcium infraliminaire.

C. Mise en jeu du Ca2+ et dysfonction mitochondriale

Ce chapitre s’appuie sur les références (20), (25), (26) (29), (34) et (35).

Les oscillations Ca2+ cytosoliques lentes dans les neurones dopaminergiques de la SNc ont 3
fonctions complémentaires (29).

Tout d'abord, elles aident a maintenir une activité électrique autonome lente dans ces
neurones. Puis, le Ca2+ module positivement [|'expression et l'activité des enzymes

impliquées dans la synthése de la DA, assurant ainsi I'adéquation entre |'offre et la demande
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du neurotransmetteur. Enfin, I'augmentation de Ca2+ cytosolique est responsable de

I'entrée de Ca2 + dans la mitochondrie.

1. Colit énergétique élevé

L'un des inconvénients majeurs d'un systéme d'alimentation bioénergétique a médiation
calcique est qu'il entraine une élévation soutenue du Ca2+ cytosolique. Celle-ci fournit une
charge d'énergie conduisant a "l'usure" des machines homéostatiques cellulaires. Le colt
bioénergétique de la séquestration du Ca2 + est important, car le pompage de Ca2 +, ion
divalent, nécessite un transport actif. Ces gradients sont entretenus par des pompes
dépendantes de I'ATP, dont l'engagement prolongé crée une charge bioénergétique

colteuse pour les cellules.

L'utilisation d'ions Ca2+, plutot que d'ions Na+, pour le pacemaker, nécessite beaucoup plus
de dépense énergétique pour maintenir une concentration de Ca2+ intracellulaire sire et
non toxique. En effet, Le gradient électrochimique des ions Ca2+ a travers les membranes
cellulaires est 1000 fois plus grand que celui des ions monovalents. Ainsi, tout processus qui
utilise du Ca2+ dans la cellule est tres exigeant en énergie et nécessite un colt métabolique
important. La fonction mitochondriale doit étre efficace, associée a une bonne capacité
tampon du Ca2+, afin de prévenir les dommages liés au stress oxydatif ou a I'excitotoxicité.

Or le pouvoir tampon des neurones de la SNc vis-a-vis du Ca2+ est faible.

Une expérience a été réalisée pour comparer le métabolisme énergétique des neurones
dopaminergiques de la SNc a ceux des neurones dopaminergiques de I’ATV (25).

Un rapport de contrble respiratoire (entre oxygéne basal et maximal) a été réalisé. Les
résultats ont montré qu'il était inférieur de 19,3% dans les neurones a dopamine de la SNc a
ceux de I'ATV.

Les neurones de la SNc sont proches de leur capacité maximale de production d’énergie
mitochondriale a I'état basal et moins capables que d'autres neurones dopaminergiques

d'augmenter, si besoin, leur production d'énergie.
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Ils ont significativement une respiration mitochondriale basale et une teneur élevée en ATP

par rapport aux neurones de I'ATV.

Aussi, l'observation que les neurones dopaminergiques dégénératifs de la SNc sont
principalement dans les zones a faible niveau de protéine calbindin-D28k de liaison de

calcium, a suggérée un réle pour le Ca2+ dans la susceptibilité neuronale.

Les neurones dopaminergiques de I’ATV, moins vulnérables, ont un pacemaker autonome a
large potentiel d’action, mais aussi des courants Ca2+ a travers les LCCVD plus petits et de
nombreuses protéines tampon du Ca2+ (la calbindine). Bien qu'il y ait trés peu d'études
examinant ces caractéristiques dans d'autres neurones vulnérables de la MP, celles qui ont

étudié le LC, le DMV et le PPN, montrent que ce phénotype est largement partagé.

2. Stress oxydant mitochondrial

Le transfert du Ca2+ entre le cytosol et les mitochondries se fait, directement ou non, par
I'intermédiaire du pore du calcium mithochondrial (mitochondrial calcium unipore, MCU).
Indirectement, le Ca2 + est d'abord pompé du cytosol vers le RE par l'intermédiaire de la
pompe ATPase SERCA ( pompe a Ca2+ permettant le pompage des ions Ca2+ du cytosol vers
la lumiére du RE) puis transféré vers la mitochondrie, par activation séquentielle du
récepteur IP3 et du MCU (20).

L’entrée de Ca2 + mitochondrial stimule la phosphorylation oxydative et la production d'ATP.

En principe, le controle de la phosphorylation oxydative permet d'assurer que les besoins
bioénergétiques sont satisfaits et que les niveaux d'ATP intracellulaires ne tombent pas dans
une plage qui déclencherait une activation protectrice des canaux KATP, causant la cessation
de I'activité en cours. Ce ralentissement entrainerait une baisse des niveaux striataux de DA
et la désinhibition de la voie indirecte des neurones striataux, qui supprimerait ou arréterait
le mouvement.

Cependant, ce systeme de controle bioénergétique a un codt.

La stimulation de la phosphorylation oxydative en I'absence de fortes demandes d'ATP (la

plupart du temps) entraine une hyperpolarisation mitochondriale avec un flux d'électrons

54



rétrograde, a travers la chaine de transport des électrons. L’hyperpolarisation et I'état de
réduction élevé de la chaine respiratoire favorisent la production d’anions superoxydes
convertis en H202 (34). La persistance de |‘inhibition des complexes et de la production de
ROS, en présence d’une augmentation de NO (monoxyde d’azote), aboutit a un
effondrement des systémes antioxydants (glutathion réduit). Dans ce contexte, I'ouverture
du pore est facilitée, avec pour corollaire, dissipation du potentiel de membrane, trouble de
perméabilité, libération de facteurs proapoptotiques et mort cellulaire par apoptose ou

nécrose.

Les ROS peuvent endommager les protéines, les lipides et I'ADN, en particulier dans les
mitochondries. Le stress oxydant mitochondrial soutenu pourrait étre un facteur favorisant
le déclin de la fonction mitochondriale dans les neurones a risque, chez les personnes agées.
Cette perte de fonction - en conséquence de I'accumulation de dommages oxydants - a été
proposée comme facteur principal du déclin de la viabilité neuronale lié au vieillissement

(35).

Dans les deux cas, le stress oxydant mitochondrial en cours, dans les neurones
dopaminergiques de la SNc, peut conduire a une augmentation du taux de renouvellement
des organites par la mitophagie. Le déclin, lié au vieillissement, de la capacité a recycler les
mitochondries affaiblies, pourrait entrainer une sénescence prématurée et la mort des
cellules. De plus, un besoin accru d'éliminer les mitochondries endommagées pourrait
compromettre d'autres fonctions protéostatiques, notamment la dégradation des protéines

mal repliées, comme I' a-synucléine.

Enfin, le Ca2+ favorise l'agrégation de |’ a-synucléine puisque la calpaine protéase
dépendante du Ca2+ clive la terminaison carboxyle de la protéine, favorisant son agrégation.
Ceci est renforcé par le stress oxydatif. Chez I'animal, l'inhibition de la calpaine réduit
nettement la toxicité neuronale de la surexpression ou de la mutation de |I' a-synucléine. Fait
intéressant, les oscillations de Ca2+ et l'incubation avec des fibrilles a-synucléine créent un
stress oxydant cytosolique pouvant se combiner avec le stress oxydant mitochondrial dans
les neurones dopaminergiques de la SNc. Pour aggraver les choses, la protéine phosphatase

calcineurine dépendante du Ca2+ favorise la toxicité a-synucléine.
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2. Schéma récapitulatif

La figure 13 résume les principales caractéristiques des neurones vulnérables et comment de
telles caractéristiques peuvent contribuer a la LP et a la mort neuronale au cours de la MP.
Les fleches indiquent la causalité. Les fleches pleines indiquent les liens entre les
événements bien établis dans les modeéles de mammiferes et les fleches en pointillés, les

liens pour lesquelles il reste encore quelques doutes.

f/ Very long, large axon terminal arbor
and o-syn dependent, vesicular
release sites; possible increased
use of Cavl channels

Ca' loading and

mitochondrial
dysfunction

T Mitochondrial
oxidant stress

| Gene mutations

leg.in SNCA)
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channel apening, low
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Age genes (e.g. PARKZl 1T
i Mitochondrial 1 Autuphaglc
al R -

Age gene mutations
| (e.g.in GBA or LRRK2)

Senescence and cell death EEEEEEEEEEREEREEFEEEPEE !

Figure 13 : Schéma résumant comment les facteurs cellulaires-autonomes pourraient
contribuer a la pathologie de Lewy et a la mort cellulaire dans la maladie de Parkinson. Tiré

de (20), figure 4.
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Les caractéristiques des neurones vulnérables sont divisées en 2 classes:

a) Charge de Ca2 + et / ou dysfonction mitochondriale

(rouge)

Les neurones vulnérables ont généralement une activité pacemaker autonome avec de
grandes fluctuations du Ca2 + cytosolique qui ne sont pas fortement tamponnées.

Il en résulte une activation de la phosphorylation oxydative conduisant a une augmentation
du stress oxydatif mitochondrial et des dommages. Les dommages mitochondriaux
pourraient étre exacerbés par I'dge, les toxines environnementales et les mutations
génétiques affectant le contrdle de la qualité mitochondrial (bofites bleu clair).

Rappelons, qu’environ un cas sur dix de MP est familial, c'est-a-dire que l'apparition de la

maladie peut étre attribuée a une mutation génétique (29).

Les mutations les plus caractérisées, récessives et a perte de fonction ont été clairement
liges a la fonction mitochondriale. Les mutations PINK1 et PARKIN dans les cellules non
neuronales conduisent a des déficits dans le renouvellement ou le contréle de la qualité
mitochondriale. La PARKINE a également été impliquée dans la biogenése mitochondriale a
travers sa régulation négative sur le répresseur transcriptionnel PARIS. La biogenese
mitochondriale est favorisée par le co-activateur transcriptionnel PGC-1a et son géne cible,
NRF-1. En l'absence de PARKIN, PARIS s'accumule et conduit a la perte progressive des
neurones dopaminergiques dans le SNc. Les mutations de DJ-1 tombent également dans

cette catégorie. Celui-ci aide a réguler les défenses oxydantes cellulaires et mitochondriales.

Ces 3 mutations génétiques sont liées a la fonction mitochondriale et augmentent la
probabilité d'apparition précoce de la MP. Fait intéressant, la LP n'est pas une composante
obligatoire du profil pathologique chez de nombreux patients parkinsoniens atteints de ces
mutations.

En ligne avec cette derniére observation, des études ont également signalé une
augmentation progressive et soutenue du stress oxydant dans les neurones de la SNc des

souris, surexprimant I'a-synucléine A53T mutant.
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De plus, une grande arborisation axonale conduit a un stress oxydant mitochondrial élevé et
a des dommages. L'accumulation de défauts mitochondriaux et/ou de dommages

conduisent a la sénescence et/ou la mort cellulaire.

b) Dysfonctionnement protéostatique (violet)

Comme mentionné dans la partie 2, il y a un lien entre I’ a-synucléine, la dérégulation de la

protéostase et la dysfonction mitochondriale dans la MP.

Dans les neurones vulnérables, I'agrégation de I’ a-synucléine pourrait étre augmentée par
une expression d’ a-synucléine élevée, due a un axone long, tres ramifié et des mutations
génétiques.

Le Ca2+ cytosolique élevé, les ROS, les espéces réactives azotées, ou |'absorption de I' a-
synucléine agrégée pourraient favoriser la formation d'agrégats intracellulaires d' a-
synucléine, conduisant a LP. En outre, la diminution de la capacité autophagique résultant de
I'augmentation de la mitophagie, des mutations génétiques ou du vieillissement pourrait
augmenter I'importance des agrégats. Enfin, les agrégats a-synucléine pourraient contribuer
a la dysfonction mitochondriale, au stress oxydant et aux niveaux élevés de Ca2 +
cytosolique, favorisant davantage la pathologie.

Bien que I' a-synucléine soit impliquée dans la MP par ses mutations ou sa surexpression,

elle ne serait pas suffisante pour induire la pathologie (20).

Fait intéressant: dans les neurones de la SNc, l'excés d' a-synucléine exacerbe
I'augmentation de Ca2+ provoquée par l'exposition MPP+ a travers les LCCVD, alors que
dans les neurones ATV il n'y avait pas d'augmentation détectable de Ca2+,
indépendamment des niveaux d'expression d' a-synucléine (26).

Aussi, il a été constaté que les neurones de la SNc et de I'ATV provenant de souris
déficientes en a-synucléine (aSyn KO) étaient plus résistants a la toxicité induite par la
MPP+ que les neurones d'animaux sauvage. En I'absence d' a-synucléine, aucune
augmentation détectable de Ca2+ dans les neurones de la SNc, suite au traitement MPP n'a
été observée. De méme, aucun effet de la toxine sur le Ca2+ mitochondrial ou la

morphologie mitochondriale n'a été observé dans les neurones aSynKO.
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Ces résultats ont montré que bien que I'expression d' a-synucléine est essentielle, elle n'est
pas suffisante pour déclencher I'augmentation de Ca2+ induite par la MPP, ce qui nécessite
vraisemblablement des facteurs supplémentaires spécifiqguement exprimés dans les
neurones de la SNc.

Les 2 facteurs pathogenes (I'a-synucléine et l'activité dépendante des LCCVD) agissent de
concert, mais I'augmentation des niveaux d' a-synucléine reste insuffisante pour sensibiliser

les neurones a la toxine MPP+.

L'ensemble de ces découvertes permet d’affirmer une nouvelle interaction entre les facteurs
de risque génétique primaire de la MP, la dysfonction mitochondriale et la signalisation du
calcium.

La combinaison particuliere de caractéristiques (crétes larges, pacemaker autonome
dépendant des LCCVD, faible capacité de tampon du Ca2+ intrinséque et oscillations de Ca2+
cytosoliques) distingue les neurones DA de la SNc des autres neurones qui sont moins
vulnérables dans la MP. Elle peut expliquer le déclin des neurones dopaminergiques dans
cette région avec I'age avancé mais n'explique pas pourquoi nous n'obtenons pas tous la MP.
La MP n'est pas simplement un vieillissement accéléré puisque la perte cellulaire est
différente dans le cerveau post-mortem des personnes agées non parkinsoniennes de celle
des patients parkinsoniens. Comme indiqué ci-dessus, un certain nombre de mécanismes
(stress oxydatif, insuffisance mitochondriale, dysfonctionnement du protéasome,

excitotoxicité, apoptose) sont impliqués dans la neurodégénérescence au cours de la MP.

IV. Utilisation de bloqueurs des canaux calciques type L. DHP : essais

sur l'isradipine

A. Choix de l'isradipine

Ce chapitre s’appuie sur la référence (36).

Une expérience a permis de comparer |'affinité des différentes DHPs : isradipine, azidopine,

nitrendipine, nifédipine et amlodipine pour les canaux LCCVD (36).
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Son objectif était de déterminer le « médicament-candidat » optimal pour bloquer
efficacement I'entrée de Ca2+ a travers les canaux LCCVD et assurer la neuroprotection la
plus optimale. Comme mentionné précédemment, il existe 4 isoformes de LCCVD : CaV1.1,
CaV1.2, CaV1.3 et CaV1.4. lls sont présents dans le cerveau des mammiferes et contiennent

la sous-unité al, cible des DHP.

Une PCR quantitative a révélé que les sous-unités al (qui lient les DHPs) des canaux CaV1.1
et CaV1.4 représentaient 0,08% des transcriptions des LCCVD dans le cerveau entier de la
souris. Ces données suggerent que ces canaux sont peu susceptibles de servir de cibles
médicamenteuses pour les DHP. Le SNc utilise des canaux CaV1.2 pour la potentialisation a
long terme dans les neurones, qui renforce I'efficacité de la transmission synaptique. Les
canaux CaV1.3 peuvent s'activer a des potentiels plus négatifs, servant principalement de
modulateurs du pacemaking. Les canaux CaV1.3 jouent donc un réle physiopathologique
important dans la MP. Le blocage de ces canaux serait intéressant pour assurer une
neuroprotection. Il était donc nécessaire de sélectionner parmi les DHPs disponibles, celle
qui aurait une affinité suffisamment importante pour les LCCVD et notamment pour les

canaux CaV1.3.

Pour cela, une expérience a combiné radiorécepteurs, PCR et a utilisé des souris doubles

mutantes (36):

» Souris exprimant des canaux CaV1.2 mutants manquant d'affinité élevée
pour les DHPs [CaV1.2DHP (-/-)]
» Souris exprimant des canaux CaV1.3 mutants manquant d’affinité élevée pour

les DHPs [CaV1.3 (- /-)].

Notons, figure 14, que la différence de liaison du marqueur (+)-[3H]isradipine entre les souris
simplement mutées [CaV1.2DHP( -/-)] et les souris doublement mutées ([CaV1.2DHP( -/-)],
[CaV1.3DHP( -/-)] a été réduite respectivement de 15,1 a 4,4%, indiquant que les canaux
CaV1.3 représentent 10,7% des LCCVD du cerveau.

L'exploitation du modele CaV1.2DHP (-/-) a permis de tester Iaffinit¢ de DHPs,
structurellement différentes, entre les poches de liaison CaV1.2 et CaV1.3. Les membranes

du cerveau des souris sauvages et des souris [CaV1.2DHP (- /-)] ont été marquées avec le
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ligand radioactif + [3H] isradipine en |'absence et en présence de concentrations croissantes

de DHPs non marquées.
» Résultats nitrendipine et nifédipine

Le tableau 15 montre que les CI50 de la nitrendipine et de la nifédipine, en I'absence de
canaux CaV1.2 (CaV1.2DHP (- /-)), sont respectivement 3 et 4 fois plus importantes que
celles chez les souris sauvages (WT). Le rapport CI50 souris WT/ souris [CaV1.2DHP (-/-)] est
faible (£ 0,3 pour les 2 molécules) et démontre une forte affinité de ces 2 molécules pour les
canaux CaV1.2 par rapport aux autres canaux. Plus en détail, le tableau 16 montre que le
rapport des CI50 pour les canaux CaV1.2 et CaV1.3 étant faible et éloigné de 1, Ila
nitrendipine et la nifédipine ne se fixent que trés peu sur les canaux CaV1.3 par rapport aux
canaux CaV1.2. Malgré leur forte affinité pour les canaux CaV1.2, leur intérét pour la

neuroprotection reste limité, du fait de leur faible affinité pour les canaux CaV1.3.
» Résultats isradipine, amlodipine et azidopine

Le tableau 15 montre que les rapports des valeurs CISO pour l'isradipine, I'amlodipine et
I'azidopine restent a peu prés similaires. Cependant, I'isradipine est la plus intéressante. En
I'absence de CaV1.2 (souris CaV1.2DHP (-/-)), son affinité pour les autres canaux reste
quasiment inchangée : le rapport CI50 souris WT/ souris [CaV1.2DHP (-/-)] est le plus proche
de 1 (+ 0,98). De plus, comme résumé tableau 16, son affinité pour les canaux CaV1.2 et
CaV1.3 est presque identique : le rapport des CI50 pour les canaux CaV1.2 et CaV1.3 étant

également proche de 1 (+ 1,09) en comparaison a I'amlodipine et a I'azidopine.
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Figure 14 : Inhibition de la liaison [3H] isradipine aux LCCVD natifs dans des membranes de
cerveaux de souris et inhibition de la liaison [3H] isradipine aux LCCVD CaV1.2 et CaVI.3
recombinants exprimés dans des cellules tsA201 par des DHPs non marquées. Tiré de (36),

figure 5.
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Dihydropyridine wT Ca, 1.2DHP(—/—) IC;; WT:MUT n

(*)-Isradipine
IC,, (nM) 0.43 £ 0.03 0.59 = 0.12 0.76 = 0.20 3
Slope factor  0.99 + 0.10 0.98 = 0.08

Azidopine
IC;, (nM) 1.23 = 0.71 1.08 = 0.56 1.13 = 0.18 3
Slope factor  0.94 + 0.04 0.95 = 0.04

Nitrendipine

IC;, (nM) 0.97 £ 0.11 2.79 £ 0.80° " 0.37 £ 0.11** 4
Slope factor  0.89 + 0.08 0.96 = 0.10

Nifedipine
IC,, (nM) 3.42 £ 0.55 13.21 £ 105+ 0.26 + 0.06** 3
Slope factor  0.85 + 0.04 0.87 = 0.11

(—)-Isradipine
IC;, (nM) 35274 355 5.2 0.98 = 0.09 3
Slope factor  0.95 + 0.01 0.86 = 0.07

Amlodipine
IC;, (nM) 41.1 £ 1.2 39.2 46 1.06 = 0.14 3

Slope factor  0.93 + 0.04 1.01 = 0.02

tHH P < 0.001; unpaired student’s ¢ test.
#* P = (.01, for difference from unity, one-sample ¢ test.

Figure 15 : Affinités des différentes DHPs pour les membranes cérébrales de CaV1.2DHP (-/-)
et de souris de type sauvage WT. La signification statistique de la sélectivité a été
déterminée a partir d'une comparaison directe des valeurs des CI50 et des rapports de

sélectivités (WT:MUT). Tiré de (36) , Table 2.

Dihydropyridine Ca,1.2 Ca,1.3 1C;, WT:MUT
(*)-Isradipine
I1C,, (nM) 0.40 = 021  0.51 = 0.20 0.76 = 0.18*
Slope factor 0.80 = 0.04 0.96 = 0.12
Azidopine
IC,, (nM) 0.46 + 0.10 0.65 = 0.11* 0.74 = 0.23
Slope factor 0.85 = 0.06 1.00 = 0.11
Nitrendipine
IC;, (nM) 1.08 = 0.27 359 = 066" 0.31 = 0.11%%*
Slope factor 0.82 = 0.10 0.96 = 0.12
Nifedipine
IC;, (nM) 445+ 121 20.1 = 47847 0.22 = 0.04%%*

Slope factor 0.84 + 0.12 0.92 = 0.10

{—)-Isradipine
IC,, (nM) 29.7 + 556  27.2 * 3.67 1.09 = 0.11
Slope factor 0.88 + 0.13 0.86 = 0.12

Amlodipine
1C,, (nM) 284 + 11.8 60.1 = 28.3 0.48 = 0.11%%*
Slope factor 0.87 + 0.11 0.94 = 0.09

* P < 0.05.
Y P < 00001,
*P < 0.05.
#=#% P < 0.001.

Figure 16 : Affinités des différentes DHPs pour les canaux CaV1.3 et CaV1.2 recombinants.
Les rapports de sélectivités (WT: MUT) ont été calculés a partir d'expériences individuelles

réalisées en paralléle pour les deux isoformes de canal. Tiré de (36) , Table 3.
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Cette expérience a permis d’affirmer que l'isradipine, par son affinité quasi égale pour les
canaux CaV1.2 et CaV1.3, est la DHP la plus intéressante pour bloquer efficacement I'entrée

de Ca2+ a travers les canaux LCCVD.

Aussi, il a été démontré que certaines DHPs se lient aux LCCVD d'une maniere isoforme-
sélective. Les résultats indiquent que la nitrendipine et la nifédipine peuvent détecter,
malgré la trés forte similitude de séquence dans la poche de liaison DHP, des différences
dans les architectures moléculaires des canaux CaV1.2 et CaV1.3. Il semble donc probable
qgue de telles différences puissent permettre le développement de molécules ayant une plus
grande affinité pour la poche de liaison CaV1.3. Ceci pourrait aider au développement de
bloqueurs sélectifs de CaV1.3, permettant de nouvelles stratégies thérapeutiques pour le

traitement de la MP.

B. Essai pré-clinique de l'isradipine sur lI'animal

Ce chapitre s’appuie sur les références (37), (38) et (39).

Pour vérifier 'hypothése de I'effet neuroprotecteur de I'isradipine sur les modéles de souris,
la toxine 6-OHDA a été injectée par voie intrastriale en paralléle de I'injection systémique

d’isradipine (37).

De maniere similaire au MPP+, la toxine 6-OHDA est connue pour son effet toxique sur les
neurones catécholaminergiques, en entrainant un stress oxydatif. Elle possede un role
délétére vis a vis des neurones dopaminergiques en inhibant le complexe | de la chaine
respiratoire mitochondriale. L'injection de 6-OHDA dans le striatum semble étre un des
meilleurs modeles de la physiopathologie de la MP. En effet, elle provoque une perte
rétrograde progressive et modérée des neurones dopaminergiques de la SN¢, atteignant un

pic de dégénérescence a 3 semaines post-injection (38).

Le stress oxydant, augmentant la sensibilité des neurones dopaminergiques de la SNc aux

toxines mitochondriales, est la conséquence d’un fardeau métabolique. Ce dernier est créé
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par la nécessité d'éliminer le Ca2 + de I'espace cytosolique par des mécanismes dépendants
de I'ATP.

Par conséquent, I'antagonisme des canaux LCCVD se doit d’étre neuroprotecteur dans les
modeles de MP, provoqués par la toxine 6-OHDA.

25 jours aprés des injections intrastriatales de 2,5 pg de 6-OHDA, concentration suffisante
pour induire la lésion partielle des neurones dopaminergiques de la SNc, les souris ont été
sacrifiées. Leur sang a été recueilli et la concentration d'isradipine dans les échantillons de
plasma a été déterminée. L'étendue de la perte des fibres terminales a été évaluée par
immunohistochimie de la tyrosine hydroxylase (TH, enzyme clé de la biosynthése des
catécholamines). Une mesure quantitative de la densité des fibres TH+ striatales a été

obtenue par des mesures de densité optique.

L’expérience figure 17 a montré une perte > 90% des fibres TH+ striatales chez les souris, du
coté de la lésion (par comparaison a la densité de TH+ striatale sur le co6té intact du
cerveau). En présence d’un prétraitement avec de l'isradipine, la perte des fibres induite par

6-OHDA a été significativement réduite.
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Figure 17 : Microphotographies représentatives montrant des fibres immunoréactives TH

dans le striatum aprés une injection unilatérale de 6-OHDA chez des souris prétraitées avec

le véhicule (A) et avec de I'isradipine (B) (concentration plasmatique 10,4 ng / ml). La
protection offerte par l'isradipine était évidente dans tous les niveaux rostro-caudaux.

Extrait la figure 3 de (37).

Fait intéressant, la figure 18 montre que la neuroprotection était dose-dépendante, avec
une CI50 de l'isradipine plasmatique estimée a 13 nM pour les corps cellulaires et a 19 nM

pour les terminaisons.
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Figure 18 : Effet protecteur de l'isradipine dose-dépendant, chez 6 souris. Extrait la figure 2

de (37).

Cette différence de sensibilité des 2 régions a l'isradipine pourrait étre interprétée de deux
maniéres. La premiére : les terminaisons sont plus sensibles aux toxines que les corps
cellulaires, exigeant un antagonisme plus complet des canaux LCCVD pour obtenir une
protection. La seconde : les terminaisons sont plus hyperpolarisées que les corps cellulaires,

diminuant la capacité des DHPs a antagoniser les canaux LCCVD.

Un des points-clés de cette étude était la détermination de la plage de concentration

plasmatique pour laquelle la neuroprotection était obtenue.

Rappelons que les DHPs, y compris l'isradipine, sont approuvées pour l'usage humain dans le
traitement de I'hypertension. Les analyses pharmacocinétiques chez ’lhomme ont montré
des concentrations plasmatiques d'isradipine d'environ 2 ng / ml (~¥ 5 nM) avec 5 mg / jour et
de 8 ng / ml (22 nM) avec 10 mg / jour. Le médicament ICAZ® 5mg, utilisé dans le traitement

de I’hypertension, atteint des concentrations de environ 2 ng/ml a I'état d’équilibre (39).

Ces concentrations sont clairement dans la gamme permettant la neuroprotection dans
cette étude. La figure 19 montre que les CI50, pour obtenir une neuroprotection de 50%,

était de 7,2ng/ml.
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Figure 19 : Courbe de régression non linéaire de la densité relative des fibres striatales TH +

montrant une concentration plasmatique d'isradipine avec un coefficient de Hill de 3

(=pente de la courbe) et une CI50 = 7,2 ng / ml. Extrait figure 2 de (37).

Ces concentrations plasmatiques d'isradipine, conduisant a la neuroprotection, se situent

donc dans les limites de celles pouvant étre atteintes en toute sécurité chez I'homme.

La conclusion de cette étude est que chez la souris, I'administration systémique d’isradipine,

antagoniste des canaux calciques LCCVD, protéege les terminaisons dopaminergiques

striatales et les corps cellulaires des neurones dopaminergiques de la SNc contre l'injection

intrastriatale de 2,5 ug de la toxine 6 OHDA. Ces concentrations plasmatiques, proches de

celles utilisées pour le traitement de I’hypertension, suggérent que l'isradipine pourrait étre

un agent neuroprotecteur viable au stade précoce de la MP.
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C. Essai de phase Il sur l'isradipine STEADY-PD II

Ce chapitre s’appuie sur les références (40) et (41).

Un essai de phase Il a été réalisé, suite a la découverte des propriétés neuroprotectrices de
Iisradipine, sur les modéles animaux dans la MP.
Cet essai a permis de définir la posologie d’isradipine la mieux adaptée pour répondre aux

criteres de tolérance, sécurité et efficacité préliminaire en vue des futurs essais de phase 3.

1. Description de l'essai de phase II

Cet essai multicentrique a été mené sur 21 sites du Parkinson Study Group et coordonné par
le Centre de coordination des essais cliniques et le Département de Biostatistique de
I'Université de Rochester (UR, Rochester, NY, Etats-Unis).

L'étude a été concue comme un essai randomisé, en double aveugle, a quatre bras en
groupes paralléles, avec des sujets recevant une fois par jour 5, 10 ou 20 mg d'isradipine ou
un placebo.

Entre septembre 2009 et octobre 2010, 115 sujets ont été examinés dont 99 ont été inclus
dans I'étude. Le dernier sujet a terminé |'étude en novembre 2011.
Les participants étaient des hommes et des femmes agés de 30 ans et plus, avec un
diagnostic de MP précoce, établi depuis 3 ans a un stade <2,5 sur I’échelle de Hoehn et Yahr,
ne nécessitant pas de traitement dopaminergique (agoniste dopaminergique ou lévodopa) ni
de le commencer dans les 6 mois (Annexe 1).

L'utilisation de la sélégiline, rasagiline, amantadine ou des anticholinergiques était permise
tant que la dose restait stable pendant les 3 mois précédant la visite initiale et pendant la
durée de |'étude. Les principaux criteres d'exclusion comprenaient: un diagnostic de
syndrome parkinsonien atypique, I'exposition a un traitement dopaminergique dans les 60
jours précédant l'inscription ou pendant 3 mois a n'importe quel moment dans le passé, la
présence d'un dysfonctionnement cognitif défini par un score d'examen de mini-mentalité
(MMSE) <26, une dépression cliniquement significative déterminée par un score de Beck
Depression Inventory Il (BDI)> 15, des antécédents d'exposition aux antipsychotiques

typiques ou a d'autres agents bloquant la dopamine et des antécédents d'hypotension
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orthostatique cliniguement significative, d'insuffisance cardiaque congestive, de bradycardie
ou d'autres anomalies électrocardiographiques importantes (ECG), anomalies biologiques,
de comorbidités médicales ou psychiatriques connues. Les participants, ayant des
antécédents d'hypertension traités avec d'autres antihypertenseurs, ont été autorisés a
condition que les doses de traitement concomitantes puissent étre réduites / ajustées au

cours de |'étude en fonction des valeurs de la tension artérielle.

La figure 20 montre que les participants randomisés, en nombre égal aux 4 bras de
traitement, ont été initiés a la dose quotidienne de 5 mg d'isradipine ou a un placebo, et ont
été titrés a leur dose assignée par paliers de 5 mg toutes les 2 semaines, puis, suivis durant
12 mois. A I'avant-derniére visite, le médicament a été réduit progressivement de 5 mg tous
les 3 jours jusqu'a l'arrét du traitement. L'échelle UPDRS (Annexe 3) et d'autres évaluations
cliniqgues ont été réalisées au départ, semaines 2, 4, 6, 8, 12, tous les 3 mois et lors des

visites finales. Les effets indésirables ont été enregistrés a chaque visite d'étude.

Screened
115
Excluded
Ineligible: 12
Declined: 4
Enrolled
99
Placebo Smg 10mg 20mg
Treatment: 26 23 26 24
‘Completed No Yes No Yes No Yes No Yes
1 25 1 22 1 25 5 19
Reason for ' Urinary symptoms PDdecline Elevated blood Leg edema(4)
termination pressure Nausea (1)

Figure 20 : Diagramme de flux d'étude. Tiré de (40), figure 1.
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2. Evaluation de la tolérance

La tolérance est définie comme la proportion de sujets capables de compléter I'étude de 12
mois ou, jusqu'au moment de l'initiation de la thérapie dopaminergique (selon la premiére
éventualité), selon la posologie initialement assignée. Le seuil de tolérance a été fixé comme
inférieur a 30% entre chaque groupe de traitement actif par rapport au placebo.

Cette analyse a été réalisée aprés que les premiers 50% des sujets aient achevé la phase de
titration a 12 semaines de I'étude. Un DSMB (comité de surveillance et de suivi chargé
d'assurer le suivi des essais, en particulier lors de grands essais multicentriques menés sur
des populations a haut risque de mortalité ou d'événements indésirables graves)
indépendant a été chargé de I'examen des données, afin d'éliminer les doses identifiées

comme intolérables.

Les résultats ci-dessous montrent les différences de tolérance du placebo et de l'isradipine :

» Placebo : 25 patients sur 26 (96%)

» Isradipine 5mg: 19 sur 23 patients (83%)

» Isradipine 10mg : 19 sur 26 patients (73%)

» Isradipine 20mg : 9 sur 24 patients (37%) dont 2/ 4 patients (50%) pour la dose de
15 mg et 7 /20 patients (35%) pour la dose de 20 mg.

Les événements indésirables les plus fréquents étaient I'cedeme périphérique (30 patients)
et les vertiges (24 patients).

La dose de 5mg présentait 13% de tolérance (96%- 83%) par rapport au placebo et celle de
10 mg 24% (96%-73%). Toutes deux étaient inférieures au seuil de tolérance de 30%.

Les doses de 5 mg et 10 mg répondaient donc aux critéres de tolérance.

Cependant, la dose d'isradipine 20 mg, ayant une tolérance de 59% (96%-37%) > 30%, était
intolérable.

L'isradipine 10 mg par jour était la dose maximale tolérable dans cette étude.
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3. Evaluation de la sécurité

Il y a eu 7 événements indésirables graves au cours de |'étude (dont 2 cas pour le placebo, 2
pour 5 mg, 1 pour 10 mg et 2 pour 20 mg), avec peu de preuves d'un lien avec le
médicament actif étudié. Ces effets comprenaient 2 hospitalisations pour une chirurgie
programmeée, une biopsie de la prostate, un diagnostic de cancer de la prostate, une
infection, une douleur thoracique, des calculs rénaux et un mélanome in situ.

Les effets indésirables affectent globalement plus de 5% des sujets (Annexe 2). Seul I'cedéeme
périphérique a montré une relation posologique. En effet, une fréquence croissante de
I';edéme périphérique a été observée pour des doses plus élevées.

Les effets indésirables, ayant entrainé une réduction ou une suspension posologique,
incluaient un cedéme des jambes, des vertiges, la combinaison de ces deux et une réduction
de la tension artérielle. La plupart des réductions de dose sont survenues au début de la

phase de titration.

4. Evaluation de 'efficacité

L'objectif de I'analyse d'efficacité dans cette étude était de choisir le meilleur des 3 groupes
de traitements actifs, avec les doses tolérables adaptées, pour les études futures. Le choix
pour la sélection de la dose était basé sur un critere d'efficacité d'un changement de 3 points
du score UPDRS total (incluant les sous-échelles UPDRS, I'échelle modifiée de Hoehn et Yahr,
I’échelle de qualité de vie de Schwab et England et Montreal Cognitive Assessment Scale)
entre chaque groupe actif, depuis la visite de référence, jusqu'au 12°™ mois ou la visite au
point final (Annexe 3) (41). Dans le cas ou il n'y avait pas de différence, le dosage tolérable le

plus élevé devait étre choisi pour les futures études pivots.
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a) Test Anova : Comparaison entre les 3 bras de traitements

actifs (Annexe 4)

Ce test a permis une comparaison intergroupe des 4 moyennes UPDRS de chacun des bras.
Les écarts types sont notés entre parenthese et traduisent la dispersion des valeurs (valeurs
plus ou moins écartées de la moyenne).

La p-value obtenue est de 0,7107 (> 0,05) pour les valeurs de I'UPDRS total.

Ainsi, I'hypothése nulle, affirmant qu’il n'y avait pas de différence statistiquement
significative dans la variation de I'UPDRS ou d'autres variables entre les groupes de

traitement actifs, n’a pas été rejetée.

b) Test de comparaison de I'efficacité des traitements avec le

placebo (Annexe 4)

Les valeurs de I'UPDRS total du tableau ont été obtenues par soustraction des moyennes
UPDRS total du test ANOVA de chaque dosage d'isradipine avec le placebo. L'intervalle de
confiance (comprenant 95% des valeurs) est noté entre parenthese.

Les différences, ajustées dans les points UPDRS, entre chaque groupe posologique et le
placebo, étaient de 0,04 pour 5 mg, - 1,10 pour 10 mg et - 2,00 pour 15/20 mg. Les signes
positifs indiquent une aggravation et les signes négatifs une amélioration.

Malgré un p value > 0,05, ne montrant pas de différence significative entre les valeurs, ces
résultats suggerent une tendance possible a I'efficacité pour les doses de 10 mg et 20 mg.
Cependant, cette différence n’est pas significative, elle peut étre le fruit du hasard.

Pour que celle-ci devienne significative, des échantillons de plus grandes tailles auraient été

nécessaires.
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c) Comparaison des valeurs UPDRS totales des 4 bras a la

12¢éme semaine et entre la 52éme et 54 éme semaine

La période entre la 52°™ et la 54 “™® semaine correspond a la période de "wash out" : les

sujets ne recgoivent plus les traitements a I’étude, pour en faire disparaitre les effets.

La p-value de 0,2417 et 0,5793, pour la 12°™ semaine et entre la 52°™ et 54°™ semaine
respectivement (> 0,05), ne montrait pas de différence significative des valeurs UPDRS entre

les 4 bras.

Cette étude a montré la tolérance dépendante de la dose d'isradipine chez les patients
atteints de MP précoce et a établi la dose de 10 mg comme dose maximale tolérable parmi
les doses testées. Il n'y avait pas de différences significatives dans I'efficacité entre les
traitements actifs ou le placebo. Cependant, il y avait une tendance vers I'augmentation du
bénéfice a des doses plus élevées.

La principale limite de cette étude était le nombre de patients. En effet, il est difficile de
mettre en évidence une différence d’efficacité entre les doses et le placebo sur des petits
échantillons. L’objectif principal de cette étude étant de déterminer la dose tolérable la plus
élevée.

Les données précliniques ont démontré un effet neuroprotecteur dose-dépendant de
I'isradipine sur les modéles animaux. Bien que la corrélation entre les données
pharmacocinétiques chez I'animal et chez I'humain soit prudente, l'isradipine 10 mg / j a
atteint des concentrations sériques qui se situent dans la fourchette neuroprotectrice lors
des études animales. Ces données ont appuyé l'utilisation de 10 mg / j pour les futures
études pivot d'efficacité.

L'étude a également fourni des informations importantes sur le profil de sécurité de
I'isradipine, chez les patients atteints de MP précoce. L'effet indésirable le plus courant était

I'cedéme périphérique, lié a I'effet vasodilatateur puissant des DHPs.

Ainsi l'isradipine, a des doses quotidiennes allant jusqu'a 10 mg, a bien été tolérée chez les

sujets atteints de MP débutante. Cependant, il n'y avait aucune évidence d'un effet
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symptomatique immédiat de l'isradipine sur les symptomes moteurs dans cette étude
cohorte.
Une étude de phase lll, randomisée en double aveugle contre placebo, est nécessaire pour
tester I'efficacité de l'isradipine, pour ralentir la progression de l'invalidité au début de la
maladie.

Cette étude a jeté les bases de I'essai de phase Il sur I'efficacité de I'isradipine dans la MP.

D. Essai de phase 3 en cours STEADY- PD III

Ce chapitre s’appuie sur les références (42) et (43).

STEADY-PD Il est un essai en groupe paralléle, en double aveugle, qui évalue l'effet de
I'isradipine sur la progression de l'incapacité au début de la MP. |l se réalise sur des individus
avec une MP précoce, non traités au départ, ne recevant ni ne nécessitant de traitements

(42).

1. Description de I'essai III

Cette étude, a double insu, randomisée, controlée par placebo est d'une durée de 36 mois.

L'inscription des 336 participants a débuté en novembre 2014 et a été achevée en Octobre

2015. L'essai se terminera en novembre 2018.

L'étude est menée dans 57 sites du Groupe d'étude Parkinson (PSG) en Amérique du Nord.
Elle est financée par I'Institut National des Troubles Neurologiques et des Maladies (NINDS),

et par la Fondation Michael J. Fox.
Les participants admissibles ont :

» Une MP idiopathique précoce (présence de deux des trois manifestations
cardinales de la MP : akinésie, rigidité et tremblements)
» Un age supérieur ou égal a 30 ans au moment du diagnostic

» Un diagnostic de la MP datant de moins de 3 ans

75



» lls ne doivent pas recevoir de traitements symptomatiques (lévodopa,
agoniste de la dopamine ou inhibiteurs de la MAO-B). L'utilisation
d'amantadine et / ou d'anticholinergiques est autorisée a des doses stables

avant l'inscription.

Le diagnostic d'un parkinsonisme atypique, une exposition antérieure a un traitement
symptomatique, des antécédents d'hypotension orthostatique, une bradycardie, une
insuffisance cardiaque congestive, une autre pathologie cardiaque ou systémique, la
présence d'un dysfonctionnement cognitif et une dépression, représentent des critéres
d'exclusions a [I'étude. Les participants peuvent prendre jusqu'a deux autres

antihypertenseurs, a I'exception des inhibiteurs calciques qui sont exclus.

Les phénotypes de la maladie recrutés pour l'essai sont variables. Les cas précoces
éventuels, avec forme atypique ou familiale de la maladie notamment ne sont pas

recherchés, ce qui pourrait impacter le résultat de I'essai.

Cet essai teste I'hypothése selon laquelle les individus traités par isradipine, entre le début
et le 36°™ mois, ont une plus faible progression de I'incapacité dans la MP (déterminée par
le changement du score UPDRS), par rapport au placebo. Les participants recoivent de

I'isradipine 5 mg deux fois par jour (soit 10mg/jour) ou recoivent un placebo.

Comme le montre la figure 21 ci-dessous, les 4 a 12 semaines du début correspondent a une
période de titration de la posologie. Durant la période d'entretien, un suivi des participants
est systématique. Enfin, une titration de 3 jours du médicament, suivie de 2 semaines de

visite de sécurité de titrage, seront réalisées.
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Isradipine IR Smg BID (N=168)

Randomization Follow-up

" Placebo (N=168)

>

Screening Week 12 Month 12 Mon 18 Mon 24 Mon 30 Mon 36 Mon 36 + 2 weeks
(-30-8) days
Titration phase  Maintenance phase Down-titration
Baseline Rrimary
Outcome

Figure 21 : Conception de I'étude de phase lll. Tiré de (42), figure 1.

2. Résultat principal

Ce résultat est susceptible d’apporter une démonstration formelle de I'effet du traitement. Il
correspond au changement de I'UPDRS dans la phase "ON", une fois le traitement
symptomatique initié. Les observations pour les résultats sont faites 1 h aprés
I’'administration de la dose de traitement symptomatique (thérapie dopaminergique) pour
ceux le recevant. Cela permet d’identifier le bénéfice de l'isradipine "au-dessus" de

I'avantage conféré par le traitement symptomatique.

Par conséquent, cette étude est concue pour démontrer un effet modificateur de la maladie,
«en plus» du bénéfice symptomatique des traitements existants. Les résultats sont donc plus
cliniquement pertinents. Le résultat primaire, décrit figure 22, devra détecter un
ralentissement du fonctionnement d’au moins 25% avec l'isradipine "au-dessus" du bénéfice

du traitement symptomatique.

L'UPDRS, outil fiable utilisé dans de nombreux essais de la MP, reste la mesure de résultat la

mieux caractérisée dans la MP. En effet, il se correle avec la perte neuronale de la SNc.
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La mesure de 'UPDRS durant la phase "OFF" (12h aprés la derniére dose de traitement
symptomatique) est considérée comme un résultat primaire alternatif. Elle n’est pas prise en
charge par les données cliniques.

Bien que 36 mois ne soit pas une période assez longue pour voir apparaitre des
complications a long terme, telles que l'instabilité posturale et la démence, c'est la durée la
plus longue jamais proposée pour une étude dans une population de novo non traitée. En
effet, la plupart des essais précédents (rasagiline, coenzyme Q10 etc) étaient d'une durée
relativement courte (environ 20 mois).

L'étude vise a démontrer qu'a 36 mois, les participants prenant l'isradipine auront moins de
baisse fonctionnelle que les participants sous placebo, malgré la prise d'un traitement

symptomatique par les deux groupes.

Better

BL+8

BL+4

Baseline (BL)

I Primary outcome

— |sradipine

— Placebo O

Figure 22 : Vue d'ensemble des analyses d'efficacité. Présentation des résultats primaires et

secondaires de I'étude. Tiré de (42), figure 2.

A- Changement d'UPDRS avant l'initiation de la thérapie dopaminergique symptomatique.
B- Changement d’UPDRS suite a l'initiation de la thérapie dopaminergique symptomatique.
C- Temps avant l'initiation du traitement symptomatique.
D- Trajectoire du changement UPDRS.
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3. Résultats secondaires

Souvent, lorsque le critere de jugement principal est significatif, on scrute les résultats
secondaires a la recherche d’effets supplémentaires du traitement. Cela permet de

présenter d’autres avantages et de "soutenir " le résultat principal.

Ces résultats comprennent :

» Le délai avant l'initiation du traitement symptomatique. Il était considéré
comme résultat principal des précédentes études, examinant I'efficacité des
interventions potentiellement modificatrices de la MP (rasagiline, coenzyme
Q10 etc.). Il permettra de comparer les futurs résultats de cette étude avec les

essais précédents.

» Le temps nécessaire au développement de complications motrices. Elles

contribuent de maniére disproportionnée a la qualité de vie.

» L'utilisation différentielle du traitement symptomatique. Un effet bénéfique
de l'isradipine sur la progression de la maladie pourrait étre masqué par
['utilisation de traitements symptomatiques différents. Pour tenir compte de
ce facteur, cette utilisation différentielle sera évaluée en calculant les doses
équivalentes de lévodopa (LED) entre les groupes de traitements. La LED d’un
médicament est définie comme la quantité de ce médicament qui a le méme
effet antiparkinsonien que 100 mg de |évodopa a libération immédiate (43).
L'objectif est d'évaluer si les différences observées au niveau du résultat
primaire pourraient étre attribuées a I'utilisation de différents traitements

symptomatiques entre les groupes de traitements.

» Le changement dans le handicap non moteur.

79



Ainsi, cette étude teste l'isradipine en tant que médicament neuroprotecteur potentiel dans
la MP. La conception de I'étude STEADY-PDIII est unique dans I'évaluation de l'impact de
I'isradipine sur 36 mois (a un moment donné ou tous les participants seront probablement
sous thérapie dopaminergique symptomatique) et permettra de déterminer si le bénéfice

est maintenu « au-dessus» du traitement symptomatique.
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Conclusion

Bien que les causes de la MP chez les humains restent encore non résolues, la
compréhension des caractéristiques communes des neurones atteints dans la maladie a
conduit a une hypotheése, soutenue par des observations chez I'homme et I'animal.

Les caractéristiques communes des neurones atteints dans la maladie soutiennent en effet
I'idée que la pathologie est dictée par un phénotype neuronal inhabituel, retrouvé au niveau
des neurones dopaminergiques de la SNc. Ce dernier comprendrait un long axone
hautement ramifié et un phénotype pacemakeur inhabituel, engageant les canaux Cav1.3.
Véritables fardeaux métaboliques, ces canaux seraient a l'origine d'un stress oxydant
mitochondrial soutenu et conduiraient a la perte progressive de la fonction mitochondriale.
Aussi, ils augmenteraient la dysfonction protéostatique en endommageant les protéines
cellulaires.

L'élévation de la concentration de Ca2+ cytosolique pourrait également favoriser
I'agrégation de I'a-synucléine, un composant majeur de la LP.

Les deux principales caractéristiques de la MP seraient donc la neurodégénérescence et la
LP, qui pourraient étre aggravées par d'autres facteurs de stress normalement tolérés :

mutations génétiques, toxines environnementales ou réactives.

De nombreuses données épidémiologiques lient |'utilisation des DHPs, bloqueurs des LCCVD,

a la diminution du risque de développer la MP et a une progression ralentie de la maladie.

L'essai clinique de phase lll, en cours sur l'isradipine, sera le premier test de cette hypothese.
Si le traitement par isradipine ralentissait significativement la progression de la maladie,
I’étude aura un impact profondément positif sur la qualité et la durée de vie de ces patients,
en plus des avantages de limitation des co(its de santé. Les symptOmes cliniques
apparaissant relativement tard au cours de la maladie, il sera important que le traitement
par isradipine soit initié le plus précocement possible : I'espoir résidant dans le soulagement
des contraintes mitochondriales pour augmenter la survie des neurones restants. Il faut
cependant garder en mémoire que les phénotypes des patients recrutés pour I'essai sont
variables et pourraient « confondre » le résultat de I'essai clinique. Par conséquent, méme si
I'essai est un échec, la poursuite de I'utilisation des antagonistes des canaux calciques ne

devra pas étre abandonnée.
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ANNEXES

- Annexe 1 : Caractéristiques de base des participants a I'essai phase Il. D'apres

(36) Table 1.

- Annexe 2 : Evénements indésirables survenant chez plus de 5% des
participants durant I'essai de phase Il. D’apres (36) Table 2.

- Annexe 3 : Guide d'évaluation de ’'UPDRS. D'apres (37).

- Annexe 4: Analyse d'efficacité des 4 bras de I'essai de phase Il : test Anova,
effet de chacun des traitements par rapport au placebo et analyse de |'effet
symptomatique basé sur les effets de wash-in et de washout. D'aprés (36)
Table 3 et Table 4.
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Annexe 1

TABLE 1. Baseline characteristics of the study participants

Placebo 5 mg 10 mg 15 mg* 20 mg All
Subjects, n 26 23 26 4 20 99
Male, n (%) 21 (80.8) 15 (65.2) 17 (65.4) 2 (50.0) 14 (70.0) 69 (69.7)
White, n (%) 25 (96.2) 22 (95.7) 22 (91.7) 4 (100.0) 18 (90.0) 91 (93.8)
Age, y, mean (SD) 60.2 (10.1) 57.7 (8.3 58.5 (11.7) 60.8 (11.1) 596 8.7) 59.1 (9.8)
Onset age, y, mean (SD) 58.5 (10.3) 55.8 (8.2) 56.7 (12.7) 57.8 (10.7) 579 (8.8) 57.3 (10.1)
Diagnosis age, y, mean (SD) 59.8 (10.1) 57.5 (8.3 58 2 (12.1) 60.1 (12.1) 588 8.8) 58.7 (9.9
Years diagnosed, y, mean (SD) 1.0 (1.1) 0.8 (0.8 9(0.9) 11(1.2) 2 (0.9 0.9(0.9
Total UPDRS, mean (SD) 255 (9.4) 26.4 (9.7) 23 7(9.9) 26.8 (13.9 243 (10.4) 25.0 (9.9
UPDRS ADL, mean (SD) 5.9(29 5.8 (3.0 2(30) 6.8 (2.4) 6 (3.2) 6.1 (3.0
UPDRS Motor, mean (SD) 19 (7.3) 19.3 (8.0) 16 9 (7.9) 18.8 (10.2) 168 8.1) 18.0 (7.8)
H&Y stage, mean (SD) 1.7 (0.5 1.8(0.4) 7(0.5) 1.3(0.5) 6 (0.5) 1.7 (0.5
SE, mean (SD) 93.1 (5.1) 93.5 (4.6) 931 (5.1) 90 (0.0) 91 3 (5.6) 92.7 (5.0)
MMSE, mean (SD) 29.3 (1.1) 29.3 (0.6) 29.2 (1.0) 29.8 (0.5) 293 (0.8) 293 (09
MOCA, mean (SD) 27 (2.6) 28 (1.9 26.9 (24) 28.0 (0.0) 278 (2.1) 27.4 (2.3

“As per the protocol, newly recruited subjects randomized to the 20-mg group after the results of the interim analysis became available were titrated to the
15-mg maximum dose (n= 4). See Results section.

UPDRS, Unified Parkinson disease rating scale; ADL, Actiities of Daily Living; H&Y, Modified Hoehn and Yahr Scale; SE, Schwab & England Scale; MMSE,
Mini-Mental Status Exam; MOCA, Montreal Cognitive Assessment Scale.



Annexe 2

TABLE 2 Adverse events occurring in more than 5% of the participants

Adverse averrs Placebo n (%) 5 mg n (%) 10mg n (%) 15 mg n (%) 20 mg n (%) Subjpcts

Pedphera edema
A 1 385) 4(1739 9 pagf 4 (100.00 12 (60.00)° 30
woMid 1 3.85) 0 0.00) 4 (1538) 1 (25.00) 5 (25.00)

Dizaness
Al 7@6%) 5(n74 6 (2308) 1 (25.00) 5 (25.00) 24
wo/Mid 2 (769) 2 8.1) 0 0.00 0(0.00) 0 0.00

Nasopharyngits
A 2 (769) 4(1739 7 2692) 0(0.00) 4 (20.00) 17
woMid 2 (769) 1 (4.35) 1385 0(0.00) 0 0.00

Headache
A 3(11.54) 3(13.04 6 (2308) 0(0.00) 4 (20.00) 16
woMid 13.85) 1 (4.35) 1389 0(0.00) 0 0.00

Constpaton
A 3(11.54) 2 8.7 3(1154) 0(0.00) 4 (20.00) 12
woMid 0 ©.00) 0 ©0.00) 20169 00.00) 1600

Fatigue
A 2789 1 (4.35) 3(1154) 0(0.00) 3 (15.00) 9
wao/Mid 138%) 0 (0.00) 0 000 0(0.00) 0 000

Nausea
A 3(11.54) 2 8.70) 1385 0(0.00) 2 (10.00) 8
woMid 2(769) 14.35) 0000 0(0.00) 0 000

URT infecion
A 1 3.85) 2 8.70) 5(1923) 0(0.00) 0 0.00 8
woMid 0 0.00) 1 4.35) 0 000 0(0.00) 0 000

Depmsson
A 2 (769) 3(1304 1389 1 {25.00) 1500 8
woMid 1 3.85) 1 (4.35) 0 0.00 0(0.00) 1 5.00

Somnalence
Al 2789 3(13.04 2769 0(0.00) 0 0.00 7
woMid 0 {0.00) 28.70) 0 0.00 0(0.00) 0 0.00

Insomnia
A 2(169) 3 (1304 1385 0(0.00) 0 000 7
woMid 0 0.00) 2 8.0) 0 000 0(0.00) 1500

Dyspepsia
Al 3(11.54) 1 {4.35) 1389 0(0.00) 1500 6

Diarrhea
Al 2 (769) 1 4.35) 2769 0(0.00) 1500 6
woMid 1 385) 0 0.00) 1385 0(0.00) 0 0.00

Shusits
Al 3(11.54) 2 8.) 1389 0(0.00) 0 0.00 6
wo/Mid 2(769) 1{4.3) 0 000 0(0.00) 0 000

Back pain
A 1 3.85) 0 0.00) 2769 0(0.00) 3 (15.00) 6
woMid 1 3.85) 0 (0.00) 0 0.00 0(0.00) 2 (10.00)

Hypotension
Al 1385 1{4.3) 20789 1 25.00) 15.00 6

Muscle spasns
Al 0 0.00) 2@8.70) 1385 0(0.00) 2 (10.00) 5
wo/Mid 0 ©.00) 0 ©0.00) 0 000 0(0.00) 15.00

P < 005 versus paceba.

wo/Mild, with evertts judged to be mild diminatsd URT, upper respimiory fact.



Annexe 3

Guide d’” valuation de ["UPDRS

tat mental, comportemental et thymique

1 Affaiblissement intellectuel

Absent

L ger. Manque de m moire habituel avec souvenir partiel des v nements sans autre difficult

Perte mn sique mod r e, avec d sorientation et difficult s mod r es faire face
des probl mes complexes. Atteinte 1 g re mais indiscutable de ses capacit s

fonctionnelles avec besoin d’une incitation occasionnelle de I'entourage

D ficit mn sique grave avec d sorientation dans le temps

et souvent dans I'espace. Handicap grave face aux probl mes

Perte mn sique s v re avec uniquement conservation de sa propre orientation.

Incapable de porter des jugements ou de r soudre des probl mes,

demande beaucoup d’aide pour les soins personnels, ne peut plus tre seul

2 Troubles de la pens e

Aucun

R ves anim s

Hallucinations b nignes critiqu es

Hallucinations occasionnelles ou fr quentes ou id es d lirantes non critiqu es :

peuvent g ner les activit s quotidiennes

Hallucinations continuelles. Id es d lirantes ou psychose expansive :

incapable de prendre soin de lui-m me

3D pression

Absente

P riodes de tristesse ou sentiment de culpabilit excessif ne persistant pas

plusieurs jours ou semaines

D pression durable (une semaine ou plus)

D pression durable avec sympt mes v g tatifs

(insomnie, anorexie, pertes de poids, perte d’int r t)

D pression durable avec sympt mes v g tatifs et pens es ou intentions suicidaires

4 Motivation-Initiative (Akin sie)

Normale

Moins franche qu’ T'habitude : plus passif

Perte d’initiative avec d sint r t pour certaines activit s non routini res

Perte d’initiative ou d sint r t

dans les activit s quotidiennes routini res

Absence d’initiative, perte totale d’int r t

/
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Activit s dans la vie quotidienne

( d terminer en p riode ON et en p riode OFF)

5 Parole
Normale
L g rement perturb e, pas de difficult  tre compris
Mod r ment perturb e. On doit occasionnellement lui demander de r p ter
Gravement perturb e. On doit lui demander fr quemment de r p ter
Incompr hensible la plupart du temps
6 Salivation
Normale
L g re, mais exc s habituel de salive dans la bouche, peut baver pendant la nuit
Hypersialorrh e mod r e. Peut baver pendant la nuit
Hypersialorrh e nette avec un peu de bave
coulement habituel de bave n cessitant en permanence un mouchoir
7 D glutition
Normale
S’ trangle rarement
S’ trangle occasionnellement
N cessite une alimentation semi-liquide
N cessite une alimentation par sonde gastrique ou une gastrostomie
8 criture
Normale
L g rement ralentie ou micrographique
Nettement ralentie ou micrographique, tous les mots sont lisibles
Gravement perturb e : tous les mots ne sont pas lisibles
La majorit des mots est illisible
9 S'alimenter et manipuler les couverts
Normale
Un peu lent et maladroit, mais n’a pas besoin d’ tre aid
Pour la plupart des aliments, peut se d brouiller seul quoique maladroit et lent
A besoin d’une aide pour les repas, mais peut encore s'alimenter lentement
On doit lui donner manger
10 Habillage
Normal
Un peu lent, mais ne doit pas tre aid
Aide occasionnelle pour boutonner, enfiler une manche
A besoin d’ tre aid , mais peut encore faire certaines choses seul
Totalement d pendant
11 Hygi ne
Normale
Un peu lent, mais n’a pas besoin d tre aid

N cessite une aide pour la douche et le bain, ou tr s lent dans les soins hygi niques

N cessite une aide pour se laver, se brosser les dents, se coiffer et se baigner
Sonde urinaire ou autres aides m caniques
12 Se retourner dans son lit
et arranger les draps et couvertures
Normal
Un peu lent et maladroit, mais n’a pas besoin d’ tre aid
Peut se retourner seul ou arranger les draps mais avec une grande difficult

Peut commencer le geste mais n’arrive pas se retourner ou arranger les draps seul

D pendant

H W N = O H W N = O S W N = o » W N = O S W N = O N W NN = O H W N = O

N W NN = O

/
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13 Chute non li e au pi tinement

Aucune 0
Chutes rares 1
Chutes occasionnelles, mais moins d’une fois par jour 2
En moyenne, une chute par jour 3
Chutes pluri quotidiennes 4
14 Pi tinement lors de la marche
Aucun 0
Rare pi tinement lors de la marche, peut avoir une h sitation au d part 1
Pi tinement occasionnel lors de la marche 2
Pi tinement fr quent entra nant occasionnellement des chutes 3
Chutes fr quentes dues aux pi tinements 4
15 Marche
Normale 0
Difficult s I g res, mais peut balancer les bras ou tra ner les pieds 1
Difficult s mod r es mais ne demande que peu ou pas d’aide 2
Difficult s importantes la marche n cessitant une aide 3
Ne peut pas marcher du tout, m me avec une aide 4
16 Tremblement
Absent 0
L ger et rarement pr sent 1
Mod r , g nant le patient 2
Important, g ne certaines activit s 3
Marqu , g ne la plupart des activit s 4
17 Troubles sensitifs subjectifs

li s au parkinsonisme
Aucun 0
Occasionnellement engourdissements, picotements ou douleurs | g res 1
Engourdissements, picotements ou douleurs fr quentes : pas g nant 2
Sensations douloureuses fr quentes 3
Douleurs tr s vives 4

Examen moteur (p riode ON ou OFF)

Conseils et pi ges de la passation du score moteur
(Facteur ITI)
Le score moteur permet d’ valuer objectivement I volution de la maladie au cours du temps.

Conseils
1] Important de noter la p riode (ON ou OFF) chez le patient fluctuant et I'heure de I'examen.
2] Noter chaque main s par ment pour les items 23 et 24. Demander les deux mains ensemble pour
I'item 25 (ceci permet de mettre en vidence une atteinte droite ou gauche de la maladie).
3] Remplir I'item 33 du facteur IV qui value l'intensit des dyskin sies.
Car m me si on cote que le score moteur, les dyskin sie g nent I'appr ciation de ce score
en ON.
4] Litem 31 est un bon reflet du score moteur.
Si vous disposez d’un temps tr s court, ne remplissez que cet item.
5] Pour plus d’objectivit , il est n cessaire de remplir cette chelle sans conna tre
la pr ¢ dente cotation.
6] Signification globale des r sultats : 6-12 / 108 : p riode de lune de miel,
12-30 / 108 : maladie install e,
30-80 / 108 : maladie s v re. 8
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Pi ges

1] Le score moteur est une aide la d cision th rapeutique mais ce n’est pas le reflet

de l'autonomie du patient. En effet un m me score moteur peut caract riser un patient

tr s autonome (stade 2) comme un patient tr s handicap (stade 4).

2] Litem 32 du facteur IV est difficile  valuer car le patient n’a souvent pas conscience

de ses dyskin sies.

18 Parole

Normale

L g re perte d’expression, de la diction et/ou du volume vocal

Voix monotone, bredouill e mais compr hensible, alt ration mod r e

Alt ration marqu e, difficile comprendre

Incompr hensible

19 Expression faciale

Normale

Hypomimie | g re,

semble avoir un visage normalement impassible

Diminution | g re mais franchement anormale de I'expression faciale

Hypomimie mod r e : | vres souvent entrouvertes

Masque facial ou faci s fig avec perte importante ou totale de I'expression faciale :

1 vres entrouvertes (0,6 cm ou plus)

20 Tremblement de repos

Absent

L ger et rarement pr sent

Tremblement de faible amplitude mais persistant, ou d’amplitude mod r e,

mais pr sent seulement de facon intermittente

Tremblement mod r en amplitude et pr sent la plupart du temps

Tremblement d’amplitude marqu e et pr sent la plupart du temps

21 Tremblement d’action ou tremblement postural des mains

Absent

L ger, pr sent lors de I'action

Mod r en amplitude, pr sent lors de I'action

Mod r en amplitude, tant lors du maintien postural que lors de I'action

Amplitude marqu e, g ne l'alimentation

22 Rigidit
( valu e lors des ts passifs des principales articulations avec un malade rel ch ,
en position assise. Ne pas tenir compte de la roue dent e)

Absente
Minime ou apparaissant lors des manceuvres de sensibilisation
Lgreoumodre
Marqu e, mais la plupart des mouvements peuvent tre effectu s ais ment.
S v re, les mouvements sont effectu s difficilement
23 Tapotement des doigts

(le malade fait les ts rapides et de large amplitude du pouce sur l'index)
Normal
Ralentissement | ger et/ou r duction d’amplitude
Mod r ment perturb , se fatigue nettement et rapidement,
peut avoir d’occasionnels arr ts du mouvement
S v rement perturb . H sitations fr quentes au d marrage du mouvement
Peut peine effectuer le mouvement

N W N = O

»

H W N = O

o H W N = O

S oW

/
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24 Mouvements des mains
(le malade ouvre et ferme rapidement les mains avec la plus grande amplitude possible,
chaque main s par ment)
Normal
Ralentissement | ger et/ou r duction d’amplitude
Mod r ment perturb , se fatigue nettement et rapidement,
peut avoir d’occasionnels arr ts du mouvement
S v rement perturb . H sitations fr quentes au d but du mouvement
ou arr t en cours de mouvement
Peut peine effectuer la t che
25 Mouvements alternatifs rapides
(mouvements de pronation des mains verticalement ou horizontalement,
avec la plus grande amplitude possible, les deux mains simultan ment)
Normaux
Ralentissement | ger et/ou r duction d’amplitude
Mod r ment perturb , se fatigue nettement et rapidement,
peut avoir d’occasionnels arr ts du mouvement
S v rement perturb . H sitations fr quentes au d but
du mouvement ou arr t en cours de mouvement
Peut peine effectuer la t che
26 Agilit de la jambe
(le patient tape le talon sur le sol de fagon rapide en soulevant tout le pied.
L'amplitude doit tre d’environ 7,5 cm en position assise)
Normaux
Ralentissement | ger et/ou r duction d’amplitude
Mod r ment perturb , se fatigue nettement et rapidement,
peut avoir d’occasionnels arr ts du mouvement
S v rement perturb . H sitations fr quentes au d but
du mouvement ou arr t en cours de mouvement
Peut peine effectuer la t che
27 Se lever d'une chaise
(le patient essaye de se lever d'une chaise dos droit en bois ou en m tal,
les bras pli s devant la poitrine)
Normal
Lentement ou a besoin de plus d’un essai
Pousse sur les bras du si ge
Tend tomber en arri re et doit essayer plus d’une fois mais peut se lever sans aide
Incapable de se lever sans aide
28 Posture
Normalement droite
Pas tout fait droite, posture | g rement fl chie :
cette attitude peut tre normale pour une personne plus g e
Posture mod r ment fl chie, nettement anormale : peut tre | g rement pench e d'un ¢ t
Posture s v rement fl chie avec cyphose : peut tre mod r ment pench d'unc t
Flexion marqu e avec posture tr s anormale
29 Stabilit posturale
(r ponse und placement post rieur soudain produit par une pouss e sur les paules
alors que le patient est debout les yeux ouverts et les pieds | g rement cart s.
Le patient doit- tre pr venu)
Normale
Gesticulations mais se r tablit I' quilibre sans aide
Absence de r ponse posturale : peut tomber s’il n’est pas retenu par I'examinateur
Tr s instable, tend perdre I' quilibre spontan ment
Incapable de se tenir debout sans aide

o s w N = O

E U U

N W N = O

/
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30 D marche

Normale

Marche lentement, mais tra ne les pieds et fait de petits pas, mais sans festinations,

ni propulsions possibles

Marche avec difficult , mais n cessite peu ou pas d’aide : festination, petits pas

ou propulsions possibles

Perturbation s v re de la marche, n cessitant une aide

Ne peut pas marcher du tout, m me avec aide

31 Bradykin sie corporelle et hypokin sie
(combinant la lenteur, l'h sitation, la diminution du ballant des bras, 'amplitude faible
et la pauvret des mouvements en g n ral)

Aucune

Lenteur minime, donnant aux mouvements un caract re d lib r , pourrait tre normal

pour certaines personnes. Possibilit d’une r duction d’amplitude

Degr | ger de lenteur et de pauvret du mouvement qui est nettement anormal.

De plus, il existe une certaine r duction d’amplitude

Lenteur mod r e, pauvret et petite amplitude du mouvement

Lenteur marqu e, pauvret et petite amplitude du mouvement

Complications du traitement

(au cours de la derni re semaine)

Dyskin sies

32 Dur e
Durant quelle proportion au cours de la journ e les dyskin sie sont-elles pr sentes ?
(information obtenue par linterrogatoire)
Aucune
1 25 % dela journ e
26 50 % de la journ e
51 75 %de la journ e
76 100 % de la journ e
33 Incapacit
les dyskin sies entra nent-elles une incapacit ?
Aucune
Lgre
Mod r e
Svre
Compl te
34 Dyskin sies douloureuse
les dyskin sies entra nent-elles des douleurs ?
Aucune
L g res
Mod r es
S v res
Marqu es
35 Pr sence d'une dystonie matinale pr coce
(information obtenue par linterrogatoire)
Non
Oui

S W

S W

» W N = O H W N = O

H W N = O

(=]
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Fluctuations cliniques

36 Y a-t-il des p riodes OFF dont on peut pr dire
la survenue apr s une prise m dicamenteuse ?

Non

Oui 1

37 Y a-t-il des p riodes OFF dont on ne peut pas pr dire
la survenue apr s une prise m dicamenteuse ?

Non

Oui 1

38 Est-ce que certaines des p riodes OFF se produisent
soudainement, c’'est- -dire en quelques secondes ?

Non

Oui 1

39 Quelle est la proportion du temps au cours
de la journ e durant laquelle le patient
est en moyenne, en situation OFF ?

Aucune

1 25 %dela journ e

26 50 % de la journ e

51 75 % de la journ e

76 100 % de la journ e

S W N = O

Autres complications

40 Le patient est-il anorexique,
a-t-il des naus es ou des vomissements ?
Non
Oui 1
41 Le patient a-t-il des troubles du sommeil,
par exemple insomnie ou somnolence excessive ?
Non
Oui 1
42 Le patient a-t-il une hypotension
orthostatique symptomatique ?
Non
Oui 1

/
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Stade de Hoehn et Yahr

chelle

Stade O :
Stade 1 :

pas de signe de la maladie.
maladie unilat rale.

Stade 1,5 : maladie unilat rale, plus atteinte axiale.

Stade 2 :

maladie bilat rale sans trouble de I' quilibre.

Stade 2,5 : maladie bilat rale I g re avec r tablissement lors du test de la pouss e.

Stade 3 :

Stade 4 :
Stade 5 :

maladie bilat rale | g re mod r e : une certaine instabilit posturale,
physiquement autonome.
handicap s v re : toujours capable de marcher ou de se tenir debout sans aide.

malade en chaise roulante ou alit sauf s’il est aid .

d’'activit de la vie quotidienne de Schwab et England

100 % :

90 % :

80 % :

70 % :

60 % :

50 %:

40 % :

30 %:

20 % :

10 %:
0% :

totalement ind pendant. Est capable d’effectuer toutes les activit s sans lenteur,
difficult ou g ne. Tout fait normal, n’ayant conscience d’aucune difficult .
compl tement ind pendant. Est capable d’effectuer toutes les activit s avec un certain
degr de lenteur, de difficult , de g ne. Peut mettre deux fois plus de temps.
Commence avoir conscience de ses difficult s.

compl tement ind pendant dans la plupart des activit s. Met deux fois plus de
temps. Conscient de ses difticult s et de sa lenteur.

pas compl tement ind pendant. Beaucoup de difficult s pour certaines activit s.
Trois ou quatre fois plus lent dans certaines d’entre elles. Peut passer une grande
partie de la journ e pour les activit s de base.

partiellement d pendant. Peut effectuer un certain nombre d’activit s, mais tr s
lentement et avec beaucoup d’efforts, fait des erreurs : certaines activit s sont
impossibles.

est plus d pendant. Doit tre aid dans la moiti des activit s, plus lent.
Difficult s pour chaque chose.

tr s d pendant. Peut effectuer toutes les activit s avec aide, mais peu d’entre elles
seul.

effectue seul peu d’activit s, avec effort, mais ne fait que les commencer seul.
Plus d’aide est n cessaire.

ne fait rien seul. Peut | g rement aider pour certaines activit s. Invalidit s s v re.
totalement d pendant, ne peut aider en rien, compl tement invalide.

certaines fonctions v g tatives telles que la d glutition, les fonctions urinaires

et les fonctions intestinales sont alt r es. Alit .

96



Annexe 4

TABLE 3. Efficacy analysis

A ANOMA, adjusting for baseline value of measune”

Outcomeas Placebo 5 mg 10 mg 15-20 myg P
UPDRS Total 7.4 (1.39) 7.4 (1.48) 6.3 (1.39) 5.4 (1.45) 07107
UPDRS Mator 4.3 (1.03) 3.5 (1.09) 3.9 (1.03) 3.7 1.07) 0.9505
SEMDL —5.04 (0.96) —5.56 (1.02) —3.69 (0.96) =376 (1.01) 04603
HEY stage 0.27 (0.08) 0.22 (D.08) 0.12 (D.08) 0.11 {D.08) 03937

B: Treatment affect compared to placebo {85% Clg)

Outcomes 5 myg versus placebo 10 mg versus placebo 15—20 mg versus placebo Outcomes 5 myg versus placebo
UPDRS Total 0.04 (—3.99, 4.07) =1.10 (=501, 2.80) —2.00(—5.298, 1.99) LUPDRS Total 0.04 (—3.89, 4.07)
UPDRS Mator —0.83 (—3.80, 2.14) —0.41 (—3.30, 2.48) —0.64 (—3.58, 2.31) LUPDRS Mator —0.83 (—3.80, 2.14)
SEMDL —0.52 (—3.30, 2.26) 1.35 (—1.35, 4.04) 1.27 (—1.51, 4.05) SE/ADL —0.52 (—3.30, 2.26)
H&Y stage =0.05 (—0.27, 0.17) =0.15 (—0.38, 0.07) =0.16 (—0.38, 0.06) H&Y stage —=0.05 (—0.27, 0.17)

Least square means {standard errors).

AMOVA, analysis of variance; UPDRS, Unified Parkinson disease rating scale,
Hoehn and Yahr Scale; Cl, confidence interval.

SE, Schwab & England Scale; ADL, Activities of Daily Living; H&Y, Modified

TABLE 4. Analysis of the symptomatic effect based on the wash-in and washout effects

Qutcomes Placebo 5 mg 10 mg 15-20 mg P

Changes from baseline to 12 weeks (titration phase)

UPDRS Total 1.52 (1.05) 2.26 (1.09) 0.67 (1.12) —0.81 (1.11) 0.2417

UPDRS Motor 0.52 (0.70) 1.55 (0.73) 0.73 (0.74) —0.81 (0.74) 0.1595

SE/ADL —1.79 (0.76) —1.61 (0.80) —1.74 (0.82) —1.14 (0.82) 0.9415

H&Y stage 0.12 (0.07) 0.14 {0.07) 0.12 (0.07) —0.01 (0.07) 0.4316
Changes from 52 to 54 weeks (washout phase)

UPDRS Total 1.32 (0.99) —0.60 (1.10) —0.13 (1.03) —0.09 (1.20) 0.5793

UPDRS Motor 0.57 (0.80) —0.65 (0.90) —0.70 (0.84) —1.12 (0.98) 0.5353

SE/ADL —0.45 (0.65) 0.33 {0.72) 0.63 (0.67) 0.66 {0.78) 0.6298

H&Y stage 0.07 (0.06) —0.06 (0.07) —0.03 (0.07) —0.16 (0.08) 0.1656

“Values are analysis of variance (ANOVA), adjusting for baseline value of the measure. Positive signs dencte worsening, negative signs improvement.
UPDRS, Unified Parkinson disease rating scale; SE, Schwab & England Scale; ADL, Activities of Daily Living; H&Y, Modified Hoehn and Yahr Scale.
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SERMENT DE GALIEN

Je jure, en présence des maitres de la Faculté, des conseillers
de I'ordre des Pharmaciens et de mes condisciples :

D’honorer ceux qui m’'ont instruit(e) dans les préceptes de mon
art et de leur témoigner ma reconnaissance en restant fidele a
leur enseignement ;

D’exercer, dans I'intérét de la santé publique, ma profession
avec conscience et de respecter non seulement la Iégislation
en vigueur, mais aussi les regles de I’honneur, de la probité et
du désintéressement ;

De ne jamais oublier ma responsabilité et mes devoirs envers le
malade et sa dignité humaine.

En aucun cas, je ne consentirai a utiliser mes connaissances et
mon état pour corrompre les moeurs et favoriser des actes
criminels.

Que les hommes m’accordent leur estime si je suis fidéle a mes
promesses.

Que je sois couvert(e) d’opprobre et méprisé(e) de mes
confréres si j’'y manque.
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