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PREFACE

L’insuffisance en dopamine dans la maladie de Parkinson occasionne des
troubles moteurs invalidants affectant 1 personne sur 1000. Le traitement palliatif
conventionnel pour soulager les patients Parkinsoniens consiste en la prise d’agents
mimant 1’action de la dopamine en attendant d’enrayer la maladie a la source. Ce
traitement, malheureusement, ne réussit a maitriser que peu de symptomes de la
maladie. Une nouvelle approche est apparue avec la découverte de ’implication des
acides aminés excitateurs dans la genése des troubles moteurs dans les années 1980-
90. 1 pourrait donc étre bénéfique de moduler Dactivité excitatrice du
neurotransmetteur glutamate avec des susbtances s’opposant 4 son action. Les
antagonistes aux récepteurs a glutamate se présentent comme de bons candidats a
I’étude. Ainsi, j’étudierai le site d’action et le mécanisme par lequel ces antagonistes
agissent et ce, a I’aide d’un modéle animal de la maladie de Parkinson. Suite a la
destruction préférentielle des cellules dopaminergiques dans un seul hémisphére
cérébral, la voie dopaminergique de [’autre hémisphére sera davantage active
produisant par conséquent une asymétrie comportementale caractérisée par un
comportement de rotation. Ce modéle animal me permettra donc de vérifier si le
systétme dopaminergique doit étre activé en paralléle a I'utilisation des antagonistes
aux récepteurs a glutamate.
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1.0 INTRODUCTION

1.1 Les noyaux gris centraux
1.1.1 Généralités

Pour étre précis et bien ordonnés, les mouvements volontaires requi€rent une
concertation des informations tactiles, visuelles et proprioceptives au sujet dt
mouvement en cours. Les mouvements volontaires dépendent alors de 1’intégratior
des systémes moteur et sensoriel. Le cervelet et les noyaux gris centraux (NGC
(ou ganglions de la base) jouent un rdle majeur dans I’intégration motrice; il
modulent le rythme et la précision du mouvement. Les commandes motrice:
individuelles sont alors enchainées logiquement permettant une action réguliére e
coordonnée (pour revue, voir Albin et al., 1989a). Les NGC peuvent participe
efficacement au contrle moteur car ils regoivent des afférences sensorielles
Contrairement aux autres composantes du systéme moteur, les NGC ne font pas de
connections directes avec la moelle épinicre. Les NGC font plutdt partie intégrante
d’une boucle neuronale qui regoit des informations corticales qui par la suite
retourne a différentes régions du cortex prémoteur. Cette boucle cortico-corticale
est rétroactive contrlant ainsi les séquences motrices (pour revue, voir Albin et al.,
1989a).

Les connaissances concernant I’implication des NGC dans le contréle des
mouvements émergent grace aux observations cliniques. Les autopsies réalisées
chez des patients atteints de la maladie de Parkinson, la chorée de Huntington ef
d’hémiballisme ont permis de révéler des changements pathologiques des NGC.
Ainsi, ces maladies produisent trois types caractéristiques de déréglements moteurs:
1) tremblements et autres mouvements involontaires, 2) changements dans la
posture et le tonus musculaire et 3) pauvreté et ralentissement des mouvements
toutefois, sans paralysie.



1.1.2 Connexions anatomiques

Les NGC comportent cinq noyaux sous-corticaux intimement interconnectes:
le noyau caudé, le putamen, le globus pallidus, le noyau sous-thalamique et la
subtance noire (voir la figure 1). Le noyau caudé et le putamen communément
appelé néostriatum (ou striatum), parce qu’ils ont la méme origine embryonnaire et
fusionnent ensemble antérieurement, ont le réle de “porte d’entrée” des NGC. En
effet, le striatum regoit des afférences provenant de deux sources majeures situées a
I’extérieur des NGC: le cortex cérébral et les noyaux intralaminaires du thalamus
(pour revue, voir Albin et al., 1989a). L’entrée de cette boucle est formée par la
projection corticostriatale excitatrice. Elle contient les fibres provenant du cortex
cérébral en totalit¢ incluant les régions motrices, sensorielles, associatives et
limbiques. De plus, cette projection est organisée topographiquement; des régions
spécifiques du cortex projettent & des parties différentes du striatum ou il y a des
fonctions comportementales spécifiques qui leur sont assignées. D’ailleurs, toutes
les connections entre les NGC possédent une organisation topographique (pour
revue, voir Albin et al., 1989a).

Le striatum est la source des voies GABAergiques (inhibitrices) et
peptidergiques qui projettent vers les noyaux de sortie des NGC, le segment interne
du globus pallidus (GPi) et la substance noire partie réticulée (SNr) ol une autre
voie GABAergique quitte en direction du thalamus et du tronc cérébral (voir la
figure 1). La voie directe du striatum vers les noyaux de sortie contient le
neurotransmetteur GABA et la substance P. Une voie alternative origine du
striatum et projéte vers le GPe et le STN aboutissant aux noyaux de sortie, ¢’est la
voie indirecte (pour revue, voir Albin et al., 1989a). L’afférence du GPe est
reconnue comme étant GABAergique et enképhalinergique tandis que son efférence
est GABAergique. D’autres part, les neurones du STN sont glutamatergiques
(Smith and Parent, 1988 ; Albin et al., 1989b) et excitent le GPi et la SNr. Le STN
lui-méme regoit une projection corticale supposément excitatrice (Rouzaire-Dubois
and Scamnati, 1987). Celle-ci origine du cortex moteur et prémoteur offrant a ces
derniers un autre moyen pour moduler la sortie des NGC.

L’afférence qui arrive au striatum en provenance des noyaux intralaminaires
du thalamus est organisce aussi topographiquement. Une composante importante de
cette voie origine spéciallement du noyau centro-médian parafasciculaire (CM-pf) et
se termine dans le putamen. Etant donné que le noyau CM-pf recoit des afférences



du cortex moteur, cette projection thalamo-striatale est une voie additionnelle par
laquelle le cortex moteur peut exercer une influence sur les NGC (pour revue, voil
Albin et al., 1989a). Le striatum est composé aussi d’une faible quantite
d’interneurones. La sous-population striatale d’interneurones la mieux connue est
cholinergique et 1’autre groupe contient les deux peptides: la somatostatine et le
neuropeptide Y. Finalement, le striatum regoit une importante projection
dopaminergique qui prend c¢a source dans la SNc et une autre projection,
sérotoninergique, en provenance du noyau raphé dorsal (pour revue, voir Albin et
al., 1989a).

La voie de sortie majeure des NGC émane du GPi et de la SNr projetant vers
trois noyaux dans le thalamus: le ventral antérieur , le ventral lateral (VA/VL) et le
dorsomédian (MD). Les neurones qui projétent vers le VA/VL et le MD envoient
également des collatérales vers le CM-pf du thalamus. Les régions du thalamus qui
regoivent des afférences provenant des NGC projettent au cortex préfrontal,
prémoteur, a la région supplémentaire motrice et au cortex moteur (pour revue, voir
Albin et al., 1989a). Les voies thalamo-corticales semblent étre excitatrices (Araki
and Endo, 1976). Par I’intermédiaire de ces projections, les NGC affectent d’autres
systtmes descendants tels que les systémes corticospinal et corticobulbaire.
Influengant ainsi les mouvements du corps et des membres, les NGC influencent
aussi les mouvements oculaires grice a une projection supplémentaire originant de
la SNr et qui projette au collicule supérieur (CS).

1.1.3 Physiologie

Grice a leur haute fréquence de décharge les noyaux de sortie des NGC
exercent une inhibition tonique sur les noyaux cibles du thalamus. Ce niveau
d’inhibition semble étre modulé différemment par la voie directe et indirecte qui
réalisent un effet opposé (voir la figure 1 ; pour revue, voir Alexander and Crutcher,
1990).

Les neurones du GPe déchargent aussi a haute fréquence exergant une
influence inhibitrice sur le STN. L’activation des neurones striataux de la voie
indirecte supprime l’activit¢ du GPe et par conséquent désinhibe le STN.
L’efférence du STN étant alors plus active, I’inhibition réalisée par le GPi et la SNr
sur les cellules thalamiques sera d’autant plus grande. Par contre, I’activation de la



voie directe tend a désinhiber subséquemment les neurones du thalamus (pou
revue, voir Alexander and Crutcher, 1990).

Plusieurs €évidences montrent qu’une diminution de la fréquence de décharg
du GPi/SNr contribue au contréle moteur en désinhibant le thalamus ventrolatéral
ce qui facilite P’initiation du mouvement. Une augmentation de la fréquence di
décharge du GPi/SNr quant a elle, produit I’effet contraire (pour revue, voi
Alexander and Crutcher, 1990). L’activation résultante des neurones de la voir
thalamocorticale faciliterait probablement le mouvement en excitant le corte
prémoteur et 1’aire motrice supplémentaire, stimulant ainsi leurs projections vers I¢
cortex moteur, le pédoncule cérébelleux et la moelle épiniére.

La projection dopaminergique de la SNc agit de deux fagons sur les voie:
striatofuges directe et indirecte. La dopamine semble avoir un effet excitateur su
les neurones de projection qui expriment le GABA et la substance P (voie directe) e
un effet inhibiteur sur ceux qui expriment le GABA et |’enképhaline (voie indirecte
(pour revue, voir DeLong, 1990). Donc, I’influence de la dopamine dans le striatun
pourrait étre de renforcer n’importe quelle activation amorcée dans le cortex pow
un circuit NGC-thalamocortical particulier en facilitant la transmission de la voie
directe et en bloquant la transmission de la voie indirecte. Puisque ces voies son
fonctionnellement interreliées, des perturbations de I’activité de certains noyaux
pourraient engendrer un déséquilibre fonctionnel.
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Figure 1. Diagramme des voies neuronales et des neurotransmetteurs
des noyaux gris centraux et de la boucle thalamo-corticale.
(Modification de: Delong M.R. (1990) "Primate models of
movement disorders of basal ganglia origin." TINS 13: 281-285)



1.2 Maladie de Parkinson
1.2.1 Pathologie

La dégénérescence des cellules pigmentées de la SNc et du locus coeruleus
été associée a la maladie de Parkinson grice aux cormrélations anatomo
pathologiques réalisées par Trétiakof (1919) et Hassler (1955), un siécle aprés |
premicre caractérisation de la maladie par James Parkinson en 1817. Plus tard
Homykiewicz (1966) a rapporté que la disparition progressive des neurone
dopaminergiques était accompagnée d’une baisse en dopamine dans le striatum
Ainsi, une insuffisance en dopamine occasionne une mauvaise régulation d
I’activité motrice qui se manifeste en clinique par des tremblements, un
incoordination des mouvements, de la bradykinésie (lenteur des mouvements) et di
la ngidité. Cette maladie invalidante est probablement le trouble évolutif affectan
le systéme moteur le plus couramment observé, avec une incidence de 1 personn
sur 1000.

1.2.2 Biochimie

La dégénérescence des neurones de la voie dopaminergique nigro-striée es
progressive. Les cellules restantes s’efforcent a produire davantage de dopamine er
augmentant leur métabolisme afin de maintenir une transmission dopaminergique
normale. Ainsi, une augmention d’acide homovanillique (HVA) (produit de
dégradation de la dopamine) peut-étre mesurée dans le striatum de gens manifestan
certains signes de la maladie (Barbeau, 1986). Les symptomes clinique:
Parkinsoniens commencent & se manifester lorsqu’ une diminution de 70 a 80% de
la dopamine striatale est atteinte (Barbeau, 1986). De plus, conséquemment a
baisse de dopamine, des changements au niveau des récepteurs surviennent. Ainsi
il y a établissement d’une hypersensibilité des récepteurs dopaminergiques post:
synaptiques (Creese et al. 1977 ; Lee et al., 1978).



1.2.3 Traitements classiques

La stratégie conventionelle afin de soulager les symptoémes cliniques
consistait au développement de drogues. Un seul composé, de type
anticholinergique, fut disponible pendant un siécle a titre de traitement pour la
maladie de Parkinson. Toutefois, le mécanisme par lequel cette drogue produisait un
effet bénéfique était inconnu (Comella and Tanner, 1990). Le premier traitement
rationnel, la lévodopa, fut développé aprés la démonstration de l'existence d'une
déficience sévére de dopamine dans la maladie de Parkinson (Hornykiewicz, O.
(1966). La lévodopa, étant le précurseur immédiat de la dopamine, celle-ci est
administrée dans le but de remplacer la dopamine emmagasinée dans les
terminaisons des neurones nigro-striés. Hornykiewicz et Birkmayer espéraient ainsi
normaliser la faible quantité de dopamine dans le cerveau. Les efforts subséquents
se sont dirigés sur les agonistes des recepteurs dopaminergiques (Jankovic and
Marsden, 1988). L’action de ces médicaments est post-synaptique; ils stimulent les
récepteurs dopaminergiques qui interviennent dans I’exécution des mouvements.
Toutefois, ces substances ont également des effets pré-synaptiques.

A cette époque, on souhaitait que la thérapie a la L-dopa puisse améliorer les
symptomes de la maladie mais aussi freiner sa progression voire méme renverser
quelques changements dégénératifs observés dans la SN. Malheureusement, encore
aujourd’hui la L-dopa réussit a contrdler plus ou moins parfaitement les symptémes
sans toutefois altérer le cours de la maladie. De plus, de nombreux patients
souffrent d’effets secondaires, entre autre les dyskinésies, suite au traitement a la /-
dopa apres plusieurs années d’ingestion du médicament.

Deux approches chirurgicales ont été tentées afin de contourner les limites du
traitement a la L-dopa. Premiérement, les greffes de cellules foetales dans le
striatum. L’utilisation clinique des transplantations demeure encore aujourd’hui un
sujet de controverse. Plusieurs laboratoires dans le monde poursuivent leurs
recherches afin d’améliorer les conditions des greffes ainsi que leurs effets
bénéfiques. Quant a la thalamotomie, cette chirurgie qui consiste a léser certains
noyaux du thalamus, celle-ci permet de réduire le tremblement et la rigidité chez des
gens a un stade avancé de la maladie. Par ailleurs, la pallidotomie ventrale
postérieure est aussi une nouvelle approche prometteuse (Ceballos-Baumann et al.,
1994).



1.2.4 Changements physiologiques

La dégénérescence des neurones dopaminergiques de la voie nigrostriée
occasionne une augmentation de l'activité des neurones striataux projetant vers le
GPe et une diminution de l'activité des neurones striataux projetant vers le GPi et la
SNr (Miller and DeLong, 1987 ; Pan and Walters, 1988 ; Filion et al., 1989). Ces
efférences striatales GABAergiques sont inhibitrices. Ainsi l'activité de la
projection du GPe vers le noyau sous-thalamique (STN) est réduite tandis que
I’activité des voies passant par le GPi et la SNr vers le thalamus est augmentée
(Albin et al., 1989a ; Klockgether and Turski, 1989). La réduction de l'activité de |
voie GABAergique inhibitrice projetant vers le STN désinhibe les neurones STN
par conséquent les rendant plus actifs. L'augmentation de l'activité de la voie
excitatrice glutamatergique du STN projetant vers le GPi et la SNr produit alors un
accroissement de l'activit¢ GABAergique des neurones du GPi et du SNr (Albin et
al., 1989a ; Klockgether and Turski, 1989). L’effet final se traduit par une
augmentation de l'activité inhibitrice des noyaux de sortie des ganglions de la base
et par conséquent une réduction de [l'activité des neurones de la voie
thalamocorticale. 11 a déja été suggéré que la diminution de l'activité de la
projection thalamocorticale soustend I’apparition des symptémes Parkinsoniens
(Miller and DeLong, 1987 ; Albin et al., 1989a ; Klockgether and Turski, 1989 ;
Mitchell et al. 1989).

1.3 Excitotoxicité glutamatergique

Depuis les premicres observations de Curtis et al. (1961) sur les neurones de
la moelle €piniére, on sait que le glutamate (Glu) a un effet dépolarisant. Cet effet,
qui peut-étre mimé par d’autres acides aminés (L-aspartate, L-homocystéate et L-
cystéine sulphinate), est rapide, ce qui suggére que le Glu et ses agonistes évoquent
une dépolarisation en activant des récepteurs-canaux. On distingue actuellement
deux grands groupes de récepteurs-canaux activés par les acides aminés excitateurs.
Cette distinction repose sur leur affinité pour les analogues structuraux sélectifs du
Glu et notamment pour le N-méthyl-D-aspartate (NMDA). Ainsi, on distingue les
récepteurs du Glu activés par le NMDA (récepteurs NMDA) et les récepteurs du
Glu insensibles au NMDA mais activés par le quisqualate (QA) ou la kainate (KA)
(récepteurs non-NMDA). Les récepteurs non-NMDA sont séparés en deux groupes:
les canaux activés par le QA et I’AMPA et les canaux activés par le KA. Le



récepteur NMDA est un canal perméable aux cations monovalents (Na* et K) mais
aussi aux ions Ca>". 1l est bloqué par les ions Mg®* aux potentiels de membrane
proches du potentiel de repos, ce qui lui confére une forte sensibilité au voltage
(Watkins and Evans, 1981). Alors, la présence du ligand endogéne (Ie Glu et peut-
étre la glycine qui potentialise la réponse NMDA) et la dépolarisation de la
membrane seraient deux conditions préalables a I’activation du récepteur NMDA.

Le Glu est le principal neurotransmetteur excitateur omniprésent dans le
systéme nerveux central et il a été démontré, in vitro, qu'il favorise la croissance
cellulaire. Toutefois, sous certaines conditions pathologiques, il s'avere étre
neurotoxique d’ou le phénoméne d’excitotoxicité. Dans une transmission
synaptique normale, le niveau de Glu n'augmente dans la fente synaptique que
transitoirement et ce uniquement au niveau de la fente synaptique. Par contre, une
augmentation prolongée et diffuse de Glu tue les cellules. La mort cellulaire
apparait essentiellement a cause de I’action persistente du Glu sur le récepteur
NMDA qui occasionne une entrée excessive de Ca®" via des canaux calciques
voltage-dépendants (Abele et al., 1990). Ainsi, un niveau élevé de Ca®
intracellulaire active des protéines kinases dépendante du Ca®*, des phospholipases
A,, lesquels libérent de 1’acide arachidonique produisant la synthése de substances
inflammatoires et probablement des radicaux libres qui engendrent d’autres
séquences destructrices (Choi, 1988).

L’excitotoxicité révélée par I’activation des récepteurs NMDA serait
probablement impliquée dans la génése de maladies neurodégénératives chroniques
incluant la chorée d’Huntington (Beal et al., 1986 ; Young, et al. 1988), la sclérose
latérale amyotrophique (Playtakis, A. 1990), l’atrophie olivopontocérébelleuse
(Playtakis et al., 1989), la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson
(Greenamyre and Young, 1989 ; Greenamyre, 1991). Alors, s'il était possible
d'empécher le phénomene d'excitotoxicité par exemple en bloquant les récepteurs
NMDA ou en modulant indirectement, par un autre mécanisme, l'action du Glu,
nous pourrions espérer freiner ou du moins ralentir le cours de la maladie, entre
autre celle de la maladie de Parkinson.



1.4 Nouvelles approches thérapeutiques
1.4.1 Neuroprotection

1 est vraisemblable de croire au potentiel des composés non:
dopaminergiques suite aux progrés des connaissances anatomiques, biochimiques e
pharmacologiques des neurotransmetteurs qui agissent sur d'autres voies neuronales
Bien que la cause premiére de la maladie de Parkinson demeure inconnue, une
seconde stratégie pharmacologique d'intervention consiste a retarder le dommage e
la mort cellulaire en utilisant des agents neuroprotecteurs. Le ralentissement de lz
vitesse de progression de la maladie permettrait d'espérer devancer voire méme
prévenir l'apparition des fluctuations motrices invalidantes. Cette stratégie es!
traduite par le projet intitulé DATATOP (Deprenyl and Tocopherol Antioxydative
Therapy of Parkinsonism) par lequel on démontre un ralentissement apparent de
I'évolution naturelle de la maladie de Parkinson chez les patients traités avec le
déprényl (Parkinson Study Group, 1989). Ce composé est un inhibiteur de lz
monoamine oxydase B, l'enzyme de dégradation de la dopamine. Le déprényl
pourrait avoir un effet protecteur sur les cellules dopaminergiques en freinant leur
dégradation et la formation de dérivés toxiques (Weiner and Levitt, 1989).

I a été également rapporté que les antagonistes des récepteurs
glutamatergiques exercent un effet neuroprotecteur chez des modéles animaux de la
maladie de Parkinson. Les antagonistes des récepteurs NMDA fourniraient une
protection quasi-compléte aux cellules dopaminergiques de la voie nigro-striée
contre la toxicité induite par le metamphétamine chez le rat (Sonsalla et al., 1989).
Plus récemment, une étude révéla que des antagonistes compétitifs et non-
compétitifs des récepteurs NMDA auraient le potentiel de protéger les cellules
contre la toxicité du MPPY (Turski et al, 1990). Le MPP* (1-methyl-4-
phenylpyridinium) est le métabolite actif du MPTP, une substance hautement
toxique pour les cellules dopaminergiques de la SN jouant un rdle dans le
développement de la maladie de Parkinson. Il semble qu’elle agirait spécifiquement
au niveau du complexe I de la chaine de transport des électrons des mitochondries
(Kindt et al., 1986) créant ainsi une défaillance énergétique dans les cellules
nigrales.



Alors, si des toxines environnementales ou des désordres énergétiques jouen
un réle dans la manifestation de la maladie de Parkinson, les antagonistes de:
récepteurs NMDA pourraient apporter un moyen pour retarder la progression de I:
maladie.

1.4.2 Inactivation du noyau sous-thalamique

Dans le modé¢le de fonctionnement des ganglions de la base, on propose qu
'augmentation de l'activité de la projection du STN semble avoir un rdle essentie
dans la manifestation clinique de la maladie de Parkinson (Miller and DeLong, 198’
; Albin et al., 1989a ; Klockgether and Turski, 1989 ; Mitchell et al. 1989). Er
effet, il a été rapporté que l'activité des neurones du STN est augmentée chez de:
singes traités au MPTP (Miller and DeLong, 1987 ; Mitchell et al., 1989).

L'inactivation du STN chez les animaux Parkinsoniens pourrait étre
envisagée afin de réduire l'activité du GPi et la SNr et ainsi augmenter celle de Iz
voie thalamocorticale et, par conséquent, produire une amélioration clinique. [
semblerait que I'ablation du STN chez des singes MPTP produit une baisse
remarquable des symptomes Parkinsoniens tels que l'akinésie, la rigidité et le
tremblement (Bergman et al., 1990).

Puisque la projection STN est glutamatergique (Albin et al., 1989a : Smith
and Parent, 1988), l'inactivation pharmacologique de cette voie semble étre possible
a l'aide d'antagonistes aux récepteurs a glutamate. Le récepteur NMDA étant le
mieux caractérisé, des antagonistes hautement spécifiques sont maintenani
disponibles tel que le (+)-5-methyl-10,11-dihydro-SH-dibenzof[a,d]cyclohepten-
5,10-imine (MK-801). Dans certains cas, les agonistes dopaminergiques et les
antagonistes glutamatergiques ont des actions biochimiques et comportementales
similaires. De plus, les effets bénéfiques des anticholinergiques et I'amantadine
pourraient étre dus en partie au blocage des récepteurs glutamatergiques.



1.5 Effets comportementaux
1.5.1 Modéles animaux Parkinsoniens
1.5.1.1 Souris

La souris (ou le rat) dépourvue en monoamines cérébrales est un out
pharmacologique intéressant pour étudier la maladie de Parkinson. L’administratio
de réserpine et d’alpha-méthyl-p-tyrosine (alpha-MT) produisent respectivemer
I’épuisement de la réserve de monoamine et une inhibition de la synthése d
nouvelles molécules de dopamine. Cette perte importante de monoamine
cérébrales endogenes induit I’apparition d’akinésie et de rigidité musculaire. C
modele permet alors d’observer et de quantifier les améliorations de I’activit
locomotrice aprés I’injection de drogue.

1.5.1.2 Rat

La découverte d’un agent chimique capable de détruire sélectivement le
neurones dopaminergiques a permis un nouvel essor dans le recherche sur I
maladie de Parkinson. Ainsi, I’administration de la neurotoxine 6-hydroxy
dopamine (6-OHDA) produit la destruction permanente des neurones nigro-strié¢
causant par le fait méme des altérations neurologiques similaires a certain
symptomes de la maladie. Ces Iésions bilatérales se répercutent chez le rat par di
I’akinésie, de 1’aphagie, de I’adipsie et une négligence sensorielle sévére (pou
revue, voir Zigmond et al., 1990). Contrairement a I’humain, le rat manifeste qu
peu de wemblement suite & la dénervation dopaminergique (pour revue, voi
Zigmond et al., 1990). Puisque les animaux sont incapable de se nourrir et de boir
seuls, I’ utilisation de ce modéle de lésions bilatérales devient trés difficile.

Ungerstedt (1968) rapporta les premiéres observations sur [’injection de I
neurotoxine 6-OHDA dans une seule voie nigro-striée de rat. Ainsi, 1’injectior
unilatérale de 6-OHDA produit une forte asymmétrie motrice i.e. des mouvement:
rotatoires (“circling”) spontanés dans la direction du coté 1ésé (coté ipsilatéral)
Cette réponse motrice peut étre mesurée quantitativenment a 1’aide d’un rotométre
(Ungerstedt et Arbuthnott, 1970). L’injection unilatérale de cette neurotoxine



occasionne la dégénérescence de la voie nigro-striée ipsilatérale et une important
perte de dopamine dans le striatum ipsilatéral. Les neurones striataux développen
une hypersensibilit€ a la dopamine s’exprimant par une augmentation du nombre d
récepteurs dopaminergiques post-synaptiques afin de compenser au manque d
dopamine (voir la figure 2).

L’administration systémique d’un agoniste dopaminergique tel qu
Papomorphine, jouant directement sur les récepteurs dopaminergique:
postsynaptiques, va produire une stimulation importante du coté lésé puisque le:
récepteurs y sont en plus grand nombre. Le mouvement rotatoire ainsi provoque
sera dans la direction opposée a la lésion (direction contralatérale). Inversement
I'injection d’amphétamine, qui favorise la libération de dopamine par le:
terminaisons nerveuses, produira une stimulation supérieure du c6té intact ou le:
cellules dopaminergique sont présentes. Alors, les animaux tourneront dans une
direction ipsilatérale c’est-a-dire vers la lésion (voir la figure 2).

Ces deux composés permettent d’évaluer la qualité de la lésion induite par I
6-OHDA grace a des travaux qui ont corrélés le pourcentage de perte cellulaire avec
le nombre de rotations réalisées sous ’effet de la drogue (Ungerstedt et Arbuthnott
1970).

1.5.1.3 Singe

Dans les années 1980, un certains nombres de toxicomanes avaien
développé les symptomes de la maladie de Parkinson: bradykinésie, tremblement
rigidit¢ musculaire et troubles posturaux. Plus tard, il a été découvert que les
dérivées synthétiques d’héroine utilisés contenaient une substance toxique
contaminante, le 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP). Injectée
chez des animaux de laboratoire, cette substance induit I’apparition des symptomes
Parkinsoniens. Le singe traité au MPTP est le seul modéle qui comporte des
caractéristiques cliniques, biochimiques et pathologiques similaires a celles
retrouvées chez les humains atteints de la maldie de Parkinson (pour revue, voir
DeLong, 1990).
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Figure 2. Représentation schématique des modifications
biochimiques au niveau des récepteurs dopaminergiques

ainsi que leur réponse pharmacologique.



1.5.2 Antagonistes des récepteurs NMDA

Récemment, 1’étude autoradiographique de 1’équipe d’Albin (1992), réalisée
chez le rat, a démontrée qu’il y a une distribution hétérogéne de tous les sous-types
de récepteurs aux acides aminés excitateurs (AAE) dans les NGC. Le striatum,
I’accumbens et le tubercule olfactif regoivent probablement le plus grand nombre
d'afférences excitatrices car ils ont une grande densité de sites de liaison aux AAEs.
Quant a la substance noire, le globus pallidus, le noyau entopédonculaire, 1’aire
tegmentaire ventrale et le noyau sous-thalamique, ils ont une densit¢ modérée de
sites de liaison aux AAEs (Albin et al., 1992).

Ainsi, l'injection d'antagoniste NMDA directement dans le noyau
entopédonculaire (analogue du GPi chez le rat) ou dans la SNr abolit I'akinésie et la
rigidité chez des rats démunis en monoamine cérébrale (Klockgether and Tursk,
1990). De plus, I’'injection directe d'antagoniste NMDA dans le STN de rat renverse
aussi l'akinésie et la rigidité associées & la perte en monoamine cérébrale
(Klockgether and Turski, 1990). Vraisemblablement, I’activation des récepteurs
NMDA du STN semble étre complétée par I’ afférence excitatrice en provenance du
néocortex (Nakanishi et al., 1988).

La voie STN projetant vers le GP1 et la SNr est la seule voie glutamatergique
qui est réputée avoir une augmentation anormale de son activité dans la maladie de
Parkinson (Miller and DeLong, 1987 ; Albin et al., 1989a ; Klockgether and Turski,
1989 ; Mitchell et al., 1989). 1l est possible dimaginer que de faibles doses
d'antagonistes NMDA puissent supprimer sélectivement 1'augmentation de I'activité
des neurones du GPi et de la SNr sans toutefois produire des effets secondaires
nuisibles par le blocage massif de tous les récepteurs NMDA dans le cerveau.
Conformément avec cette hypothése, il a été démontré que l'administration
systémique de MK-801, un antagoniste non-compétitif des récepteurs NMDA,
produit une grande stimulation motrice chez la souris et le rat démunis en
monoamines cérébrales (Klockgether and Turski, 1990 ; Carlsson and Carlsson,
1989a). Par ailleurs, Clineschmidt en 1982 et St-Pierre en 1994 (travail décrit dans
ce présent mémoire) ont observé qu’une injection similaire de MK-801 induit un
mouvement rotatoire (“circling”) ipsilatéral marqué chez des rats porteur d’une
lésion 6-OHDA unilatérale de la voie dopaminergique nigro-strice.



1.5.2.1 Effet potentialisateur

Les effets antiparkinsoniens de certaines drogues peuvent étre potentialisé
par des antagonistes des récepteurs NMDA. Effectivement, des doses sous-seuil
(ne produisant aucun effet moteur) de MK-801 administrées en combinaison ave:
I’agoniste alpha-2 adrénergique, clonidine, produit une stimulation locomotric
marquée chez des souris dépourvues en monoamines cérébrales (Carlsson an
Carlsson, 1989b). D'une fagon similaire, I’injection simultanée de MK-801 et d’un:
dose sous-seuil d'apomorphine ou de L-dopa provoque une réponse synergiqu
caractérisée par une augmentation de l'activité motrice (Carlsson and Carlsson
1989b ; Klockgether and Turski, 1990). Alors, une thérapie avec de faibles dose:
d'antagonistes NMDA permettrait probablement de réduire les autres médications
ou tout simplement d'augmenter leur efficacité. De plus, si les oxydes de dopamine
sont impliqués dans la mort des cellules nigrales (Olanow, 1990), de faibles dose:
d'antagonistes des récepteurs NMDA justifieraient une baisse de la lévodop:
diminuant par le fait méme la possibilité de dommages oxydatifs.

Par ailleurs, les antagonistes des récepteurs NMDA pourraient aussi préveni
ou minimiser les dyskinésies souvent invalidantes associées au traitement chronique
d'agonistes dopaminergiques. Il a été supposé que la sensibilisation des récepteur:
dopaminergiques serait impliquée dans la manifestation des mouvement:
hyperkinétiques qui débutent aprés un traitement de longue durée de la maladie de
Parkinson (Cedarbaum, 1990 ; Mouradian and Chase, 1988). Le MK-801 prévient I:
sensibilisation des récepteurs qui apparait suite au traitement a l'agoniste
dopaminergique D1 chez des rats lésés a la 6-hydroxydopamine (Criswell et al.
1990 ; Morelli and Di Chiara, 1990). Alors, si la sensibilisation des récepteurs es
impliquée dans les dyskinésies, les antagonistes des récepteurs NMDA pourraien
étre utiles comme adjuvant dans une thérapie dopaminergique.

De plus, il semblerait que l'activation des récepteurs NMDA par ses agonistes
sélectifs produit une libération d'acétylcholine striatale tandis que ses antagonistes
’inhibent efficacement (Snell and Johnson, 1985 ; Lehmann and Scatton, 1982). La
diminution de la libération d'acétylcholine striatale pourrait alors s'adjoindre e
potentialiser les effets anticholinergiques des antagonistes muscariniques apportant
un autre mécanisme par lequel les antagonistes NMDA pourraient apporter une aide
thérapeutique.



1.5.2.2 Mécanisme d’action

La catalepsie (rigidité posturale) peut-étre induite suite a I'administration d
neuroleptiques  (antagonistes dopaminergiques bloquant les récepteur
dopaminergiques et par le fait méme 1’action normale de la dopamine) chez le rat
un autre modéle animale de la maladie de Parkinson. Cette catalepsie est renversée
entre autres, par des agonistes dopaminergiques ou des antagonistes compétitifs e
non-compétitifs des récepteurs NMDA (Schmidt and Bubser, 1989 ; Schmidt, et al.
1990). Le mécanisme par lequel les antagonistes des récepteurs NMDA produisen
des effets comportementaux similaires 4 ceux induient par les agoniste:
dopaminergiques est inconnu. Cependant, il est possible qu'il soit apparenté aw
cascades biochimiques intracellulaires comme celles empruntées par le DARPP-3:
(voir la figure 3 ; Halpain et al., 1990 : Girault et al., 1990).

On sait trés bien que la stimulation des récepteurs dopaminergiques D1
active l'adénylate cyclase augmentant ainsi la quantité d'AMPc intracellulaire
(Kebabian and Calne, 1979). A son tour 'AMPc active alors la protéine kinas
dépendante dAMPc. Un des substrats pour cette kinase c'est la DARPP-3Z
(dopamine- and cAMP-regulated phosphoprotein), une phosphoprotéine contenue
dans les neurones striatonigraux. Une molécule de DARPP-32 phosphorylée
devient un inhibiteur puissant de la protéine phosphatase-1 et il a été suggéré que sz
fonction serait probablement de prévenir la déphosphorylation des autres substrat:
dans les neurones striatonigraux (Girault et al., 1990). Il a été¢ démontré sur de:s
tranches striatales de rat que l'activation des récepteurs NMDA occasionne Iz
déphosphorylation de la DARPP-32 probablement par la calcineurine, elle-méme
activée par le Ca2* (Halpain et al., 1990 : Girault et al., 1990). Les antagoniste:
compétitifs et non-compétitifs des récepteurs NMDA APS5 (D-amino-5-
phosphonopentanoic acid) et MK-801 préviennent la déphosphorylation de I
DARPP-32 (Halpain et al., 1990 : Girault et al., 1990).

Cette évidence moléculaire montre que ’activation des récepteurs NMDA
stimule une cascade biochimique qui antagonise celle induite par la dopamine.
particuliérement sur les récepteurs D1. Alors, il peut étre espéré que le blocage des
récepteurs NMDA facilite 1’action dopaminergique en prévenant la
déphosphorylation de la DARPP-32 par le glutamate.
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1.6 Présentation du travail

Les expériences réalisées avec des antagonistes NMDA ont permis de révéle
des propriétés et des interactions pharmacologiques inattendues:

-Les antagonistes NMDA protégent les neurones nigrostriés de la mort che:
les modéles de toxicité a 1a metamphétamine et au MPTP, deux modéle:
animaux de la maladie de Parkinson (Sonsalla et al., 1989).

-Le blocage des récepteurs NMDA semble contribuer 4 quelques-uns de:
effets antiparkinsoniens induits par |'amantadine et des anticholinergique:
(Carlsson and Carlsson, 1989b).

-L’inactivation du STN par ablation chez des singes MPTP permet une
diminution de D’activité électrique excitatrice et manifestement une
réduction des symptomes parkinsoniens (Bergman et al., 1990).

-Des antagonistes NMDA renversent l'akinésie et la rigidité associées a Iz
déplétion monoaminergique ou la catalepsie induite par les neuroleptiques
(Klockgether and Turski, 1990).

-Des doses sous-seuils d'antagonistes NMDA produisent une synergie avec
des agonistes dopaminergiques et anticholinergiques (Klockgether and
Turski, 1990 : Carlsson and Carlsson, 1989a).

Ces travaux ont donné a la communauté scientifique de précieuses
indications quant a la propriété des antagonistes NMDA de réduire les symptomes
invalidants de la maladie de Parkinson. Par leur distribution étendue dans le
cerveau, les récepteurs au NMDA ou non-NMDA peuvent étre alors bloqués par
leurs antagonistes respectifs et par conséquent enclencher des réponses biologiques
variées. Pour éviter les effets secondaires inhérents a 1’action étendue et non-
sélective des antagonistes NMDA lors d’absorption périphérique, il faudra d’abord
déterminer le ou les site(s) d’action du composé afin de produire, si ¢’est possible,
des effets sélectifs.



De plus, la synergie est un phénoméne pharmacologique d’intérét puisqu’i
permet d’administrer des doses sous-seuils (i.e. des doses inférieures aux dose
minimales qui par elle-mémes produisent une réponse biologique) d’un composé 2
Jjumelé a un composé Y afin d’obtenir une amélioration souvent plus grande de
symptomes. Etant donné que les connaissances du mécanisme d’action de 1
synergie entre les antagonistes NMDA et les agonistes dopaminergiques demeuren
imprécises, nous avons tenté de déterminer la dépendance de I’activation d
systeme dopaminergique dans ce phénoméne.

Une étude récente a démontrée que I’injection d’antagoniste NMDA seu
produit une activation motrice chez des animaux déficients en dopamine tandi
qu’une injection similaire induit une réponse rotatoire ipsilatéral, typique d’un
stimulation dopaminergique, chez des rats porteurs d’une Iésion unilatérale dans :
voie dopaminergique (Carlsson and Carlsson, 1989a ; Klockgether and Turski
1990). Ces deux observations suggérent donc que 1’effet moteur provoqué par I
MK-801 peut-étre dépendant on non de la dopamine en fonction de la disponibilit:
du systtme dopaminergique. Alors, nous pouvons nous demander quelle es
’importance de la stimulation dopaminergique dans le comportement de rotatior
induit par le MK-801?

Avec le modele de rat l€sé unilatéralement a la 6-OHDA, ou un seul cOtc
demeure intact dans sa voie dopaminergique, nous avons tenté de découvrir I
mécanisme par lequel le MK-801 induit un comportement de rotation ipsilatéral
Nous croyons que la présence de dopamine du coté intact facilite voire méme
potentialise I’effet provoqué par le MK-801. A I’aide de la technique d’injectior
intracérébrale, ’application locale de la dopamine dans le striatum du coté lése
devrait renverser la réponse induite par le MK-801 si notre hypothése est exacte
Par la suite, nous essaierons d’identifier le site d’action dans les structures forman
la voie dopaminergique nigro-striée, a savoir le striatum et la SN chez des rats [ésé:
ala 6-OHDA.

Par souci d’ordre logique, je vous présente en premier lieu les résultats qu
visent a situer le site d’action du MK-801 et en second lieu ceux de 1’effet de
'injection combinée de MK-801 et de dopamine.



2.0 RESULTATS
2.1 Résumél

L’injection systémique de I’antagoniste non-compétitif des récepteurs
NMDA MK-801 ((+)-5-methyl-10,11-dihydro-SH-dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10-
imine) produit une réponse rotatoire marquée en direction du c6té 1ésé chez des rats
lésés unilatéralement a4 la 6-OHDA. Par ailleurs, le méme type d’injection
administré chez des rats normaux (non-dénervés) occasionne une augmentation de
I’activité motrice toutefois, sans prédominance de direction. Ces observations
suggerent que le MK-801 interagit avec la voie dopaminergique pour influencer la
réponse motrice. Par contre, I’injection intracérébrale de MK-801, réalisée
directement dans la SNr (5 pg/ 0.5ul) soit du coté lésé soit du coté intact, induit un
comportement rotatoire significatif dans la direction opposée du site d’injection.
Une injection similaire mais cette fois-ci administrée dans le striatum échoue a
produire une réponse motrice rotatoire. Cette série d’expériences démontrent que
I’antagoniste non-compétitif des récepteurs NMDA peut stimuler 1’activité motrice
lors de la présence ou I’absence de la voie dopaminergique et, qu’en cette derniére
condition, son action est exercée de fagon prédominante au niveau de la SN,
probablement sur la suppresssion de 1’afférence sous-thalamique excitatrice.
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Abstract

When systemically administered 10 unilaterally 6-OHDA lesioned rats, the non-competitive antagonist of V-methyl-p-a
tate (NMDA) receptors MK-801 (( + )-5-methyl-10,11-dihydro-SH-dibenzo{a,dlcyclohepten-5,10-imine) produces a marked
tion response toward the lesioned side. In addition, the same type of injection in non-denervated rats increases locomotor ac
without direction predominance. These findings suggest that MK-801 interacts with the dopaminergic pathway to induce n
activity. However, intracerebral injection of MK-801 (5 z£g/0.5 1) in the substantia nigra pars reticulata (SNr), either o
lesioned side or the intact side, induces a significant circling response. contraversive to the injection side. A similar injectic
MK-801 (5 ng/1.0 ul) in the striatum causes no rotation response. These results show that the non-competitive N}
antagonist can induce motor activity in the presence or in the absence of the dopaminergic pathway and that in the latter ca
action is exerted predominantly at the level of the substantia nigra, perhaps through suppression of the excitatory subthal

drive.

Keywords: Microinjection; MK-801; Circling; Striatum; Rat: 6-Hydrohydopamine; Substantia nigra pars reticulata

1. Introduction

Excitatory amino acids (EAAs), such as glutamate
and aspartate, are major neurotransmitters in the
mammalian CNS {10]. While these amino acids are
responsible for normal excitatory transmission, they
also represent a potential source of neurotoxicity. The
current interest in EAA is based on the belief that
EAAs are involved in neural cell injury in a variety of
neurological disorders.

In Parkinson’s disease, degeneration of the dopami-
nergic neurons in substantia nigra pars compacta (SNc)
causes changes in the activity of striatal projection
neuron subpopuiations [2]. Striatal projections to the
external segment of the globus pallidus (GPe) become
more active, while striatal projections to the substantia

* Corresponding author. Address: Neurobiology Research Center,
Hopital de I"Enfant-fésus, 1401, 18° rue, Québec, Qué. G1J 1Z4,
Canada. Fax: (1) (418) 649-5910.

0006-8993 /94 /$07.00 © 1994 Elsevier Science B.V. All rights reserved
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nigra pars reticulata (SNr) and the internal segmer
the globus pallidus (GPi) become less active [2,16
The loss of GABAergic striatal input and incre;
subthalamic nucleus (STN) excitatory input resul
increased activity of GPi and SNr neurons and co
quently inhibition of the thalamocortical projec
neurons [2]. It has been suggested that the resul
reduced thalamocortical drive accounts for the app
ance of akinesia and muscular rigidity in Parkins
disease [2,11,20,23].

Thus, there is evidence that the overactivity of
STN projection is partially responsible for the clin
manifestations of Parkinson’s disease [2,12,16,17]
fact, ablation of the STN in MPTP-treated moni
markedly reduces parkinsonian signs of akinesia, ri
ity and tremor [3]. Therefore, it would be expected |
pharmacological inactivation of this pathway shc
lead to reduced activity of the GPi and the SNr
produce clinical improvement. Based on this, sew
recent studies proposed that antagonists of EAAs m:
be beneficial in the treatment of Parkinson’s dise
[6,12,18,25].
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In fact, antagonists of the NMDA receptors produce
a well-defined state of motor activation in rodents
which appears to be partly mediated by the release of
vesicular dopamine and partly by a dopamine-inde-
pendent mechanism. Previous studies have shown that
systemic injection of MK-801 produces a pronounced
locomotor stimulation in monoamine-depleted rats [13]
and mice [5]. However, a similar injection induces a
marked ipsilateral circling response in 6-hydrohy-
dopamine (6-OHDA) unilaterally lesioned rats (8]
Considering the fact that EAAs have multiple sites of
action, the exact mechanism of this action of MK-801
in the 6-OHDA model of Parkinson's disease is un-
known.

Recent autoradiographic studies have shown that
the striatum, nucleus accumbens and olfactory tubercle
receive probably the most abundant EAAergic innerva-
tion. All EAA receptor subtypes in these nuclei are
present [1]. The striatal nuclei also receive an EAAer-
gic input from the STN but this projection is relatively
modest in the rat. However, electrophysiofogical stud-
tes have shown that the STN exerts an excitatory action
in the SNr and the entopeduncular nucleus (EP) [22].
The SNr also receives an excitatory input from the
pedunculopontine nucleus (PPN) [23] and probably
from the cortex.

Recent data concerning the pharmacoiogical actions
of MK-801 demonstrate that it is a selective [7] and a

highly potent non-competitive antagonist at glutamate

receptors of the NMDA subtype .[28] and that it pro-
duces PCP-like behavioral effects [14]. The recognition
site of the non-competitive NMDA antagonist is within
the ionophore of the PCP receptor which is different
from the recognition site of the competitive NMDA
antagonists at the NMDA receptor /channel complex
(15]. Indeed, MK-801 is considered to be a good tool to
identify sites of EAA-mediated transmission [7].

The aim of the present study is to determine the site
and mechanism of locomotor activation of the non-
competitive NMDA antagonist MK-801 in unilaterally
6-OHDA lesioned rats. Microinjections were per-
formed into the striatum, an area of high density of
EAA binding sites, or into the output nucleus SNr,
which is a relatively low density area of EAA binding
sites. Both sites were chosen for their posssible involve-
ment in dopaminergic induced circling. A preliminary
report of these results has been presented [26).

2. Materials and methods

The experiments were carried out on 26 female adult rats
Sprague-Dawley (200-300 g at the beginning; Charles River,
Canada). The animals were housed singly on a 12-h light/dark
schedule with free access to food and water. Monitoring of circling
activity took place between 09:00 and 18:00. The measurements
began a few minutes after intracerebral application of drugs or

vehicle and were continued for a period of 180 min. Prior to dn
administration, each rat was allowed 30 min for habituation.

2 1. 6-OHDA lesion

Unilateral lesions with 6-hydroxydopamine (6~OHDA:; Sigma. .
Louis, MO) (8 ug/2 ul. ascorbate 0.1%. dissolved in NaCl 0.9
solution) were performed in the left medial forebrain bundle at tt
following stereotaxic coordinates B —4.8 L+1.4 V -85 [20]. A
lesions were performed in gvariectomized rats under ketamine/xy
azine (87 mg/kg 13 mg/kg i.m.) anacsthesia. The toxin 6-OHD
was delivered at a rate of 0.5 ul/min with a pump. The stainiess-ste
cannula (30 ga) was left in place an additionnal minute to ailo
diffusion of the neurotoxin.

2.2, Behavioral testing

15 days after the 6-OHDA lesion, ail rats were tested wil
apomorphine (0.25 mg /kg of body weight s.c.: Merck Frosst Canada
After systemic administration. the animals were placed in circlir
activity cages (rotometers). The activity cages are made of a plex
glass cylinder 40 cm high and 30 cm wide. One by one, rats wei
fitted with a harness and attached to the activity monitoring systen
Circling responses induced by the dopaminergic agonist apomo
phine were monitored during 30 min. Animals which circled mos
than 5 turns/min were chosen for further study.

2.3. Guide cannulas implantation

The rats assigned to intracerebral microinjection experimen
were anesthetized by i.m. administration of ketamine/xylazine (8
mg/kg 13 mg/kg). Four stainless-steel intracerebral guide cannul:
(23 ga) were stercotaxically implanted into the striatum and into th
substantia nigra pars reticulata (SNr) at the following stereotaxi
coordinates: B+025 L +£27V —-56and [A.+3.70 L £20 V+24
respectively, according to Paxinos and Watson 1986 [20]. The guid
cannula was secured 2.0 mm above the injection site with dent:
cement and skull screws. Moreover. protection stylets (30 ga) wer
inserted into guide cannulae between injections. The experimen
were performed after a recovery period of at least 3 days.

2.4. Systemic administration

For systemic administration, the NMDA receptor non-compet:
tive antagonist MK-801 (100 ug/kg of body weight: RBI. Natic
MA) (solubilized in NaCl 0.9% solution) was administered ip. i
control and in lesioned rats. After the administration, each anim:
was placed in a circling activity cage.

2.5. Intracerebral microinjections

Prior to the intracerebral microinjection, the protection stylet
were removed. A stainiess-steel injection cannula (30 ga) of appra
priate length was connected to a 10-uz1 Hamilton syringe by polyethy
lene tubing and carefully lowered through the guide cannuia. Mi
croinjections were made by a Harvard pump in conscious rats. Th
injected volume was 0.5 ul for the SNr and 1.0 ! for the striatun
and the rate of microinjection was 1.0 ul/min.

Intracerebral microinjections were performed on both side
(striatum and SNr) of the unilaterally 6-OHDA lesioned rats. MK-80
(5 pg; solubilized in NaCl 0.9% solution) or a solution of NaCl 0.9
was delivered cither into the SNr or into the striatum in a randon
order. Microinjection of MK-801 was performed only once in eac!
injection site. The injection cannula was left in place an additionna
minute to allow diffusion of the solution. After the microinjection
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cach animal was placed in a circling activity cage and circling was
recorded as described above until it stopped or at least during 180
min.

26. Histology

After completica of the experiments, the animals were perfused
successively with 500 mi of NaCl (0.9% solution) and 500 ml of 10%
formaline under ketamine /xylazine anesthesia. Then. the brain was
excised carefully and frozen coronal tissue sections were prepared on
a microtome. The sections were placed on chromalun microscope
slides and stained with Cresyl violet for verification of injection sites
(Fig. 2).

2.7. Statistical analysis

The circling data were expressed as the mean +S.E.M. For sys-
temic administration, significant differences were evaluated using
ANOVA followed by Scheffe's a posteriori test. and. for the intrac-
erebral microinjections, the ANOVA was followed by Duncan’s new
multiple range a posteriori test, with a level of P <0.05 being
considered significant.

3. Results
3.1. Systemic administration

Systemic injection of MK-801 (100 ug/kg i.p.) in-
duced a remarkable rotation response in unilaterally
6-OHDA lesioned rats as reported by Clineschmidt et
al. [8]. All rats turned in an ipsilateral (counterclock-
wise) direction, referred to the lesioned side (P < 0.05)
(Table 1). However, we observed that higher doses of
MK-801 (250 and 500 r.g/kg) produced catalepsy (data
not shown). In addition, chronic administration of MK-
801 seems to produce a reduction of the circling re-
sponse (data not shown). Otherwise, the same type of
injection in non-denervated rats increased locomotor
activity without direction predominance (Tabie 1).

3.2. Intracerebral microinjections

Injection of MK-801 in the SNr induced a circling
response whereas injection in the striatum failed to
produce circling. As shown in Fig. 1, intranigral injec-
tion of MK-801 (5 ng/0.5 ul) induced a significant
(P <0.05) contralateral (referred to the injection site)

Table 1
Effect of systemic administration of MK-801 on circling behavior in
normal and 6-OHDA lesioned rats

Circling Normal rats Lesioned rats
n=4 n=6

Clockwise 219t 74 6+ 3

Counter clockwise 329+129 8314266

Results are presented as mean+S.EM. (* P <0.05 vs. clockwise
circling, Scheffe’s a posteriori test).

tu115 2 46 minu
£00- ot
(S VEHICLE (net)
=134 2 38 minuwe
I MK-901 (ne)2) *

§
2

CIRCLING CONTRALATERAL
(Total counts of turne)
8
el

STRIATUM SR
LESIONED SIDE

STRIATUM SNR
INTACT SIDE

Fig. 1. Total counts of the circling response produced by intracer
bral microinjection of MK-801 into the SNr, § xg/0.5 ul. orinto tl
striatum, 5 pg/1 uxl in unilaterally lesioned rats. The number .
animals is given in parentheses. Results are presented as mean
S.EM. (0 = P <0.05 vs. vehicle, ¥ = P < 0.05 vs. striatum site, Du:
can new multiple range’s a posterion test). The total duration of tl
circling response is given in min +S.E.M. above the bar.

circling response as compared with the vehicle-treate
controls. There was no difference between the tot:
counts of circling of the intact side and the lesione
side. Injection of MK-801 in the SNr produced circlin
for 115 +46 and 134 + 34 min when given into th
intact side or the lesioned side, respectively.

4. Discussion

This study corroborates the fact that the non-com
petitive NMDA antagonist MK-801 systemically admir
istered produces a marked ipsilateral circling respons
in unilaterally 6-OHDA lesioned rats. However, th
same type of injection induced locomotor activity whe;
given to normal rats. The difference between bot|
groups is the presence of the nigrostriatal dopaminer
gic pathway in both sides for the normal rats and i
one side for the lesioned rats. The results observed i
lesioned rats, therefore, suggest that MK-801 may in
teract with the intact dopaminergic pathway to induc
circling.

It is well known that unilateral injection of dopamin«
agonists into the striatum of various species induce:
turning and /or posturing away from the side of injec
tion [19]. If MK-801 shares some dopaminergic proper
ties with amphetamine (8] and produces motor stimula
tion via release of vesicular dopamine, how can we¢
explain the ineffectiveness to produce circling wher
given into the intact side of the striatum? Probably
MK-801 acts at several levels when given systemically
to induce circling. The cortex also has been reported tc
have a high level of EAA receptors [9].
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The present results show that intrastriatal microin-
jection of MK-801 on either side (intact or lesioned)
caused practically no rotation activity in unilaterally
6-OHDA lesioned rats. On the other hand, a microin-
jection in the substantia nigra reticulata (SNt) induced
a significant circling response to the side contralateral
to the injection. Suppression of the excitatory drive
projecting to the SNr, therefore, seems to be more
important for the motor response to MK-801 than
suppression of the excitatory drive projecting to the
striatum. The direct excitatory input from the STN is
believed to be responsible for maintaining the high
level of spontaneous activity in the EP and SNt [22].

Recent interest has focused on the use of an
nists of the NMDA subtype of glutamate recept
Parkinson’s disease. Systemic administration of N}
receptor antagonists seem to have clear motor e
in rodents. In fact, MK-801 causes a pronounced
motor stimulfation in mice and rats depieted of or
amines [5,13]. Moreover, a very low dose of CI
competitive NMDA. antagonist, and MK-801 has
reported to potentiate the locomotor response ind
by either a muscarinic cholinergic antagonist, a
threshold dose of L-dopa, apomorphine, or SKF 3
(a selective dopamine D1 agonist) [6,13].

We demonstrate for the first time that suppre

B L LT T P,
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of the excitatory drive into the SNr, an output nucleus,
produces a circling response in 6-OHDA lesioned rats.
Local blockade of EAA transmission with the broad
spectrum competitive antagonist kynurenate in the en-
topeduncular nucleus (EP) (GPi homologue in rodents)
has been shown to reverse parkinsonism in akinetic
rats and MPTP-treated monkeys [4]. Moreover, bilat-
eral microinjections of a competitive NMDA antago-
nist CPP have been reported to stimulate locomotor
activity when: locally injected into the EP, STN or into
the SNr of monoamine-depleted rats but not after
injection into the striatum [13). These observations
obtained with intracerebral injections suggest that
pharmacologically reducing the overactivity of STN,
GPi and SNr caused by the degeneration of the
dopaminergic neurons of the SNc¢, may produce behav-
ioral improvement in Parkinson’s disease.

In conclusion. systemically administered MK-801
may interact with the dopaminergic pathway on the
intact side to induce circling. Our results with intrac-
erebral microinjections indicates that NMDA receptors
of the SNr. despite their apparently low density, may
play a significant role to induce circling in 6-OHDA
lesioned rat. It is, therefore, probable that antiparkin-
sonian effects of NMDA antagonist would be exerted
at this level.
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2.3 Résumé 2

L’administration systémique de I’antagoniste non-compétitif des récepteur:
NMDA MK-801 ((+)-5-methyl-10,11-dihydro-SH-dibenzo[a,d]cyclohepten-5,10
imine) potentia-lise la réponse rotatoire induite par la stimulation directe de:
récepteurs stniataux dopaminergiques, eux-mémes activés par [ applicatior
intracérébrale de dopamine. L’administration locale de dopamine (1, 5, 25 ou 5(
ng/1.0 ul) dans le coté lésé produit un comportement de rotation contralatéral, dose:
dépendant, chez des rats porteurs d’une Ilésion unilatérale de la voie
dopaminergique. Remarquablement, I’application intrastriatale de dopamine (1, 5
25 ou 50 pg/1.0 pl) suivie de 1’administration systémique de MK-801 (100 pg/ kg
1.p.) provoque un comportement de rotation potentialisé chez le méme modéle
animal. La direction de cette réponse comportementale est inversée
comparativement a la réponse ipsilatérale marquée obtenue par le MK-801 lui-
méme. De plus, I’effet potentialisateur persiste quatre fois plus longtemps er
comparaison de la durée du comportement de rotation induit par la dopamine
lorsqu’ injectée seule. Les résultats suggérent que la potentialisation exercée pa
’antagoniste NMDA sur I’activité motrice, induite préalablement par un agoniste
dopaminergique, ne peut étre attribuée purement et simplement par la libération de
dopamine. D’autres mécanismes incluant 1’augmentation de sensibilité des
récepteurs dopaminergiques de type D1 ou du blocage de la transmissior
glutamatergique dans les structures de sortie doivent étre envisagés.
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Abstract

Systemic administration of the non-competitive antagonist of NMDA receptors MK-801 (( + )-5-methyl-10,11-dihydro-5 A«
benzo{a,d leyclohepten-5,10-imine) potentiates the circling response induced by direct stimulation of the striatal dopaminersg
receptors through intracerebral application of dopamine. Microinjection of dopamine (1, 5, 25 or 50 ug/1.0 ul) induced
dose-dependent contralateral circling response, when injected directly into the lesioned side of unilaterally 6-hydroxydopamin
lesioned rats. Interestingly, intrastriatal application of dopamine (1, 5, 25 or 50 ug/1.0 ul) followed by a systemic administratic
of MK-801 (100 pg/kg ip.) produced a potentiated contralateral circling response in unilaterally 6-hydroxydopamine (
OHDA)-lesioned rats. This motor effect is reversed compared to the marked ipsilateral circling response produced by MK-8
when given alone. Moreover, the potentiated responses persist 4-fold longer compared to the circling induced by dopami
alone. The results suggest that the potentiation by NMDA receptor antagonists of motor activity induced by dopaminerg
agonists in animal models of Parkinsén’s disease cannot be ascribed simply to increased release of dopamine. Other mechanisr
including increased sensitivity of dopamine D, receptors or blockade or glutamatergic transmission in output structures must |

considered.

Keywords: Dopamine; Microinjection; MK-801; Circling; Potentiation; Striatum, rat; 6-Hydroxydopamine

1. Introduction

Several studies have proposed that antagonists of
excitatory amino acids may be beneficial for the treat-
ment of Parkinson’s disease (Klockgether and Turski,
1989; Carisson and Carisson, 1989a,b; Schmidt and
Bubser, 1989; Olney et al., 1987). This new therapeutic
approach is based in part on the belief that glutamate
and dopamine are functionally opposite in the basal
ganglia. In several models, dopamine receptor agonists
and glutamate receptor antagonists, such as {(+)-5-
methyl-10,11-dihydro-5 H-dibenzo[ a,d Jeyclohepten-S,
10-imine (MX-801), a noncompetitive antagonist of the
NMDA receptor /channel complex (Wong et al., 1986,
1988), have similar actions at both biochemical and
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behavioral levels. It appears that MK-801 produc:
behavioral responses partly mediated by the release «
dopamine (Clineschmidt et al., 1982; Hiramatsu et a
1989; Losher et al., 1991; Rao et al., 1990), and part
by a catecholamine-independent process (Carlsson an
Carlsson, 1990).

In fact, antagonism of excitatory amino acid neurt
transmission by MK-801 administered systemically it
duces a marked ipsilateral circling response in (
hydroxydopamine (6-OHDA) unilaterally lesioned ra
(Clineschmidt et al., 1982; St-Pierre et al., 1991). How
ever, this compound produces a pronounced locomotc
stimulation in catecholamine-depleted mice (Carisso
and Carlsson, 1989a) and rats (Klockgether and Tursk
199Q), suggesting a catecholamine-independent mech:
nism. Moreover, an interesting property has been re
vealed about the noncompetitive NMDA receptor ar
tagonists MK-801 and phencyclidine as well as th
competitive NMDA receptor antagonists CPP (3-((+
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2-carboxypiperazin-4-yl)-propyl-1-phosphonic acid) and
SDZ EAA494 (p-CPPene) of the NMDA receptor.
When combined in low doses either with the a-
adrenoreceptor agonist clonidine or subthreshold doses
of the dopamine receptor agonists apomorphine or
L-dopa, which per se did not produce motor stimula-
tion, these NMDA receptor antagonists induced a re-
markable potentiation of the antiparkinsonian action
in monoamine-depleted mice (Carisson and Carlsson,
1989b; Carlsson and Svensson, 1990) and rats (Klock-
gether and Turski, 1990).

In the present study, we were particularly interested
in determining whether the presence of striatal
dopamine is really crucial in the ipsilateral circling
(toward the denervation) response of 6-hydroxydopa-
mine-lesioned rats induced by MK-801. If so, local
application of dopamine on the denervated side should
decrease or abolish the ipsiversive circling response to
systemic administration of MK-801 by restoring the
balance in stimulation of dopamine receptors. More-
over, it is well known that injection of the neurotoxin
6-hydroxydopamine into the medial forebrain bundle
(MFB) of the rat causes degeneration of the ipsilateral
nigrostriatal dopamine neurons and loss of dopamine
from the ipsilateral striatum (Ungerstedt, 1968), and
leads to supersensitivity of postsynaptic dopamine re-
ceptors. In this context, local administration of
dopamine on these supersensitive receptors might even
facilitate the motor response of, the denervated stria-
tum and induce contraversive circling in combination
with systemic MK-801. A preliminary report of these
results has been presented (St-Pierre et al., 1992).

2. Materials and methods

The experiments were carried out on 12 female
adult Sprague-Dawley rats (Charles River, Canada)
weighting 200-300 g at the beginning. The animals
were housed in single cages on a 12 h light/dark
schedule with free access to food and water. Monitor-
ing of circling activity took place between 9 a.m. and 11
p.m. The measurements began a few minutes after
intracerebral microinjection of drugs, and was contin-
ued for a period of up to 600 min. A period of 30 min
was allowed for habituation prior to drug administra-
tion.

2.1. 6-Hydroxydopamine lesion

Unilateral lesions were performed in the left medial
forebrain bundle at the following stereotaxic coordi-
nates B —4.8, L+ 1.4, V —8.5 (Paxinos et Watson,
1986). All lesions were done in ovariectomized rats
under ketamine/xylazine (87 mg/kg, 13 mg/kg i.m.)
anaesthesia. 6-Hydroxydopamine (8 mg/2 ml ascorbate

(0.1%) saline (0.9%) (Sigma, St. Louis, MO, US
was delivered at a rate of 0.5 pl/min with a Har
infusion pump. The stainless-steel injection can
(30 gauge) was left in place an additional minut
allow diffusion of the neurotoxin.

2.2. Behavioral test

Fifteen days after the lesion, the rats were te:
with apomorphine (0.25 mg/kg of body weight
Merck Frost). After systemic administration, the
mals were placed in circling activity cages (rotomete
Each activity cage consists of a Plexiglas cylinder n
suring 40 cm high and 30 cm wide. One by one, the
were fitted with a hamess and attached to the acti
monitoring system. The circling response induced
the dopaminergic agonist was monitored during
min. Animals which circled more than 5 turns
minute were selected for further study.

2.3. Guide cannula implantation

All rats assigned to intracerebral microinjection
periments were anesthetized with intramuscularly
ministered ketamine /xylazine (87 mg/kg, 13 mg/|
Two stainless-steel intracerebral guide cannulas
gauge) were stereotaxicaily implanted into the striat
at the following stereotaxic coordinates: B + 0.25,
+2.7,V =5.6, according to Paxinos and Watson (19¢
The guide cannulas were secured 2.0 mm above |
injection site with dental cement and skull scre
Moreover, protection stylets (30 gauge) were inseri
into guide cannulas between injections. Experime:
were performed at least 3 days after implantation.

2.4. Combined injections

Prior to the intracerebral microinjection, the prot
tion stylets were removed. A stainless-steel injecti
cannula (30 gauge) of appropriate length was cc
nected to a2 10 ] Hamilton syringe by polyethyle
tubing and carefully lowered through the guide ca
nula. Microinjections were made by a Harvard infusi
pump in conscious animals. The injected volume w
1.0 nl and the rate of injection was 1.0 pl/min. T
injection cannula was left in place an additional miny
to allow diffusion of the solution.

Intrastriatal microinjections were performed into t|
lesioned side of the unilaterally 6-OHIDA-lesioned ra;
Twelve animals received a dose of 1, 5, 25 and 50 ug
dopamine, in a random order. For experiments 1 ar
3, dopamine (Sigma) (solubilized in Ringer soluti
containing NaCl 147 mM, CaCl, 2.3 mM, and KCl
mM) was followed by administration of a 0.9% Nal
solution. For experiment 2, microinjection of dopamir
was followed by MK-801 (100 ug/kg of body weigh
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RBI). Each microinjection of dopamine was repeated 3
times in the same animals and followed, 20 min later,
by intraperitoneal administration of MK-801 or saline.
One injection of saline preceded and the other fol-
lowed the combination with MK-801 to ensure that
responsiveness to dopamine was maintained. After the
systemic injection, each animal was placed in the cir-
cling activity cage. Six animals were also tested with the
same dose of MK-801 alone. The animals were allowed
to rest 5~7 days between experiments.

2.5. Histology

When the experiments were compieted, the animals
were perfused successively with 500 ml of a 0.9% NaCl
solution and 500 ml of 10% formaline under ke-
tamine/ xylazine anesthesia. The brain was then ex-
cised carefully and coronal tissue sections were pre-
pared frozen on a microtome. The sections were placed
on chromalun microscope slides and stained with cresyl
violet for verification of injection sites (Fig. 4).

2.6. Statistics

Measurements of the circling activity such as total
counts and maximum rate were expressed as the mean
and standard error of the mean (S.E.M.) for each dose
of dopamine. Significant differences were evaluated
using an analysis of variance (ANOVA) for repeated
measures followed by Scheffe’s a’posteriori test with a
level of P < 0.05 being considered significant.

3. Results

MK-801 (100 zg/kg i.p.) per se produced a marked
ipsilateral circling activity as we had reported previ-
ously (Fig. 1). Microinjections of dopamine, in doses of
1, 5, 25 and 50 zg/1 ul in experiments 1 and 3, were
used as controls. Intrastriatal injections of dopamine
into the lesioned side induced a dose-dependent con-

MK 801
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Fig. 1. Time course of action of an intraperitoneal injection of
MK-801, 100 ug/kg, in unilaterally lesioned rats. Results are ex-
pressed as mean values (n = 6).
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Fig. 2. Time course of action of intrastriatal microinjections
dopamine into the lesioned side at a dose of (A) 1, (B) §, (C) 25, a:
(D) 50 ug in 1.0 ul followed by intraperitoneal administrati
(artow) of either vehicle (O ----- a, o------) or MK-8
(e ®), 100 ug/kg, on the circling response in unilatera
lesioned rats. Results are presented as mean values. Statistical eval
ations of the curve parameters are shown in Figs. 3 and 4.

tralateral (referred to the imjection site) circling
sponse. Importantly, the circling activity produced t
each dose of dopamine in experiment 1 was similar |
the response observed in experiment 3 showing th:
there was no change in responsiveness to dopamir
itself during the course of the experiment (Fig. 2). Tt
duration and the total counts of the circling respons
for each dose of dopamine were virtually identic;
(Figs. 2 and 3A).

Furthermore, in the second experiment, system
administration of MK-801 (100 ug/kg i.p.) combine
with intrastriatal application of dopamine (1, 5, 25 an
50 pg/1 pl in the striatum) induced a potentiate
contralateral circling response (Fig. 2). This reverse
response to the combined drugs persisted with a dur:
tion 4-fold that of the circling response induced b
dopamine alone (Fig. 2). The total counts of the poter

e e cr—————- o=
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Fig. 3. Total counts (A) and maximum rate (B) of the circling
response induced by intrastriatal microinjections of 1. §. 25, and 50
ug/1.0 ul of dopamine (DA) into the lesioned side followed by
vehicle or by MK-801, 100 ig/kg, administered intraperitoneally in
unilaterally lesioned rats. The number of animals is given in paren-
theses. Results are presented as means+S.EM. (° P <0.05 vs.
experiment 1 (DA /Saline), T P < 0.05 vs. experiment 3 (DA /Saline),
Scheffe’s a posteriori test).

tiated circling reponse, for all doses of dopamine, were
significantly different compared to the control experi-
ments 1 and 3 except for the dose of 1 ug in which the
group was smaller (Fig. 3A). However, the duration of
each potentiated rotation activity was significantly dif-
ferent compared to the control experiments 1 and 3 for
all doses of dopamine (Fig. 2). Curiously, the potenti-
ated circling responses induced at all doses of dopamine
had a biphasic curve for the total counts whereas the
durations are equal (Figs. 2 and 3A). The maximum
circling rate seems to be potentiated by MK-801 at all
doses of dopamine but the difference reached statisti-
cal significance only at a dose of 5 g of dopamine
compared to control experiments 1 and 3 (Fig. 3B).

4. Discussion

This study demonstrates that systemic application of
MK-801 potentiates the circling response induced by
direct stimulation of the .striatal dopaminergic recep-
tors with intracerebrally- administered dopamine.

IV TS Uy 4 THRAI VIS

dnlfde \AFTFIF Aded T Aind

Moreover, microinjection of dopamine combined wi
MK-801 reverses the circling response in unilateral
6-OHDA-lesioned rats compared to the marked ip:
lateral circling response produced by MK-801 whe
given alone (Figs. 1 and 2). In fact, dopamine induce
a contralateral circling response, when injected direct
into the lesioned side. The response to dopamine a
peared to increase with the dose up to 25 ug (Fig. 3A
Similarly, microinjection of dopamine into the lesione
side followed by systemic injection of MK-801 pr
duced a contralateral circling response both in terms «
duration and maximal rate (Figs. 2, 3A and B). Aga
the maximum effect was seen at 25 ug of dopamin
This circling response persisted with a duration 4-fol
that of the circling response induced by dopamir
alone (Fig. 2). Interestingly, the potentiated respons
still continued in the contralateral direction long aft:
dopamine-induced circling responses should have bee
terminated. We might have expected at the end of tt
normal effect of dopamine to see a progressive rever
ing of the contralateral to an ipsilateral circling re
sponse as seen when MK-801 is given alone. Sinc
there should be only a minimal amount of dopamine
gic fibers remaining reported on the lesioned side, th
persisting MK-801-induced contralateral circling re
sponse seems to be related to the activation of pos
synaptic dopaminergic receptors. It could also mea
increased efficacy of the signal originating in the stri:
tum at the level of output structures such as th
substantia nigra pars reticulata.

Some studies have reported an increase of dopamin
metabolism in several regions, including striatum, afte
systemic administrations of MK-801 (Hiramatsu et al
1989; Lasher et al., 1991; Rao et ai., 1990). It |
possible that blockade of NMDA receptors causes act.
vation of the dopamine release via an indirect inflt
ence on the dopaminergic nerve terminals. Inhibitio
of glutamatergic transmission in the striatum, a regio
with a high density of NMDA receptors (Albin et al
1992), could lead to a decrease in the activity of th
GABAergic striatonigral neurons resulting by suppres:
ing the inhibitory feedback in an increase of th
dopaminergic transmission in the striatum by the ni
grostriatal neurons.

On the other hand, there is now considerable evi
dence that agonists of the glutamate receptors such a
r-glutamate and N-methyl-pD-aspartate (NMDA) ca:
increase the synthesis (Arias-Montano et al., 1992) an
release of striatal dopamine in vitro (Roberts an
Anderson, 1979) and in vivo (Carter et al., 1988; Cher
amy et al., 1986; Moghadam et al., 1990) by acting o1
excitatory amino acid receptors located on th
dopaminergic terminals. Competitive and noncompeti
tive NMDA receptor antagonists can abolish th
NMDA-evoked dopamine release without affecting th
basal dopamine release in the striatum (Carter et al.
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1988). Moreover, electrophysiological studies have
demonstrated that intrastriatal application of NMDA
enhances firing rate of striatal cells in the rat (Overton
and Clark, 1992). In addition, contraversive motor
asymmetry and forelimb dyskinesias were observed
when glutamate analogs were given unilarerally (Jenner
et al, 1980; Toth and Lajtha, 1989), and increased
motor activity when given bilaterally (Cools and
Peeters, 1987).

Considering these results, the antagonist of the
NMDA receptor might be expected to block dopamine
release. In fact, microdialysis studies performed in vivo
have shown that systemic application of MK-801 pro-
duced no increase of the extracellular level of dopamine
indicating that MK-801 caused motor effects by a
mechanism which does not involve release of striatal
dopamine (Kashihara et al., 1990; Weihmuller et al.,
1991). Considering the fact that dopaminergic nerve
terminals are degenerated in the lesioned side in 6-hy-
droxydopamine animal models, it is conceivable that
activation of the postsynaptic dopaminergic receptors
would be responsible for the behavioral effects.

Recent molecular evidence shows that blockade of
NMDA receptors could increase the effects of
dopamine upon the dopamine D, receptors in the
striatonigral neurons by preventing dephosphorylation
of DARPP-32 (dopamine and cyclic AMP regulated
phosphoprotein) (Halpain et al., 1990). In fact, a be-
havioral study performed in the 6-hydroxydopamine rat
model has shown that SKF 38393, a dopamine D,

receptor agonist or L-dopa, a pro-drug of dopamin
combined with MK-801 produce a poteatiated co:
tralateral circling response (Morelli and Di Chiar
1990) while the opposite is true for the dopamine L[
receptor agonist quinpirole.

It is known that the affinity of the dopamine I
receptors for dopamine is 10-fold higher than that (
the dopamine D, receptors (Seeman et al., 198¢
Then, it is possible that a certain degree of dopamir
D, receptor stimulation is a prerequisite for facilitate
DARPP-32 phosphorylation by NMDA antagonists an
production of a potentiated response. In fact, in Fi
2A, a very small dose of dopamine (1 ng) which t
itself produces practically no motor response was fa
lowed about 40 min after MK-801 by a prolonge
contralateral circling response. Probably, such as sma
amount of dopamine is sufficient at the cellular level t
stimulate the dopaminergic receptors. As seen in Fi;
3A and B, the contralateral response to dopamin
increases to a certain point with the dose in terms ¢
peak circling rate and total circling counts. These tw
parameters were greatly magnified by the administr:
tion of systemic MK-801. The increase was parallel t
that seen after dopamine alone. However, the duratio
of the response appears equal for all doses of dopamin
suggesting that this potentiation is an all-or-none phe
nomenon which requires a minimal " presence ¢
dopamine at the post-synaptic receptors.

Taken together, our results suggest that the poter
tiation of dopamine effects seen in the present exper

Fig. 4. Photomicrograph showing bilateral needle tracks with tips located in the striatum.
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ment cannot be explained by increased release of
dopamine due to MK-801. The interaction between
these two agents could occur at the level of the stria-
tum, but in the present experiment, we can only be
certain that dopamine acted at this level. As for MK-
801, it could act at mulitiple sites and in preliminary
experiments (St-Pierre et al., 1991), we have observed a
stronger effect of MK-801 on circling when injected
directly in the substantia nigra pars reticulata than in
the striatum. The combination of dopamine receptor
activation (possibly D,) and suppression of glutamater-
gic transmission leads to a new functional state of
responsiveness to these agents which could be benefi-
cial for instance in the treatment of Parkinson’s dis-
ease.
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3.0 DISCUSSION

De nombreuses équipes de recherche ont porté leur intérét sur I’étude d
I’utilisation éventuelle des antagonistes des récepteurs au glutamate et plu:
particuliérement au sous-type NMDA dans le traitement de la maladie de Parkinson

3.1 Effet de I’administration systémique de MK-801

Notre étude confirme le fait que 1’antagoniste non-compétitif des récepteur:
NMDA MK-801 injecté systémiquement produit un comportement de rotatior
ipsilatéral marqué chez le rat 1ésé unilatéralement a la 6-OHDA (Tableau 1 de
l'article #1). De plus, nous avons observé qu’une injection similaire de MK-80]
administrée a4 des animaux normaux augmente d’emblée leur activité motrice
(Tableau 1 de l'article #I). Ce qui distingue les deux groupes expérimentaux, c’es
la présence de la voie dopaminergique nigro-striée dans les deux hémispheres pou
les rats normaux tandis qu’elle est d’un seul c6té chez les animaux 1ésés. Alors, le:
résultats obtenus chez les rats 1ésés suggérent que le MK-801 peut agir du coté ou |z
voie dopaminergique est intacte afin de produire le comportement de rotation.

3.2 Effet de ’injection intracérébrale de MK-801

1 est bien connu que I’injection unilatérale d’un agoniste dopaminergique
directement dans le striatum de différentes espéces produit une rotation et/ou unc
contorsion de 1’animal dans la direction opposée du site d’injection. Puisque MK-
801 posseéde des propriétés similaires a celles de 1’amphétamine (Pycock, 1980) e
stimule ’activité motrice via la reliche de la dopamine vésiculaire, commen
pouvons-nous expliquer son inefficacité 4 provoquer un comportement de rotation
lorsqu’on I’administre dans le striatum du c6té intact? Il est probable que le MK-
801 doit activer plusieurs régions afin d’induire une réponse rotatoire puisque qu’il
y a de nombreux récepteurs aux acides aminés excitateurs dans le cerveau
notamment dans le cortex (Cotman et al., 1989).



Les résultats du premier article montrent que I’injection intrastriatale de MK
801 soit dans le cdté intact ou dans le c6té 1ésé ne produit aucun comportement d
rotation significatif chez des rats 1ésés unilatéralement a la 6-OHDA (Figure 1 d
I'article #1). Nous rejetons la possibilité d’avoir injecté une dose insuffisante pou
expliquer ’inactivité comportementale puisqu’une dose reportée pour étre efficace
été choisie (Raffa, 1989). Alors, nous envisageons la possibilité que 1’action d
MK-801 sur la réponse rotatoire pourrait mettre en jeu une autre région que l
striatum. Supportant cette éventualité, nous observons en effet que I’injectios
directe du MK-801 dans la SNr induit une réponse rotatoire significative dans un
direction contralatérale au site d’injection (Figure 1 de [l‘article #l1). Pa
conséquent, la suppression de I’afférence excitatrice de la SNr semble étre plu.
critique que celle exercée sur 1’afférence excitatrice du striatum en ce qui a trait a l;
réponse motrice: la voie excitatrice directe provenant du STN étant réputée pou
maintenir le niveau élevé d’activité spontanée dans le noyau entopédonculaire et I:
SNr (Robledo et al., 1990).

De plus, nous démontrons pour la premiére fois que le blocage de l'afférenc:
excitatrice de la SNr, un noyau de sortie des noyaux gris centraux, produit un
réponse rotatoire chez le rat 1€sé unilatéralement a la 6-OHDA (Figure 1 de /'article
#1). Par ailleurs, d’autres équipes ont rapportées que le blocage de la transmissior
excitatrice par un antagoniste non-sélectif (acide kynurémnique) dans le noya
entopédonculaire (EP) (structure homologue du GPi chez le rongeur) renverse I
parkinsonisme chez le rat akinétique et le singe MPTP (Brotchie et al., 1991). D
plus, 'injection bilatérale d’un antagoniste compétitif des récepteurs NMDA CPI
(3-[(%)-2-carboxypiperazin-4-yl ]-propyl-1-phosphonate dans I’EP, le STN ou dan:
la SNr, a I’exception du striatum, stimule [’activité locomotrice chez des rat:
démunis en monoamine (Klockgether et al., 1990). Toutes ces observation:
obtenues suite a des injections intracérébrales suggérent que la réductior
pharmacologique de I’hyperactivité du STN, GPi et de la SNr causée par Iz
dégénérescence des neurones dopaminergiques de la SNc pourrait améliorer les
déficits moteurs de la maladie de Parkinson.



3.3 Effet de ’injection combinée de MK-801 et de dopamine

Par ailleurs, cette étude démontre que la stimulation des récepteurs
dopaminergiques par la dopamine potentialise le comportement de rotation induit
par I’administration systémique de MK-801. Une injection intrastriatale de
dopamine combinée avec le MK-801 renverse la direction du comportement de
rotation (direction contralatérale) comparée a celle induite par le MK-801
lorsqu’administré seul (direction ipsilatérale) chez des rats lésés unilatéralement a la
6-OHDA (Figure 1 et 2 de l'article #2). En effet, la dopamine appliquée
directement dans le coté 1ésé induit un comportement de rotation contralatéral d’une
maniére dose-dépendante (Figure 3, article #2). D’une fagon similaire,
I’application directe de dopamine suivie du MK-801 administré systémiquement
produit un comportement de rotation contralatéral. Par contre, cet effet moteur
persiste 4 fois plus longtemps et cette réponse synergique semble avoir des pointes
maximales supérieures comparativement a 1’application unique de dopamine (Figure
2 et 3 de l'article #2). Curieusement, la réponse synergique perdure dans une
direction contralatérale malgré I’arrét de I’effet moteur induit par la dopamine.
Nous aurions pu s’attendre a voir un renversement du comportement de rotation
(dans une direction ipsilatérale) telle que provoquée par le MK-801 lorqu’il est
adminitré seul, puisqu’il a été rapporté que le MK-801 favorise la libération de
dopamine (Hiramatsu et al., 1989 ; Losher et al., 1991 ; Rao et al., 1990).

Dans notre modéle animal, étant donné que les terminaisons
dopaminergiques sont dégénérées du coté lésé de notre animal, la possibilité de
libération de dopamine présynaptique induite par le MK-801 est écartée. Cette
observation concorde avec celles démontrant respectivement 1’abolition ou
’absence d’activation de la libération basale ou induite de dopamine par le MK-801
(Carter et al., 1988 ; Kashihara et al., 1990 ; Weihmuller et al., 1991). Par
conséquent, nous pouvons envisager que les effets moteurs provoqués par la
synergie du MK-801 et de la dopamine semblent étre véhiculés par un mécanisme
non-reli€ a la libération présynaptique de dopamine striatale mais probablement via
I’activation des récepteurs postsynaptiques de type dopaminergique situés sur des
neurones de projection, des interneurones striataux (de type GABAergique ou
cholinergique) voir méme dans une autre région que le striatum.



Récemment, des évidences moléculaires ont montrés que le blocage des
récepteurs NMDA pourrait renforcer les effets de la dopamine sur les récepteurs D1
des neurones striatonigraux en prévenant la déphosphorylation de la DARPP-32
(Halpain et al., 1990). Ainsi, une étude comportementale a démontré que
I’administration systémique combinant le SKF 38393, un agoniste dopaminergique
de type D1, ou le L-dopa, un agoniste mixte D1/D2, avec le MK-801, produit une
réponse rotatoire amplifiée dans une direction contralatérale par rapport a la lésion
chez des rats 1ésés unilatéralement a la 6-OHDA (Morelli and D1 Chiara,1990).

Sachant que ’affinité des récepteurs D1 a la dopamine est 10 fois supérieure
a celle des récepteurs D2 (Seeman et al., 1986), il est possibble qu’un certain niveau
de stimulation des récepteurs D1 soit pré-requis pour faciliter la phosphorylation de
la DARPP-32 par les antagonistes NMDA pour ainsi générer la réponse
potentialisatrice. A la figure 2A (article#2), une trés petite dose de dopamine (1 pg)
produit pratiquement aucune réponse motrice et lorsque le MK-801 est ajouté,
environ 40 minutes s’écoulent avant d’observer une réponse potentialisatrice. Voici
donc une autre indication de la nécessité de 1’activation préalable des récepteurs
dopaminergiques afin d’obtenir un comportement moteur significatif.

Donc, nos résultats suggérent que la potentialisation observée dans cette
étude ne peut pas étre expliquée par une stimulation de la libération de dopamine.
De plus, le comportement de rotation induit par la suppression de la
neurotransmission glutamatergique semble étre facilité par ’activation des
récepteurs dopaminergiques.



4.0 CONCLUSION

A I’aide de la technique d’injection intracérébrale, nous avons pu déterminer
I'importance de la dopamine dans la stimulation de I’activit¢ motrice. Ainsi.
I’activation des récepteurs dopaminergiques semble jouer un réle majeur dans le
comportement de rotation provoqué par le MK-801. Ces résultats nous permetten
ainsi d’éliminer la possibilité que le MK-801 agit en provoquant la libération de
dopamine par les terminaisons nerveuses.

De plus, il semble que le MK-801 agit préférentiellement dans la SNr, par
rapport au striatum, afin de produire cette réponse motrice chez les rats lésés
unilatéralement.

Donc, nos travaux informent sur le mode d’action de I’antagoniste NMDA
non-compétitif MK-801. Par contre, du point de vue de son application clinique, il
reste énormément de chemin a parcourir! Certains chercheurs ont observés des
effets négatifs a ’utilisation des antagonistes aux récepteurs NMDA: effets
psychotomimétiques et de 1’amnésie (Schmidt et al., 1990). Des déficiences a la
mémoire a court-terme ainsi que des troubles attentionnels ont également été
observés (Schmidt et al., 1990). Les effets secondaires engendrés par les
antagonistes NMDA limitent leur application dans le traitement de la maladie de
Parkinson.

Par contre, les propriétés potentialisatrices (@ de faible dose) et
neuroprotectrices de ces composés étant non négligeables, elles doivent justifier la
progression de la recherche dans cette nouvelle approche pour le traitement de la
maladie de Parkinson.
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