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Résumé

Il n’existe a I’heure actuelle aucun traitement neuroprotecteur permettant de réduire la
progression de la maladie de Parkinson (MP). Au début du vingtiéme siecle, 3 grandes
caractéristiques neuropathologiques ont ¢té décrites : la dégénérescence des neurones
dopaminergiques, les corps de Lewy, et I’accumulation en fer au niveau de la substance noire
(SN). Cette accumulation en fer ainsi que sa grande toxicité ont été confirmées dans toutes les
formes de MP. Par crainte d’induire une anémie, aucune stratégie thérapeutique basée sur la
chélation du fer n’avait été développée chez 1’humain. Cependant, grice au concept de
chélation conservatrice du fer, nous avons établi une nouvelle stratégie de neuroprotection
utilisant la molécule prototype deferiprone et mis en place des essais cliniques actuellement
en phase II et IIl. La découverte récente d’un nouveau mécanisme de mort cellulaire
programmée non apoptotique dépendante du fer, appelée ferroptose, qui prédomine dans la
MP, permet a la fois d’expliquer le mécanisme d’action de la chélation du fer tout en ouvrant

de nouvelles perspectives thérapeutiques de molécules anti-ferroptotiques.

Abstract

There is currently no effective neuroprotective therapy to reduce the progression of
Parkinson's disease (PD). Early in the twentieth century, it was concomitantly described
dopamine depletion, Lewy bodies and iron accumulation in the Substantia Nigra (SN). This
accumulation and its toxicity have been since confirmed in all forms of PD. Due to possible
risk of anemia, no therapeutic strategy based on iron chelation had been developed in humans.
But, thanks to the concept of conservative iron chelation, we have established a new
neuroprotection stategy using the prototype molecule deferiprone, and set up clinical trials
currently in phase II and III. The recent discovery of a new mechanism of programmed non-

apoptotic iron-dependent cell death, called ferroptosis, which predominates in PD, both



explains the mechanism of action of iron chelation and opens up new therapeutic possibilities

for anti-ferroptotic drugs.
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LES POINTS ESSENTIELS

- Une accumulation anormale de fer a ét¢ mise en évidence dans la substance noire pars
compacta des patients parkinsoniens.

- Une nouvelle forme de mort cellulaire programmée non apoptotique appelée ferroptose
pourrait étre responsable de certains mécanismes physiopathologiques caractéristiques de la
maladie de Parkinson.

- Rétablir I’homéostasie du fer par un systéme de chélation puis redistribution spécifique
semble étre un mécanisme prometteur de neuroprotection.

- A T’heure actuelle, la défériprone, est la seule molécule permettant une chélation

conservatrice du fer en cours de validation dans des essais cliniques de phase II.



INTRODUCTION

Disposer d’une thérapie pouvant interférer efficacement contre les processus pathologiques
conduisant a la maladie de Parkinson (MP) devient primordial pour espérer ralentir sa
progression. Un de ces processus est une accumulation anormale de fer labile dans la
Substance Noire pars compacta (SNc) [1] qui entraine une production importante de radicaux
libres et, a terme, la mort des neurones dopaminergiques. Agir sur cette dyshoméostasie du fer
par chélation pourrait constituer une stratégie thérapeutique de neuroprotection. En effet il a
¢té montré dans des modéles animaux que les chélateurs de fer qui éliminaient le fer
intracellulaire protégeaient de la mort neuronale. Cependant, ces traitement, congus pour
traiter la sidérose systémique, ne conviennent pas aux patients atteints de la maladie de
Parkinson, car ils peuvent entrainer une anémie. Il faut donc se concentrer sur une thérapie
chélatrice conservatrice du fer. Nous aborderons successivement dans cette revue, la mise en
évidence d’une altération de I’homéostasie du fer dans la maladie de Parkinson ; les potentiels
mécanismes cellulaires responsables de cette dyshoméostasie pour ensuite proposer une

nouvelle thérapeutique basée sur la recapture et la redistribution ciblée du fer (table 1).

MESURES DU TAUX DE FER DANS LA SNc¢ DE PATIENTS PARKINSONIENS

L’accumulation de fer a été identifiée sur tissu post-mortem dans la SNc de cerveaux de
patients parkinsoniens [1-3] mais également dans des modeles animaux de la maladie de
Parkinson [1-5]. Les techniques d’imagerie a hauts champs (IRM) ont permis de confirmer ce
taux ¢élevé de fer in vivo, chez le patient parkinsonien, a 1’aide d’une séquence quantitative
T2* montrant une valeur élevée du R2* (Figure 1) [4,6,7]. Des études longitudinales et des
méta-analyses ont mis en évidence une accumulation progressive de fer dans la SNc au cours
de la progression de la maladie [6—7]. L’évaluation visuelle de 1’hypersignal de la SNc

dorsolaterale par séquence SWI (Susceptibility Weighted Imaging) permet de différentier



patients parkinsoniens et sujets sains et ces observations ont été corroborées par une séquence
de mesure dite de relaxation transverse réduite. Plus récemment, une nouvelle approche
d’IRM par cartographie de susceptibilité quantitative (QSM) a démontré une sensibilité plus
importante des changements de taux de fer non héminiques [8, 9] et une nouvelle séquence de
contraste de transfert magnétique a identifi¢ une réduction de la densité de neuromélanine
spécifiquement dans la SNc [10]. La technique d’ultrason transcraniale qui permet la
visualisation de I’hyperéchogénicité de la SNc a démontré une augmentation du taux de fer

liée a ’altération des génes du métabolisme du fer [11].

QUELS PEUVENT ETRE LES MECANISMES CELLULAIRES RESPONSABLES
DE L’ACCUMULATION DE FER ?

Altération de ’export du fer

Différentes protéines sont impliquées dans 1’exocytose intracellulaire du fer et des données a
la fois pré-cliniques et cliniques mettent en lumiere leur possible implication dans
I’accumulation de fer qui se produit dans la MP :

- la ferroportine, protéine de transport du fer, est diminuée dans les modéles animaux
parkinsoniens intoxiqués au 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) et
a la 6-hydroxydopamine (6-OHDA) [1] ;

- une perte de fonction soit de la protéine précurseur amyloide (APP), soit de la de la
protéine Tau cause une rétention du fer neuronal aussi bien qu’une perte cellulaire
dépendante du fer dans la SNc, et ces deux protéines sont diminuées dans la SNc de
patients parkinsoniens. [3,12] ;

- ID’exocytose du fer peut également étre assurée par la ceruloplasmine. Les souris
déficientes pour cette enzyme développent une augmentation du taux de fer age-

dépendant (DFP) ainsi qu’un Parkinson mais ceci peut étre réversé par traitement a la



défériprone (DFP), protéine chélatrice de fer. Une faible activité de la céruloplasmine
chez les patients parkinsoniens a été également identifiée dans la SN, le liquide
cérébrospinal (LCS) et le sérum plasmatique [1]. Des mutations dans le geéne codant
pour la céruloplasmine sont également associées a hyperéchogenicité de la SN dans la
MP.
Altération du stockage du fer
La capacité limitée des neurones a séquestrer 1’excédent de fer dans les molécules de ferritine
[1,2] est compensée par I’expression de neuromélanine, véritable « puits de fer » alternatif
[13]. Cependant, de telles capacités pourraient étre diminuées dans la MP, conduisant
potentiellement a une immunoréactivité augmentée de la ferritine microgliale dans la SN [14].
Des taux ¢levés de ferritine chargée en fer pourraient, avec le temps, contribuer a une
neurodégénérescence liée a I’age en agissant sur la stabilité du réservoir de fer [1,2,13].
Augmentation de la captation du fer
Les polymorphismes d’un seul nucléotide du géne de la transferrine (Tf) et de son récepteur
(TfR), identifiés dans des études de cas contrdle de la MP, pourraient avoir un rdle protecteur
via des modifications du transport de fer li¢ a la Tf dans la cellule [15]. La lactoferrine et son
récepteur peuvent également jouer un role similaire [16]. Enfin, ’accumulation de fer dans la
SNc de patients et de souris intoxiquées au MPTP est corrélée avec une augmentation de

I’import du fer, le transport de métal divalent de type 1 (DMT1) [17].

Y’A T’IL UNE INTERACTION FER-ALPHA-SYNUCLEINE ?

Le fer induit 1’agrégation importante d’alpha-synucléine (o-synucléine) sous forme
d’inclusions intracellulaires appelées corps de Lewy [18]. En accord avec 1’accumulation de
fer, les mesures de Quantitative Susceptibility Mapping (QSM) suivent le pattern de

distribution de I’alpha-synucléine dans la MP [8]. Il a été de plus démontré que le fer pouvait



augmenter la traduction donc le niveau de protéine via sa région promotrice [18]. Plus
récemment il a été suggéré un role de 1’a-synucléine dans la modulation de ’homéostasie du
fer. En effet, une réduction du taux d’a-synucléine altererait les capacités du récepteur a la
transferrine (TfR) & importer le fer dans la cellule et indiquerait que 1’alpha-synucléine peut
moduler I’endocytose médiée par les clatherines [18]. Une alimentation néonatale riche en fer
dans un mode¢le de souris transgénique surexprimant 1’a-synucléine humaine porteuse de la
mutation AS3T exacerbe a la fois les phénotypes moteurs et non moteurs de la MP. En
conséquence, la chélation du fer réduit la quantité d’agrégats insolubles d’a-synucléine et

sauve les déficits comportementaux [19] dans des modéeles murins génétiques de la MP.

LA FERROPTOSE- UNE NOUVELLE FORME DE MORT CELLULAIRE
DEPENDANTE DU FER- POURRAIT APPORTER DE NOUVELLES
PERSPECTIVES THERAPEUTIQUES DANS LA MP

Une nouvelle forme de mort cellulaire, la ferroptose, récemment mise en évidence, a de fortes
implications dans la neuropathologie de la MP. Elle apparait étre sélectivement provoquée par
un mécanisme dépendant du fer avec comme conséquence une peroxydation lipidique, une
diminution spécifique de la glutathione peroxidase-4 altérant la protection de la glutathione,
une mitochondriopathie ainsi que des modifications morphologiques distinctes différentes de
celles des autres formes de mort cellulaires (i.e. apoptose, nécrose et autophagie) [20].
L’inhibition du systtme xCT cystéine/glutamate pendant la ferroptose empéche par
conséquence 1’import de cystine dans la cellule et conduit a une diminution de la synthése de
glutathione et augmente la disponibilité cellulaire de fer labile qui catalyse la peroxydation
lipidique (Figure 2) [20]. La ferroptose est associée a des changements pathogéniques
observés dans la MP, aussi bien que dans les modeles pro-oxydants classiques in vitro et in

vivo [21]. Cela inclut une augmentation du taux de fer dans la SN, une mitochondropathie,



une diminution du taux de glutathione, une peroxydation lipidique, une production de
radicaux libres et une oxydation de la dopamine [21]. La ferroptose peut étre reversée
indirectement par la chélation du fer (i.e avec de la deferiprone —DFP-) [20,21], corroborant
ainsi I’implication du fer dans I’initiation de ce type de mort cellulaire. De manicre
importante, un panel d’inhibiteurs directs la ferroptose (e.g. liproxstatin-1) a été récemment

désigné avec des implications thérapeutiques prometteuses.

UNE NOUVELLE STRATEGIE THERAPEUTIQUE DE CHELATION
CONSERVATRICE DU FER BASEE SUR LA RECAPTURE ET LA
REDISTRIBUTION DU FER

L’implication de la sidérose et de la toxicité du fer a largement été basée sur les effets
protecteurs de la chélation du fer dans les modeles cellulaires et animaux [1,2,6,7,22,23].
Cependant, pour que ces chélateurs soient cliniquement efficaces dans 1’accumulation de fer
ou sidérose, ils doivent avoir une accessibilité spécifique aux compartiments ou cellules
concernées afin d’éviter que des zones non surchargées en fer voir déficitaires soient victime
de la chélation [24]. Différentes molécules avec des caractéristiques chélatrices de fer (i.e.
deferoxamine, clioquinol, VK28, M30 et flavonoid polyphenol derive de lantes) ont été
¢tudiées mais n’ont pas été portées en essai clinique.

La DFP est actuellement la seule molécule qui présente les propriétés de chélation
conservatrice du fer de par ses capacités a traverser les membranes et en particulier la barri¢re
hématoencéphalique, mais aussi de part ses capacités a chélater les composants du pool de fer
labile cellulaire dans le tissu cérébral [24]. La DFP a cette capacité remarquable de réduire
I’exceés de fer intracellulaire et intra-mitochondriale puis de pouvoir le redonner en

extracellulaire a la transferrine (le transporteur naturelle du fer) permettant ainsi de



redistribuer le fer dans 1’ensemble de 1’organisme pour éviter des déficit focaux ou généraux
(anémie) (Figure 3) [24].

La stratégie de redistribution conservative a été appliquée dans la MP par traitement a la DFP
a de faible dose orale (30 mg/kg/j) [4]. Une étude pilote avec des patients parkinsoniens a un
stade débutant de la maladie selon un paradigme de début retardé (prétraitement pendant 6
mois de DFP ou de placebo suivi par 12 mois de DFP pour tous) a montré une réduction
significative du taux de fer dans la SNc, plus particulierement dans le groupe qui a commenceé
la DFP précocement. Comparé au groupe placebo, cet effet perdure pendant tout le traitement
(18 mois). Un effet bénéfique clinique concomitant a été noté a 6 mois avec une amélioration
de 3 points de 1’échelle MDS-UPDRS pour le groupe traité¢ précocement (21,648) comparé au
groupe traité tardivement (24+6). Egalement, a 12 mois, ces patients “précoces” avaient un
handicap moteur plus faible (1 point de ’'UPDRS III : 21,3+8) comparé aux patients “tardifs”
(22,8+6), suggérant un effet « disease modifier » sur la progression de la maladie [4]. L’ effet
chélateur conservateur du fer se refléte par I’absence de perte de fer systémique chez les
patients montrant un taux de fer normal qui n’était pas altéré apres 18 ou 24 mois de
traitement par la DFP (hormis une 1égére réduction de ferritine dans le sang et le LCS). Des
résultats cliniques encourageants ont été récemment confirmés dans un autre essai placebo
randomisé en double aveugle. Dans cet essai clinique de petit taille, la DFP réduit le contenu
de fer des noyaux dentelé et caudé et indique une tendance a I’amélioration du score moteur
MDS-UPDRS et de la qualité de vie [25]. Dans les deux essais cliniques, la DFP a un bon
profil de sécurité malgré la nécessit¢ d’avoir un bilan sanguin chaque semaine afin de
monitorer une neutropénie réversible qui arrive chez 1 a 3% de patients traités avec la DFP.
Ces résultats prometteurs ont désormais conduit a un essai clinique randomisé européen,
multicentrique de phase II, placebo, dont le but est d’évaluer si la DFP peut ralentir la

progression de la maladie chez les patients parkinsoniens (www.fairpark2.eu). 388 patients
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parkinsoniens de novo vont étre randomisés pour recevoir soit la DFP (30 mg/kg/j, 2 doses
par jour) soit le placebo et ce pour une durée de 9 mois. Tous ces patients vont ensuite étre
monitorés pendant 1 mois. Pour évaluer le potentiel effet modificateur de maladie de la DFP,
le premier critére d’efficacité va étre le score total moteur MDS-UPDRS, les symptomes
moteurs et non moteurs ainsi que leur activité au quotidien. Les critéres secondaires vont étre
la cognition, la qualité de vie, I’activité motrice continue quantitative a la maison et des
questionnaires économiques de santé. De potentiels biomarqueurs prédictifs et théranostiques
d’efficacité et de sécurité vont également Etre analyses (i.e. marqueurs de 1’homéostasie du
fer, de la dopamine et d’alpha-synucléine). Ceci implique également des mesures en imagerie
du contenu en fer (IRM R2*/QSM et ultrason transcranienne) et du contenu en dopamine
(imagerie SPECT du transporteur de la dopamine). Depuis I’initiation de 1’essai clinique
FAIR-PARK-II, deux essais de phase II sont conduits en Europe, en Australie et au Canada
pour déterminer la meilleure dose de DFP, de 10 a 40 mg/kg/jour et évaluer I’effet clinique

sur la méme période.

CONCLUSIONS ET FUTURES DIRECTIONS

La dyshoméostasie du fer cellulaire a été impliquée dans une grande variété de maladies
neurodégénératives autre que la MP, telle que la maladie d’ Alzheimer (MA; élévation en fer
corticale), la sclérose latérale amyotrophique (SLA; taux de fer élevé dans les voies du
motoneurones) et les rares maladies d’accumulation de fer dans le cerveau
(Neurodegeneration with Brain Iron Accumulation). La distribution altérée du fer pourrait
représenter une forme pathologique de sidérose régionale susceptible d’étre traitée par un
chélateur conservateur du fer basé sur une redistribution du fer médiée par une drogue,
actuellement en évaluation clinique pour la MP, la neurodégénération associée a la

pantothénate kinase de type 2, SLA et MA. Le principe est de ralentir la progression de la
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maladie, mais des stratégies complémentaires pourraient également bloquer les voies de mort
cellulaire dépendantes du fer telle que la ferroptose ou stimuler les voies de signalisation de
réparation cellulaire via la formation de glutathione ou I’inhibition de proly-hydroxylases
dépendante du fer [4,21]. L’espoir actuel est qu’avec le développement de nouveaux
biomarqueurs en imagerie avec des séquences sensibles au fer, les essais cliniques tels que
ceux présentés ici de chélation conservatrice du fer pourraient changer la prise en charge de la

MP.
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TABLE I : principaux points d’intéréts pour les neurologistes

6-OHDA : 6-hydroxydopamine ; IRM : imagerie par résonnance magnétique ; MP = maladie
de Parkinson; MA : maladie d’Alzheimer; SNc: Substance Noire pars compacta ; SNr :
Substance  Noire  pars  reticulata; PKAN-2: Pantothenate  Kinase-Associate
Neurodegeneration type 2; QSM: Quantitative Susceptibility Mapping; VTA: Aire
Tegmentale Ventrale; SWI: Susceptibility weighted imaging; SLA: sclérose laterale

amyotrophique
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FIGURE 1 : Accumulation de fer dans la SN de patients parkinsoniens

L’analyse post-mortem de mésencéphale de sujets sains et patients parkinsoniens montre
que les neurones dopaminergiques, naturellement colorés en noir du fait de I’auto-oxydation
de la dopamine chez les sujets contrdles (panel du haut a gauche) ne le sont plus chez les
patients parkinsoniens (panel du haut a droite). La coloration de Pearls, en rose, montre que la
SN est naturellement riche en fer (2°™ ligne a gauche) mais que cette concentration en fer est
augmentée chez les patients (2°™ ligne a droite). Imagerie par résonance magnétique du
mésencéphale. La séquence IRM T2* montre une intensité plus importante (R2*= 1/T2%)
chez les patients (en bas a droite) que chez les sujets contrdles (en bas a gauche). L’analyse
post-traitement de susceptibilit¢ de distribution quantitative (QSM, 3 Tesla) montre une
hyperintensité du signal dans la SN de patients parkinsoniens (3°™ ligne a droite) comparé a
la SN de sujets sains (3°™ ligne a gauche). Le noyau rouge peut étre identifié au-dessus de la

SN.
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FIGURE 2 : La ferroptose comme cible thérapeutique de la maladie de Parkinson. Les
altérations des voies métaboliques régulatrices du fer et de I’oxydation phospholipidique sont
impliquées dans la maladie de Parkinson. L’augmentation de fer intracellulaire résulte d’une
endocytose anormale du fer couplé a la transferrine (Tf) via son récepteur (TfR) et promu par
’alpha-synucléine (o-syn), mais résulte aussi d’une augmentation du taux de Fe' via le
transporteur divalent de métaux de type 1 (DMTI1). Egalement, I’exocytose du fer est
dérégulée de part la déstabilisation de la ferroportine (Fpn) a la surface cellulaire par la
protéine précurseur B-amyloide (APP) ou la céruloplasmine (CP). Quand les protéines de
stockage du fer que sont la neuromélanine (Nm) et la ferritine (Ft) ne sont plus capables
d’assurer son stockage intracellulaire, le pool de fer labile est augmenté, ce qui conduit a la
formation de phospholipides hydroperoxydés. L’import de cystéine via le systeme Xc. (dans
des conditions d’oxydation) ou le systeme ASC (Alanine, Sérine, Cystéine) est requis pour la
biosynthése du glutathion (GSH). La glutathione peroxydase de type 4 (Gpx4) utilise 2
molécules de GSH pour réduire les phospholipides peroxydés en leurs composants lipidiques,
produisant de I’'H,O et de la glutathione disulphide (GSSG). Des taux ¢levés de fer
intracellulaire couplés a une déplétion de la Gpx4, comme montré dans les modeles animaux
de la MP, provoquent une accumulation de phospholipides hydroperoxydés (LOOH-PL)
conduisant a la perte d’intégrité de la membrane cellulaire via une mécanisme ferroptotique.
Réduire la quantité de fer labile du pool intracellulaire (grace a la DFP) ou diminuer la
quantité de phospholipides hydroperoxydés (grace a la liproxstatin-1 ou la ferrostatine-1) sont

des cibles prometteuses pour inhiber la ferroptose qui a lieu dans la MP.
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FIGURE 3 : Un modéle de chélation conservatrice du fer basé¢ a- sur la recapture du fer
qui s’est accumulé dans les compartiments intracellulaires (organelle, cellule ou tissu), et b-
sur la redistribution dans d’autre cellule ou compartiment cellulaire soit par chélation, soit par
I’intermédiaire de la transferrine circulante. La présence de 1’apo-transferrine dans les fluides
circulant assure que le fer recapté est conservé puis redéployé dans les zones déficientes en

fer.
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