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Mécanismes moléculaires et de signalisation induits par le stress oxydatif dans des 
modèles in vivo de la maladie de Parkinson chez la drosophile : l’intoxication au 
paraquat et l’expression de l’alpha-synucléine 

La maladie de Parkinson (MP) est une maladie neurodégénérative qui se caractérise par la 
perte progressive des neurones dopaminergiques (DA) de la substance noire, une structure 
sous-corticale des ganglions de la base. Si la majorité des cas sont sporadiques, l’exposition 
à des facteurs environnementaux (composés organochlorés, pesticides) ou des mutations 
associées à une quinzaine de gènes (dardarine, α-synucléine,…) sont connues pour être à 
l’origine de formes de cette maladie. L’α-synucléine est également le composant majoritaire 
des corps de Lewy, inclusions cytoplasmiques présentes dans les neurones DA des patients. 
Pendant mon doctorat, je me suis attachée à comprendre les mécanismes de neurotoxicité 
induits par le paraquat (PQ), un générateur de stress oxydatif impliqué dans la MP. Ces 
recherches ont mis en évidence une implication de la signalisation DA dans la toxicité du PQ 
dans le système nerveux central par l’activation aberrante d’un récepteur DA de type D1, 
impliqué dans la mémoire chez la drosophile. L’inactivation de ce récepteur dans les 
neurones glutamatergiques protège significativement les drosophiles contre les effets 
délétères du PQ. Je me suis également intéressée aux mécanismes de neurotoxicité de l’α-
synucléine chez la drosophile et son rapport avec le stress oxydatif. Cette étude m’a mené 
au développement d’une technique de mise en culture du système nerveux central entier de 
drosophile permettant l’étude des effets progressifs de l’α-synucléine sur la dynamique 
vésiculaire dans les axones DA par des expériences de FRAP. Ces travaux contribuent à 
mieux comprendre les rapports entre dopamine et stress oxydatif dans la pathogenèse de la 
MP. 

Mots clés : Maladie de Parkinson ; stress oxidatif ; Drosophila ; Système nerveux central ; 
paraquat ; alpha-synucléine.  

 

Molecular and signaling mechanisms induced by oxidative stress in a Drosophila in 
vivo model of Parkinson's disease: paraquat intoxication and alpha-synuclein 
expression. 

Parkinson’s disease (PD) is well characterized as a neurodegenerative disease with 
progressive loss of dopaminergic neurons (DAn) from substantia nigra, a subcortical structure 
of the basal ganglia. Most of time, PD is sporadic but it is known that exposure to 
environmental toxins like pesticides or mutations of genes like α-synuclein can cause PD. α-
syncuclein is the main component of Lewy’s bodies, which are cytoplasmic inclusions present 
in DAn in PD. During my Ph.D., I focused first on the study of paraquat (PQ) neurotoxicity, a 
strong oxidative stress generator involved in PD. Our results show that PQ toxicity can be 
triggered by dopamine signaling trough a D1-like dopamine receptor known mainly for its 
involvement in memory processes in Drosophila. Inactivation of this receptor in glutamatergic 
neurons was found to be protective against PQ toxicity in Drosophila. Later, I focused on the 
study of a-synuclein neurotoxicity and its relationship with oxidative stress. This led to the 
development of a whole Drosophila central nervous system explants culture technique that 
allowed study of a-synuclein effects on vesicular dynamic along the axons of DAn through 
FRAP experiments. This study led to a better understanding of the relationships between DA 
and oxidative stress in the PD’s pathogenesis.   
 
Key words : Parkinson’s disease ; oxidative stress ; Drosophila ; central nervous system ; 
paraquat ; alpha-synuclein. 

Intitulé et adresse du laboratoire : Laboratoire de Neurobiologie UMR-CNRS 7637 

ESPCI Paris-Tech, 10 rue Vauquelin, 75231 Paris CEDEX 5
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Partie	
  I	
  :	
  Le	
  stress	
  oxidatif	
  	
  

 

1 Stress	
  oxidatif	
  	
  	
  

1.1 Généralités	
   	
  	
  

Le stress oxydatif est une conséquence parfois néfaste mais naturelle de l’absorption 

d’oxygène lors de la respiration. Le processus respiratoire aérobique est apparu après la 

photosynthèse et a été conservé car il présente un véritable avantage sur le plan 

énergétique. En effet, ce processus permet de produire 18 fois plus d'énergie par glucose 

consommé que la voie de la glycolyse, favorisant le développement d’organismes plus 

complexes et plus gros (A.-F. Miller 2012). L’oxygène est source de radicaux libres appelés 

« espèces réactives de l’oxygène » (ERO), on estime à 2% la quantité d’oxygène absorbée 

par les cellules produisant ce stress (Boveris et al. 1971; Calabrese et al. 2007). En effet, les 

radicaux libres sont responsables de nombreux dégâts dans les organites intracellulaires, 

particulièrement dans les mitochondries. Ils peuvent également toucher les protéines créant 

des défauts de repliement. Les radicaux libres sont également responsables de nombreux 

dommages au niveau des acides nucléiques, autant pour l’ARN que l’ADN génomique (Bohr 

2002). Cependant, les ERO ont également un rôle vital dans la cellule car ils interviennent 

dans de nombreuses voies métaboliques avec le calcium et les réseaux de protéines de 

phosphorylation (Kobayashi et al. 2007; Ogasawara et al. 2008; Mittler et al. 2011).   

 

Les ERO sont des formes réduites de l'oxygène de l'atmosphère. Elles résultent de 

l'excitation de O2, permettant la formation d’un oxygène célibataire. Cet O2 peut recevoir 1, 2 

ou 3 électrons ce qui permet de former respectivement le radical superoxyde (O2
-), 

hydrogène peroxide (H2O2) et l'hydroxyl radical (HO-) (Mittler 2002).  
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Il existe plusieurs sources potentielles de ERO dans les cellules. La NADPH oxidase, une 

enzyme membranaire, est un générateur majeur de ERO. C’est une enzyme faisant partie 

d’une vaste famille de 7 membres et très conservée. Elle existe aussi bien chez les plantes 

que chez les mammifères et les autres animaux (Brown and Griendling 2009; Aguirre and 

Lambeth 2010). Ces enzymes permettent la génération régulée de ERO. Les mitochondries 

sont également une grande source de ERO, notamment au niveau des complexes I et III de 

la chaine respiratoire mitochondriale (CRM) qui peuvent participer à la genèse d’ions 

superoxydes. Il existe également d'autres enzymes comme la xanthine oxidase, enzyme qui 

permet de former l’acide urique, les cyclooxygenases qui permettent de synthétiser les 

prostaglandines qui participent à la signalisation paracrine et autocrine, les enzymes de la 

famille du cytochrome p450 qui catalysent l’oxydation de nombreux substrats comme des 

médicaments, et la lipoxygénase qui catalyse l’oxidation des acides gras. Toutes ces 

enzymes produisent du stress de par leurs processus enzymatique (Finkel 2011).  

 

Les ERO participent également au phénomène d'hormèse des mitochondries (ou 

mitohormesis). La mitohormesis est dûe à une augmentation des ERO dans les 

mitochondries qui cause une réponse adaptative permettant l'augmentation de la résistance 

au stress et une réduction à long terme du stress oxydatif. Cet effet peut être lié à un effet 

positif de l'excercice physique chez l'homme, ainsi qu'à des restrictions caloriques et en 

glucose. Des travaux ont montré que l'utilisation des antioxydants dans un contexte positif 

mène à l'inhibition des ERO et de leur signalisation dans les mitochondries et donc une 

diminution de la mitohormesis et de ses effets positifs (Ristow and Zarse 2010).  

1.2 Mode	
  d’action	
   	
  	
  

Le stress oxydatif est naturellement présent dans l’organisme. En temps normal, le stress 

oxydatif n’est pas délétère car les cellules ont mis en place des mécanismes dits 

antioxydants pour se protéger contre l’oxygène.  
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L’une des sources majeures de stress oxydatif est la mitochondrie. Elle contient en effet de 

nombreuses molécules, coenzymes et enzymes impliquées dans la formation d’ERO et la 

réponse au stress oxydatif. De par ses fonctions respiratoires, elle est plus particulièrement 

vulnérable à toutes sortes de stress  (Wallace 2002; L. J. Martin 2012).  

D’autres organites cellulaires sont aussi particulièrement vulnérables au stress oxydatif. Le 

réticulum endoplasmique (RE) en fait partie. Il participe au repliement des protéines mais 

également au stockage du Ca2+ intracellulaire. 

 

2 Cibles	
  cellulaires	
  du	
  stress	
  oxydant	
  	
  

 

2.1 Les	
  mitochondries	
  :	
  	
  

Ces organites respiratoires sont adaptés pour produire de l’énergie à partir de protons (H+), 

d’oxygène ainsi que de sucres présents dans les cellules. D’origine endosymbiotique, Les 

mitochondries sont des organites très dynamiques et complètement adaptés à 

l’environnement de la cellule eucaryote à laquelle elles se sont associées il y a près de 2 

milliards d’années. Elles possèdent leur propre ADN mitochondriale (ADNmt) qui permet la 

production de protéines essentielles composant des complexes respiratoires I, III, IV et V, 

ainsi que certaines protéines associées et également des ribosomes et certains ARNs de 

transfert. A contrario, on sait que le complexe II est codé dans le noyau de la cellule, ce qui 

est sans doute lié à la transmission maternelle de la mitochondrie et au rôle crucial du 

complexe II dans la chaîne de transport des électrons (Craigen William 2012). La 

mitochondrie se compose d’une matrice, d’un espace intérieur délimité par la membrane 

interne qui forme des replis caractéristiques (Figure 1) appelés crêtes mitochondriales, d’un 

espace intermembranaire dans lequel s’accumulent les protons utilisés comme moteur de la 

phosphorylation oxydative (réaction de la respiration aérobie), et d’une membrane externe 

qui sépare la mitochondrie du reste de la cellule (Keane et al. 2011).   
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Figure 1 : Microscopie électronique montrant la structure des mitochondries.  

On aperçoit les crêtes mitochondriales qui apparaissent comme des traits transversaux à 

l'intérieur de la matrice (Keane et al. 2011).  

 

La respiration mitochondriale s’effectue grâce à un complexe protéique permettant la 

production d’adénosine triphosphate (ATP), appelé chaîne respiratoire mitochondriale (CRM). 

Les protéines qui composent ce complexe se trouvent associées à la membrane interne. La 

production d’ATP nécessite un gradient de proton. La CRM se compose de 5 unités 

protéiques : les complexes I, II, III et IV ainsi que l'ATP synthétase (Figure 2).  
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Figure 2: Schéma descriptif de la chaîne respiratoire mitochondriale (CRM).  

La CRM est composée de 5 complexes, chacun contribuant au transport d’électrons (e-) qui 

permet de générer le gradient de protons (H+) permettant la synthèse de l’ATP par le 5ème 

complexe. Les complexes I et II (CI et CII) utilisent respectivement le NADH et le FADH2 

pour récupérer le nombre d’e- nécessaire pour générer le premier gradient de H+. Ils utilisent 

tous deux le co-facteur Q pour le transport des e- vers le complexe III (CIII), ce qui permet un 

nouveau gradient de H+ vers l’espace intermembranaire. Le e- est par l’intermédiaire du 

cytochrome c (cyt c) transféré jusqu’au complexe IV (CIV) qui transforme l’O2 en H2O et 

forme ainsi le dernier transfert de H+. Les H+ accumulés dans l’espace intermembranaire 

sont ensuite pris en charge par l’ATP- synthase. Les H+ utilisent ce pore pour réintégrer la 

matrice et permettent ainsi la transformation d’ADP en ATP (Keane et al. 2011). 

 

L’ATP est considéré comme le carburant des cellules car il sert de pile de transport de 

l'énergie dans la cellule. Il intervient également comme précurseur d’un second messager 

l'adénosine monophosphate cyclique (AMPc). C’est dans la matrice mitochondriale qu’a lieu 

le cycle de Krebs qui participe également à la respiration par la réduction du nicotinamide 
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adénine dinucléotide (NAD+) en NADH à partir de l’oxydation du glucose et autres nutriments. 

Le NADH contribue directement à la phosphorylation oxydative (figure 3).   

 

 

Figure 3 : Schéma descriptif de la phosphorylation oxydative.  

 

La mitochondrie joue un rôle majeur dans la génération du stress oxydatif. En effet, la CRM 

est une chaîne à électrons qui permet la génération d’un gradient de proton entre l’espace 

intermembranaire et la matrice de la mitochondrie. La libération permanente de protons dans 

l’espace intermembranaire facilite la génération de stress oxydatif. Les principales sources 

de ERO dans la CRM sont le complexe I et le complexe III. Le complexe I génère des ERO 

par utilisation d'un fort potentiel de membrane lié à un important gradient de proton. D'une 

part, il est capabe d'effectuer un transport d'électron inverse du coenzyme Q vers le NADH, 

mais cet effet est thermodynamiquement très peu avantageux et génère des H2O2 (Turrens 

2003; Hinkle et al. 1967). D'autre part, le complexe I est capable de générer des ERO 

directement par le NAD+, ce qui nécessite également un fort gradient de protons (Starkov 
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and Fiskum 2003). Le complexe III est également une source importante de ERO de la CRM. 

Il est capable de générer des ions superoxydes à cause d'une instabilité de la semiquinone 

au niveau du coenzyme Q (Rich and Bonner 1978). De plus, par l’entraînement de 

dysfonctionnements de la mitochondrie, les radicaux libres avantagent la production de 

protons (H+) et de radicaux libres au détriment de la production d’ATP. Ce défaut en 

production d'ATP est lié aux mécanismes de détoxification présents dans les mitochondries 

et qui nécessitent généralement le détournement des fonctions normales de la CRM pour 

réduire la quantité de ERO. Il devient alors assez compréhensible qu’une perturbation du 

fonctionnement des mitochondries puisse avoir des répercutions délétères pour la cellule, 

avec, entre autre, l’induction de la mort cellulaire programmée, où là encore, la mitochondrie 

détient un rôle prépondérant (Ott et al. 2007).  

 

2.2 Le	
  réticulum	
  endoplasmique	
  et	
  le	
  rôle	
  du	
  calcium	
  :	
  	
  

Le réticulum endoplasmique (RE) participe à la biosynthèse et au repliement des protéines 

membranaires et sécrétées, et il est également impliqué dans le stockage du calcium 

intracellulaire. Le RE a donc un rôle très important dans l’homéostasie ainsi que la survie 

cellulaire, par le contrôle du repliement des protéines, la biosynthèse des lipides, ainsi que le 

contrôle de l’homéostasie du calcium (Rutkowski and Kaufman 2004). 

Les ions calcium (Ca2+) sont impliqués dans de nombreux phénomènes cellulaires. D’une 

part, ils font partie de nombreuses voies métaboliques centrales et jouent en tant que second 

messager un rôle essentiel pour le bon fonctionnement de tous les types de cellules. Les 

ions Ca2+ sont également impliqués dans la libération synaptique des neurotransmetteurs et 

dans la contraction musculaire. En effet, l’entrée du Ca2+ dans la terminaison nerveuse est 

nécessaire pour permettre la libération des neurotransmetteurs dans la fente synaptique 

(Figure 4). Cependant, en plus de toutes ces fonctions physiologiques, il est connu que les 

ions calciques sont toxiques pour les cellules. En effet, il a été montré dans de nombreux 

travaux qu’un excès de calcium intracellulaire peut être nocif voir mortel pour les cellules 
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(Fleckenstein et al. 1974; Leonard and Salpeter 1979; Schanne et al. 1979; Trump and 

Berezesky 1995; K. Xu, Tavernarakis, and Driscoll 2001) et qu’il peut être à l'origine d'un 

choc osmotique (Chiong et al. 2010; Gandhi et al. 2011). Il en va de même pour une carence 

en calcium qui est impliquée dans de nombreuses pathologies comme l’ostéoporose. La 

concentration du calcium soluble doit donc être très précisément régulée dans l'ensemble 

des organes.  

 

Figure 4: Schéma représentatif de la libération des neurotransmetteurs dans le cas 

d’une synapse chimique.  

Lorsqu’un potentiel d’action (1) arrive au niveau de la synapse, les canaux calciques 

s’ouvrent sous l’effet de l’augmentation du potentiel de membrane ce qui induit un influx de 
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calcium dans la zone présynaptique (2) permettant l’ancrage des vésicules remplies de 

neurotransmetteur au niveau de la membrane plasmique et la libération des 

neurotransmetteurs dans la fente synaptique (3). Une fois libérés, les neurotransmetteurs 

agissent sur leurs récepteurs spécifiques au niveau de la zone post-synaptique pour induire 

un signal correspondant à leurs caractéristiques (4) (d'après Auer and Ibañez-Tallon, 2010).  

 

Ainsi, le stress du RE peut se caractériser par un dysfonctionnement de ses fonctions du 

contrôle de l’homéostasie et du bon repliement des protéines. Lors d’une altération de 

l’homéostasie du RE par accumulation de protéines mal repliées, ou déséquilibre de la 

balance du calcium ou du potentiel redox, on induit le stress du RE.  

Le RE dispose de plusieurs voies de signalisation de réponse au stress que l’on appelle 

UPR (Unfolded protein response). Ces voies permettent de rétablir les fonctions normales du 

RE par plusieurs effets : une augmentation de la capacité de chargement des protéines par 

l’expression de protéines chaperonnes et une suractivation des voies de dégradation des 

protéines mal repliées. En cas de stress trop important, il peut y avoir l’initiation de la mort 

cellulaire par les protéines des UPR (Tabas and Ron 2011). Ce dernier effet serait 

responsable de la genèse de nombreuses maladies comme des maladies 

neurodégénératives (Tabas and Ron 2011; Marciniak and Ron 2006). 

Trois voies de l’UPR peuvent être activées en cas de stress du RE. Il s’agit en fait de 

véritables senseurs du stress du RE. Parmis ces senseurs on trouve : IRE1 (inositol 

requiring protein-1), PERK (proteine kinase RNA-like ER kinase) et ATF6 (activating 

transcription factor-6) (Wu and Kaufman 2006).  

IRE1 est la plus conservée des voies de l’UPR. En condition dépourvue de stress, il interagit 

avec BiP (une protéine de liaison à la chaîne lourde de l’immunoglobuline) (Ron and Walter 

2007). Lors d’un stress, par exemple une forte accumulation de protéines mal repliées, 

l’interaction entre les deux protéines est perdue et IRE1 est activée par trans-activation. 

IRE1 peut également réguler la traduction de XBP1, un facteur de transcription induisant 
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l’expression de gènes permettant d’augmenter la capacité du RE à replier des protéines ainsi 

que d’étendre la surface de sa membrane (Glimcher 2010). IRE1 pourrait également être 

impliquée dans l’induction de l’apoptose par l’activation de JNK (c-Jun N-terminal kinase) à 

travers ASK1, une kinase responsable du signal de l’apoptose (Urano et al. 2000).  

PERK est une kinase sérine-thréonine assez similaire à IRE1. Présente dans le lumen du 

RE, elle est activée par trans-activation. Elle permet alors la phosphorylation de eIF2α, un 

facteur d’initiation de la traduction, ce qui permet une traduction globale des protéines 

diminuée, réduisant ainsi le stress du RE lors d’un chargement trop important de protéines 

(Ron and Walter 2007). L’activation de eIF2α pourrait aussi avoir un rôle dans l’induction de 

certaines protéines pro-apoptotiques comme CHOP/GADD153 (C/EBPα-homologous protein) 

(Tabas and Ron 2011).  

ATF6 est un facteur de transcription qui migre dans le Golgi en cas de stress du RE et subit 

un clivage par des protéases. Il devient alors un facteur de transcription, rejoint le noyau et 

active l’expression des chaperonnes du RE (Rutkowski and Kaufman 2004; Ron and Walter 

2007).  

 

3 Mécanisme	
  cellulaire	
  de	
  réponse	
  	
  

 

Pour contrer les effets délétères du stress oxydatif, les cellules ont mis en place un certain 

nombre de moyens. En effet, les cellules possèdent des agents antioxydants endogènes, 

moléculaires ou enzymatiques. Cependant, lorsque le stress est trop important, il peut 

aboutir à la mort cellulaire par apoptose, nécrose ou autophagie.   
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3.1 Les	
  antioxydants	
  et	
  protéines	
  de	
  détoxification	
  	
  

Les antioxydants sont des molécules bien connues du grand public. On leur attribue toute 

sorte d’actions bénéfiques pour l’organisme. Ce sont des molécules qui peuvent être soit 

naturellement produites par l’organisme, soit encore absorbées par l’alimentation. On sait, 

par exemple, que la caféine/théine (Viana et al. 2012; K.-H. Chen et al. 2011; Jagdeo and 

Brody 2011) et de nombreuses autres substances extraites des plantes sont de très bons 

antioxydants, les exemples les plus connus étant l'acide ascorbique (vitamine C) et la 

vitamine E. Cependant, les antioxidants seraient à utiliser avec parcimonie car ils pourraient 

avoir des effets non bénéfiques dans certains cas, en diminuant les effets bénéfiques de 

l’exercice physique par exemple contre la prévention du stress oxydant (Peternelj and 

Coombes 2011; Ristow et al. 2009). 

 

3.2 Les	
  superoxydes	
  dismutases	
  (SODs)	
  :	
  	
  

Ces enzymes catalysent la detoxification des ions superoxydes. Ce sont des enzymes qui 

jouent un rôle fondamental dans le métabolisme des ions superoxydes (O2
.-). Les SODs sont 

des protéines indispensables dans un environnement aérobie. Il existe 3 grandes familles de 

SODs, chacune utilisant un cofacteur métallique différent pour effectuer la réaction de 

catalyse: le nickel (Ni), le cuivre couplé au zinc (Cu/Zn), ou le manganèse ou le fer (Mn ou 

Fe). Les SODs sont capables de convertir 2 molécules d’anions superoxydes en dioxygène 

et peroxyde d’hydrogène (H2O2) accompagné d’une consommation de 2 protons. Chez les 

eucaryotes, les trois familles de SOD sont présentes mais pour la dernière classe, le Mn est 

privilégié. Cette prévalence de l'utilisation du Mn au détriment du Fe s'explique par une 

oxydation de l'atmosphère au cours du temps qui aurait favorisé les tendances naturelles du 

Fe à s'engager dans une réaction de Fenton. En effet, le Fe aurait alors eut davantage 

tendance en condition de stress oxydatif à rentrer dans cette réaction avec le superoxyde 

(A.-F. Miller 2012). De plus, Mn et Fe ont les mêmes caractéristiques chimiques et ont la 

capacité tous deux de cycler facilement entre leur état d’oxydation 2+ et 3+. Les SODs 

n’auraient donc eut aucun inconvénient à préférer le Mn au Fe. Cependant, l’utilisation du Fe 
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par les SODs est toujours présente chez les bactéries et les chloroplastes, organites 

présents chez les plantes.  

 

3.3 NADPH	
  oxydases	
  :	
  	
  

Les NADPH oxydases ont pour fonction de générer des EROs qui vont participer à 

l'induction des gènes de défenses de la cellule, l'activation de facteurs de transcription et la 

mobilisation du système de transport des ions (Kleniewska et al. 2012). D’abord découvertes 

dans les cellules phagocytaires sous la forme de plusieurs sous-unités (Rossi and Zatti 

1964), il est maintenant connu que les NADPH sont présentes dans toutes les cellules et 

qu'elles forment une famille de plusieurs protéines. Il existe deux grandes classes de 

NADPH : les NADPH responsables de la production d'ions superoxydes et les NADPH 

responsables de la production d’H2O2. Les NADPH sont des protéines membranaires. En 

effet, deux de ses sous-unités sont responsables de l’ancrage du complexe protéique à la 

membrane plasmique de la cellule.  

 

4 Les	
  mécanismes	
  de	
  mort	
  cellulaire	
  	
  

 

Il existe plusieurs types de mort des cellules. Les plus connues sont l'apoptose et la nécrose 

pour lesquelles on connait assez bien l'enchaînement d'évènements menant à la mort des 

cellules. Il existe une troisième classe de mort dans laquelle se trouve l'autophagie. 

 

4.1 La	
  mort	
  programmée	
  :	
  l'apoptose	
  	
  

L'apoptose est une mort cellulaire contrôlée génétiquement et très conservée par l'évolution. 

Elle possède un rôle prépondérant dans le développement embryonnaire et le maintien de 

l'homéostasie des tissus chez l'adulte. 
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L'apoptose peut être de type extrinsèque, elle est alors médiée par des récepteurs, ou 

intrinsèque lorsqu'elle est médiée par la mitochondrie ou par des voies de signalisation qui 

induisent une mort associée à la protéolyse et/ou aux activités nucléotiques. Elle se 

caractérise par une séquence très organisée d'évènements morphologiques (Kerr, Wyllie, 

and Currie 1972). Il y a d'abord une condensation du noyau et du cytoplasme avec des 

bourgeonnements de la membrane plasmique. Ensuite, les membranes se cassent et 

forment des corps apoptotiques en forme de grosses vésicules qui sont rapidement 

récupérées par les cellules voisines et les macrophages.  

Les interactions et protéines responsables de son déclenchement ont été bien conservées. 

La drosophile est l’une des premières espèces dans laquelle ont été caractérisées toutes ces 

protéines. Chez la drosophile comme chez d’autres organismes dont les mammifères, il 

semblerait que l’induction de l’apoptose dans le cerveau adulte soit régulée et enclenchée 

par des signaux gliaux en ce qui concerne le cerveau. 

 

4.1.1 Description	
  de	
  la	
  voie	
  extrinsèque	
  

L'apoptose par voie extrinsèque est déclenchée par les récepteurs de mort. Il y a alors 

formation du DISC (Death-inducible signalling complex) qui va activer la pro-caspase8 

(Boldin et al. 1996; Muzio et al. 1996). La Caspase 8 active la pro-caspase 3 qui clive les 

protéines cibles et mène à l'apoptose. La caspase 8 peut aussi cliver Bid qui induit Bax et/ou 

Bak dans la membrane externe de la mitochondrie (Schmitz et al. 1999) ce qui fait que 

plusieurs protéines mitochondriales de l'espace intermembranaire dont le Cytochrome C 

s’échappent dans le cytocol, permettant la formation de l'apoptosome. Une fois formé, 

l'apoptosome active Apaf-1 (apoptotic activating factor-1) et la pro-caspase 9. L'activation de 

la caspase 9 active la caspase3 (P. Li et al. 1997) qui est la caspase effectrice de l'apoptose.  
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4.1.2 Description	
  de	
  la	
  voie	
  intrinsèque	
  

La voie intrinsèque est médiée par les mitochondries. Le signal de mort part des 

mitochondries de façon directe ou non ce qui résulte dans la formation de l'apoptosome. 

Cette mort cellulaire est contrôlée par les protéines de la famille des Bcl-1 (Cory and Adams 

2002) qui régulent la libération du cytochrome c. Certains inhibiteurs de l'apoptose (IAPs) 

(Srinivasula et al. 2001) inhibent les caspases et Smac, un autre activateur mitochondrial 

des caspases (Du et al. 2000). Omi est un régulateur négatif des IAPs (Hegde et al. 2002). 

En plus de la voie dépendante des caspase, il pourrait y avoir une implication de 

mécanismes non dépendants des caspases comme la translocation des AIF (apoptosis 

inducing factor) et EndoG (Endonucléase G) des mitochondries vers le noyau (Susin et al. 

1996; L. Y. Li, Luo, and Wang 2001). AIF peut alors se lier à la chromatine, qui se condense. 

Dans ce phénomène, le rôle de EndoG n'est pas clair. Granzine A (GrA) pourrait être 

également impliqué dans cette voie (Beresford et al. 2001; Fan et al. 2003). Une fois dans la 

cellule au niveau du cytosol, il induit une voie de cassure de l'ADN dépendante de GAAD 

(GrA-activated DNase). La voie intrinsèque inclut également la voie dépendante de la 

caspase 2. Lorsqu'elle est activée, elle induit des dommages à l'ADN qui induisent la 

libération du cyt c et la formation de l'apoptosome (Robertson et al. 2002; Lassus, Opitz-

Araya, and Lazebnik 2002). 
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Figure 5 : Shéma de déclenchement de l'apoptose chez la drosophile et chez les 

mammifères.  

Les voies ne sont pas très différentes entre drosophiles et mammifères. Les protéines 

Reaper (Rpr), Hid, Grim, Sickle, HtrA2/Omi et Jafrac2 sont des protéines pro-apoptotiques et 

sont régulées par des signaux de morts. Hid est inhibée par la signalisation Ras/MAPK. Les 

protéines Rpr, Hid et Grim libèrent la caspase initiatrice Dronc de l'inhibition de Diap1. Dronc 

peut alors se lier avec Ark pour former l'apoptosome qui active les caspases effectrices Dcp-

1 et DrICE, ce qui va enclencher le processus apoptotiques par clivage de leurs nombreux 

substrats cellulaires. Ches les mammifères, Smac et HtrA2,libérés des mitochondries, 

déclenchent la mort celullaire par liaison avec XIAP et libération des caspases initiatrices 

comme la Caspase-9. La formation de l'apoptosome s'accompagne de la libération du 

cytochrome c (CytoC) et liaison avec Apaf1 ce qui permet de recruter et d'activer la Casp-9. 

Les caspases 3 et 7 sont ensuite activées et permettent les réactions apoptotiques (D. Xu et 

al. 2010).  
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Chez la drosophile, le processus apoptotique est assez bien caractérisé (Figure 5). On 

connaît une grande partie des acteurs protéiques qui permettent ou non le déclenchement 

de l’apoptose. L’une des principales voies apoptotique implique la libération du cytochrome c 

présent au niveau de la membrane mitochondriale. On trouve également ce que l’on appelle 

des protéines effectrices de la mort programmées qui sont DriCE et Dcp-1 des homologues 

de la Caspase-3 et Caspase-7.  

 

4.2 La	
  mort	
  non-­‐programmée	
  :	
  la	
  nécrose	
  

La nécrose correspond à un éclatement irréversible de la cellule. Il y a donc lyse de la cellule 

et la libération des constituants cellulaires, ce qui est responsable d'une inflammation du 

tissu alentour engendrée par le relargage des enzymes lysosomiales, dont bon nombre sont 

des enzymes hydrolytiques. On ne sait pas trop ce qui fait que la cellule enclenche la 

nécrose plutôt que l'apoptose mais cette « décision » dépend probablement de la nature et 

de l'ampleur du dommage cellulaire. 

 

4.3 L'autophagie	
  :	
  

 

L'autophagie est un processus de mort cellulaire qui aurait évolué avant l'apoptose. Elle est 

beaucoup appliquée par les plantes et les champignons. On connait mal les mécanismes de 

l'autophagie mais on sait qu'elle impliquerait des cysteines proteases, appelées aussi 

autophagines, qui seraient impliquées dans l'induction, la régulation et l'exécution de 

l'autophagie. On sait que des DAP kinases (death associated protein) et DRP-1 (DAP kinase 

death associated protein) de la famille des kinases sérine/thréonine dépendantes du 

Ca2+/calmoduline, participeraient à la formation des vésicules autophagiques et des 

démembremants de la membrane pendant la mort cellulaire.  
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5 Agents	
  oxydants	
  :	
  paraquat	
  et	
  roténone	
  	
  

 

Le paraquat et la roténone sont deux générateurs de stress oxydant majeur. Ce sont tous 

deux des pesticides qui ont été très largement utilisés par les agriculteurs. Alors que la 

roténone est un pesticide naturel car il est produit par des plantes, le paraquat est lui une 

molécule de synthèse. En plus de cette différence, leur mode d'action sur les cellules diffère 

complètement, ces différences seront énoncées dans les paragraphes suivants.  

 

5.1 Le	
  paraquat	
  	
  

 

5.1.1 Généralités	
  	
  

 

 

Figure 6 : Structure chimique du paraquat  

 

Le paraquat (PQ) est un fort générateur de stress oxydatif. Comme énoncé plus haut, le 

paraquat a été fortement impliqué dans la maladie de Parkinson durant ces dernières 

décades. En effet, plusieurs études épidémiologiques ont rapporté une implication très 

présente de l’utilisation du paraquat dans les cas d’agriculteurs développant la MP. Le 

paraquat est une molécule faisant partie de la famille des diquats. Par sa structure 

moléculaire même, il ressemble fortement à la dopamine mais plus encore au MPTP, sous-

produit de la fabrication de l’héroïne de synthèse, et qui fut montré comme impliqué dans le 

déclenchement de la MP. Cependant, contrairement au MPTP qui est très spécifique des 

neurones dopaminergiques car il est capable de pénétré par le transporteur de la dopamine 
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et est connu pour être un inhibiteur du complexe I de la chaine respiratoire mitochondriale 

(CRM), le PQ n’a pas d’interlocuteur vraiment bien défini qui lui permette de rentrer dans les 

cellules. Cependant, de nombreuses études in vitro et in vivo montrent que le paraquat a un 

effet assez spécifique au niveau des neurones dopaminergiques aboutissant à des morts 

cellulaires par apoptose très souvent. Récemment, Rappold et coll. ont montré que le 

paraquat pourrait pénétrer spécifiquement dans les neurones dopaminergiques par le 

transporteur de la dopamine (Rappold et al. 2011).  

Depuis 2007, le paraquat en tant que pesticide a été interdit par la communauté européenne 

(Anon.) du fait de sa forte corrélation avec le développement de la maladie de Parkinson 

montré par de nombreuses études étiologiques (Liou et al. 1997; R. C. Chen et al. 2001; 

Petrovitch et al. 2002; Dinis-Oliveira et al. 2006; Tanner et al. 2011). Il est utilisé dans plus 

de 120 pays dont une grande part dans les pays d’Asie (Anon.) où les paysans développent 

toujours largement des symptômes de type Parkinsoniens.  

 

5.1.2 Mode	
  d’action	
   	
  	
  

 

Une fois dans les cellules, le paraquat est capable de générer un très fort stress oxydant par 

interaction avec divers partenaires biologiques ainsi que via la réaction de Fenton. Les 

mécanismes sous-tendant son implication dans la mort des neurones dopaminergiques ne 

sont pourtant pas encore élucidés.  

Le paraquat réagit avec le NADH membranaire dans une boucle rédox pour former le NAD+ 

et certaines espèces réactives de l’oxygène (ROS) qui vont rentrer dans la réaction de 

Fenton pour former l’ion superorxyde (O2
.-). Dans ce même laps de temps, le paraquat est 

capable de se régénérer pour recommencer sa boucle avec le NADH. Le paraquat est une 

molécule extrêmement stable. Bien que l’organisme soit capable de s’en débarasser de 

l’ordre de 90% toutes les 24 heures, les 10% restant sont suffisant pour provoquer un fort 

stress oxidatif dans les cellules.  
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Certaines études récentes ont montré que le paraquat serait, tout comme le MPTP, un 

inhibiteur du complexe I de la CRM. Pourtant, ceci serait sujet à controverse car d’autres 

études suggèrent que le temps nécessaire au paraquat pour induire son stress serait 

supérieur au temps nécessaire pour agir sur d’autres organites tels que le réticulum 

endoplasmique. 

 

 

Figure 7 : Schéma représentatif du mode d’action du paraquat.  

Le paraquat est réduit par le NADPH et réoxydé par l'O2 pour générer l'ion superoxyde (O2.-) 

dans une boucle rédox. Il y a ensuite une cascade de réactions qui produit d'autres EROs 

comme le peroxyde d'hydrogène (H2O2) et le radical hydroxyde (HO.) qui ont des 

conséquences néfastes sur les composants de la cellules. (SOD, superoxide dismutase; 

CAT, catalase; GPX, glutathione peroxidase; Gred, glutathione reductase; PQ2+, paraquat; 

PQ.+, paraquat cation radical; HMP, hexose monophosphate pathway; FR, Fenton reaction; 

HWR, Haber- Weiss reaction) (Dinis-Oliveira et al. 2006). 
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5.1.3 La	
  réaction	
  de	
  Fenton	
  :	
  	
  

Observée en 1894, la réaction de Fenton fait intervenir une caractéristique du Fer. En effet, 

celui ci rentre avec plus grande facilité en réaction avec l’H2O2 qu’il ne peut se lier avec une 

SOD. Cette réaction explique pourquoi le Fer a été remplacé dans l’évolution par du Mn 

dans les réactions faisant intervenir les SOD. La réaction de Fenton consiste en des 

échanges de protons entre les réactifs de l'oxygène et les ions fer.  

 

 

Figure 8 : Formule de la réaction de Fenton.  

 

5.2 La	
  roténone	
  	
  

La roténone est un inhibiteur du complexe I de la chaîne respiratoire mitochondriale. Il s’agit 

d’un pesticide naturel produit par des plantes. L’inhibition du complexe I de la CRM résulte 

dans l’augmentation du stress oxydant provenant des mitochondries. Comme nous l’avons 

vu dans la première partie, les mitochondries sont considérées comme étant l’un des sièges 

principaux de la génération du stress oxydatif. De nombreuses études ont été capables de 

faire le lien entre l’exposition à la roténone et le développement des symptômes de la MP 

aussi bien chez l'homme qu’au laboratoire (Tanner et al. 2011; Abbott et al. 2001; Braak et al. 

2006; Drolet et al. 2009; J. G. Greene, Noorian, and Srinivasan 2009; Pan-Montojo et al. 

2010). Elle est un pesticide naturel, produit par certaines plantes tropicales. La roténone est 

très sensible à l'exposition à la lumière mais est également très rapidement détruite dans le 

sol et l'eau.  
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Figure 9 : Formule chimique de la roténone.  

 

La roténone est très lipophile, elle n'a donc aucun problème pour passer tout type de 

barrière, ainsi que les membrane des cellules. Une fois dans les neurones dopaminergiques, 

elle agit de la même manière que le MPTP par inhibition du complexe I de la CRM, ce qui 

aboutit à une accumulation d'ERO, inhibant l'effet détoxifiant du NADH couplé au complexe I 

(Schuler and Casida 2001). Il a été également montré que la roténone est capable d'inhiber 

la formation des microtubules à partir des molécules de tubuline. 
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Partie	
  II	
  :	
  Stress	
  	
  oxydant	
  et	
  	
  maladie	
  de	
  
Parkinson	
  	
  	
  

1 Présentation	
  de	
  la	
  maladie	
  	
  

 

La maladie de Parkinson (MP) est une maladie neurodégénérative qui touche globalement 

les plus de 45 ans. Les formes les plus précoces de la MP concernent 10% des patients 

avec un âge inférieur à 40 ans (Poorkaj et al. 2004). 

Elle se manifeste par une série de symptômes moteurs spécifiques : des tremblements des 

extrémités des membres au repos, une rigidité musculaire et une akinésie (bradykinésie : 

rareté et lenteur des mouvements, visage figé et perturbations de la marche caractéristiques). 

Cependant, le patient souffre aussi plus tardivement de troubles du sommeil, de la parole et 

de l’écriture, de dépression et de symptômes cognitifs. De plus, la maladie peut à terme 

évoluer chez le sujet âgé vers des cas de démence. Il est à noter que des traitements 

symptomatiques permettent de soigner temporairement les personnes atteintes de la MP, 

mais pas de les guérir à l’heure actuelle.  

La MP se caractérise par la perte sélective et progressive des neurones dopaminergiques de 

la substantia nigra pars compacta (SNpc) (Figure 10). La SNpc fait partie des noyaux des 

ganglions de la base, noyaux sous-corticaux qui contrôlent des comportements moteurs, 

affectifs et cognitifs. Les premiers symptômes de la MP se déclenchent lorsqu’environ 70 % 

des neurones dopaminergiques ont disparu. Il est toujours trop tard pour intervenir. Cette 

perte des neurones DA apparait post-mortem sur des patients atteins de la MP (Figure 10). 

En effet, on peut clairement identifier une perte de la coloration due à la neuromélanine, 

pigment naturellement présent dans les neurones dopaminergiques de la SNpc, en 

comparaison avec la SNpc des personnes non atteintes. La MP s’accompagne très 

fréquemment d’une dégénérescence de neurones présents dans d’autres noyaux tels que 

ceux de l’hypothalamus, mais les proportions sont bien moindre comparées à la SNpc qui 
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voit sa population de neurones DA dramatiquement chuter. Les neurones DA restant 

possèdent des inclusions cytoplasmiques appelées corps de Lewy (CL). Les CLs sont des 

inclusions contenants des filaments de protéines contenant l'α-synucléine, l'ubiquitine et 

d'autres protéines impliquées dans la pathogenèse de la MP. Outre les neurones 

dopaminergiques de la substance noire (Muenter et al. 1998; Gwinn et al. 2011), les CL se 

retrouvent également dans des zones corticales en contexte de cas de démences (McKeith 

et al. 2003). 

 

 

Figure 10 : Schéma montrant les conséquences de la dégénérescence des neurones 

dopaminergiques sur les connexions au sein du striatum (d’après Dinis-Oliveira et al., 

2006). 

2 Les	
  	
  différentes	
  causes	
  de	
  la	
  maladie	
  :	
  

 

Comme dans d’autres maladies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer, il n’y a 

pas une seule cause responsable de la MP et plusieurs facteurs mènent au développement 

de cette maladie. Ainsi, des mutations de différents gènes ont été associés au 

développement de la MP, tels que l’SNCA, parkin, lrrk2, UCHL1, Pink1... Mais l’exposition à 

des substances chimiques a également été impliquée, des toxines comme le MPTP ou des 



 36 

facteurs environnementaux qui sont en général des pesticides comme le paraquat, la 

roténone ou le maneb. Le MPTP est un produit dérivé de la synthèse d’une drogue opiacée 

(voir ci-dessous).  

 

2.1 Facteurs	
  génétiques	
  	
  

 

Dans moins de 10% des cas, le développement de la MP est lié à des facteurs génétiques 

qui peuvent être variables allant de la présence de mutations (récessives ou dominantes)  

dans certains gènes à la présence de multiples copies de gènes. Les gènes causant la MP 

sont nommés PARK et classés selon une nomenclature allant actuellement de 1 à 18 

(Tableau 1) (Corti, Lesage, and Brice 2011).  
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Tableau 1: Tableau récapilatif des 18 gènes impliqués dans la MP (Corti, Lesage and 

Brice 2011). 
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2.1.1 PARK1/4	
  :	
  SNCA	
  

Le gène SNCA, qui code l’ α-synucléine (α-syn), est le premier facteur génétique identifié 

comme pouvant provoquer une forme dominante de la MP. Polymeropoulos et coll. 

découvrirent en 1996 des mutations de ce gène dans une famille Italienne présentant une 

forme héréditaire de la MP avec corps de Lewy (Polymeropoulos et al. 1996). Le gène SNCA 

code pour une protéine d’environ 15 kDa (140 acides aminées) qui fait partie d’une famille de 

3 protéines présentent chez les humains et les rongeurs présentant un fort taux d’homogies 

entre elles : l’α-synucléine, la β-synucléine et la γ-synucléine (Clayton and George 1998). 

L’ α-syn possède une caractéristique propre : la capacité de s’aggréger et de former des 

filaments qui peuvent dans certains cas être insolubles (Giasson et al. 2001). Plusieurs 

anomalies de ce gène peuvent induire le développement de la MP : des mutations 

ponctuelles du gène (A53T, A30P et E46K) (Figure 11) et/ou des duplications/triplications du 

locus complet entrainant une surexpression de la protéine native (Fuchs et al. 2007). La 

mutation ponctuelle A53T est la plus représentée dans les formes héréditaires de la MP, elle 

est en effet présente dans de nombreuses familles, alors que les deux autres mutations 

ponctuelles A30P et E46K ont été trouvées chacune dans une famille différente (Krüger et al. 

1998; Zarranz et al. 2004).  
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Figure 11 : Représentation de l’α-syn montrant les différents domaines de la protéine 

et localisant les mutations ponctuelles connues de la MP.  

La protéine de l'α-syn comporte trois régions principales. En N-terminal, on trouve des motifs 

qui formeraient des hélices amphiphiles pouvant se lier aux membranes. La région NAC 

(non-Abéta component) est une région hydrophobe centrale. La région en C-terminal est très 

fortement chargée négativement et n'aurait pas de vraie structure. Les trois mutations 

existantes de la MP se trouvent au niveau des motifs en N-terminal (d’après Stefanis, 2012).  

 

L’α-syn est impliquée dans un ensemble de maladies que l’on nomme « synucléinopathies » 

et qui rassemblent, outre la MP, des parkinsonismes avec des démences ou encore des 

démences avec des corps de Lewy (Uversky and Fink 2002). De plus, il y a un lien connu 

entre le nombre de copies du gène et la sévérité des symptômes de la MP (Ibáñez et al. 

2009; Ikeda, Daughters, and Ranum 2008; Ikeuchi et al. 2008; D W Miller et al. 2004).  

L’α-syn est le composant majoritaire des corps de Lewy (CL) (lewy body ou lewy neurites 

lorsqu'il s'agit d'agrégats filamenteux). Les mutations ainsi que les multicopies du gène 

favorisent l’aggrégation de la protéine. La mutation A30P diminue la fréquence d’association 

de l’α-syn avec les membranes lipidiques (Jensen et al. 1998; Bussell and Eliezer 2004), 

favorisant ainsi l’aggrégation. En effet, α-syn possède dans son domaine central de la 

protéine (le domaine NAC), un domaine amyloidogène qui s’aggrège facilement et forme des 

structures oligomériques intermédiaires, des protofibrilles et jusqu’à des polymères de 

fibrilles insolubles (Figure 12) (Giasson et al. 2001).  

 

Figure 12 : Schéma représentatif de l’aggrégation des filaments de l’a-syn (d’après 

Corti, Lesage et Brice, 2011).  
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Très exprimée dans le système nerveux de façon native, l’α-syn se trouve plutôt au niveau 

du neuropile, et plus précisément des synapses (Kahle 2008). De nombreux travaux 

semblent indiquer un rôle de l’α-syn dans la transmission synaptique, cependant les 

fonctions de l’α-syn ne sont pas encore établies avec précision. Majoritairement, elle pourrait 

participer au recyclage des vésicules dans le compartiment présynaptique (Abeliovich et al. 

2000; Cabin et al. 2002; Nemani et al. 2010; Yavich et al. 2004), à l’assemblage du 

complexe SNARE (Chandra et al. 2005; Burré et al. 2010) et avoir un rôle prépondérant 

dans la libération des neurotransmetteurs (Abeliovich et al. 2000; Murphy et al. 2000; Cabin 

et al. 2002; Larsen et al. 2006; Fortin et al. 2005). Au niveau des neurones dopaminergiques 

plus particulièrement, des travaux de Sidhu et coll., en 2004, ont montré que l’α-syn régule 

de façon négative l’activité de la tyrosine hydroxylase (l’enzyme limitante dans le processus 

de biosynthèse de la dopamine) et du transporteur de la dopamine (Sidhu, Wersinger, and 

Vernier 2004). Des études menées sur des souris knock-out (KO) pour l'α-syn ont montré 

que l'absence de cette protéine n'a que très peu d'effet sur les souris mis à part, dans 

certaines conditions, une augmentation de libération de dopamine au niveau du striatum 

(Abeliovich et al. 2000). Par contre, le KO des 3 membres de la famille à savoir α, β et γ, 

permet d'obtenir un phénotype clair présentant des altéractions de la morphologie des 

axones en fonction de l'âge, un dysfonctionnement neuronal et une diminution de la survie 

(Greten-Harrison et al. 2010), suggérant l'existence d'une redondance fonctionnelle entre 

ces trois protéines. Le KO de l'α-syn a aussi été décrit comme ayant un effet protecteur 

contre le MPTP (Klivenyi et al. 2006). 

2.1.2 PARK2	
  :	
  parkin	
  :	
  	
  

Les pathologies associées à un défaut du gène parkin (PARK2) représentent environ 2% des 

cas de la MP dans le monde et 20% des formes juvéniles touchant les personnes de moins 

de 40 ans. Les mutations de la parkine sont associées à une forme autosomique récessive 

de la maladie, avec des phénotypes similaires aux formes sporadiques mais sans apparition 

de corps de Lewy.  
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Le gène PARK2 est très grand avec une taille de 1.35 Mb (12 fois plus que le gène SNCA) et 

code pour la protéine parkine. Les patients présentent des aberrations qui vont de multiples 

mutations (170 ont été répertoriées jusqu’à présent) à des délétions importantes ou des 

multiplications, petites délétions ou insertions. Ils sont également porteurs de 

réarrangements d’exons difficilement identifiables. Les réarrangements génomiques peuvent 

aller jusqu’à des délétions touchant le gène associé PACRG (parkin co-regulated gene), les 

phénotypes restant similaires à ceux de la MP.  

La parkine possède un domaine N-terminal ubiquitin-like (Ubl) suivi par un domaine de 

liaison du zinc et un domaine C-terminal RING1–In-between-ring (IBR)–RING2 qui en fait un 

membre de la famille des E3 ubiquitine ligases, enzymes qui permettent le transfert d’un 

groupement ubiquitine activé à une protéine substrat. Une telle modification post-

traductionnelle par « ubiquitylation » peut conduire à la dégradation par le protéasome de la 

protéine ciblée. On a donc émis l’hypothèse que les mutations du gène parkin pourraient 

inactiver cette activité E3 ubiqitin ligase et ainsi diminuer l’efficacité du protéasome envers la 

dégradation de certaines protéines substrats de la parkine. Cependant, des expériences in 

vitro ont montré que pour certaines mutations pathogènes, il n’y a pas d’altération du 

mécanisme d'ubiquitinylation (Hampe et al. 2006; Matsuda et al. 2006) mais plutôt une 

diminution de la solubilité de la parkine, entraînant une tendance significative à l’aggrégation 

de celle-ci (Corti and Brice 2007). La parkine est également associée au maintien d’une 

bonne morphologie des mitochondries (Darios et al. 2003). Elle est également fortement 

impliquée dans les phénomènes de dynamique mitochondriales et de mitophagie.  

La parkine a été identifiée comme étant un facteur de transcription, en effet, elle possède un 

domaine de liaison à l’ADN et est également capable d’inhiber l’expression de certains 

gènes activés par des stimuli pro-apoptotiques. Il s’agit également d’un répresseur 

transcriptionnel de p53, un facteur pro-apototique, cette inhibition se ferait par une intéraction 

directe entre la parkine et le promoteur de p53 (Cristine Alves da Costa et al. 2009; Cristine 

Alves da Costa and Checler 2010).  
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2.1.3 PARK6	
  :	
  Pink1	
  :	
  	
  

Pink1 (PTEN-induced putative kinase 1) est un facteur suppresseur de tumeur comprenant 

un motif MTS (mitochondrial targeting sequence), une région transmembranaire putative et 

un domaine sérine/thréonine kinase. Des mutations dans son gène induisent une forme 

autosomique récessive juvénile de la MP (Valente et al. 2004). Les mutations homozygotes 

ou perte de fonction hétérozygotes causent les seconds cas les plus fréquents de MP (Deas, 

Plun-Favreau, and Wood 2009; Nuytemans et al. 2010). Toutes ces mutations ont 

globalement le même effet sur la protéine et la déstabilisent ou diminuent l'activité de la 

kinase (Beilina et al. 2005). Pink1 permet d'augmenter la résistance au stress cellulaire et 

serait impliqué dans le maintient de l'homéostasie en condition de stress. La surexpression 

de Pink1 protège les cellules de la mort induite par des toxines. A l’inverse, son absence 

augmente la vulnérabilité de celles-ci (Deas, Plun-Favreau, and Wood 2009).  

2.1.4 PARK7	
  :	
  DJ-­‐1	
  

DJ-1 est une protéine, codée par le gène PARK7, qui fait partie de la famille des ThiJ/Pfp1, 

molécules de type chaperones induites lors d’un stress oxydant. Des mutations du gène 

PARK7 causent des formes autosomiques récessives de la MP et environ 1% des formes 

précoces de la maladie. Bonifati et coll. identifièrent en 2003 des mutations correspondant à 

des larges délétions homozygotes ou des mutations ponctuelles chez deux familles (Bonifati 

et al. 2003).  

DJ-1 est un véritable senseur du stress oxydant. Il possède un résidu cystéine en position 

106 qui, en cas de stress, prend un état d’acide sulfinique (-SOOH). DJ-1 est alors adressé 

du cytoplasme à la membrane mitochondriale et cette acidification jouerait un rôle essentiel 

dans la neuroprotection (Canet-Avilés et al. 2004; Blackinton et al. 2009). La mutation L166P 

identifiée dans les cas de MP déstabilise la protéine, favorisant la dégradation de celle-ci par 

le protéasome et limitant de fait son action protectrice (David W Miller et al. 2003; Moore et 

al. 2003; Taira et al. 2004). 
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2.1.5 PARK8	
  :	
  LRRK2:	
  	
  

Le gène LRRK2 (Leucine-rich repeat kinase 2) code pour une enzyme, la dardarine, qui 

comprend de nombreux domaine de liaison à d’autres protéines ainsi que des domaines 

kinase et GTPase. Des mutations de ce gène sont responsables de 10% des formes 

autosomiques dominantes de la MP. On dénombre 80 variants différents pour ce gènes qui 

sont en globalité des variants entraînant un gain de fonction de la protéine. Parmis toutes les 

mutations connues, 7 sont considérées comme pathologiques (Aasly et al. 2010; Healy et al. 

2008) ; ce sont toutes des mutations présentes au niveau de régions importantes pour la 

fonction de la protéine, en particulier la mutation G2019S dans le domaine kinase. La 

dardarine semble avoir un rôle clef dans la MP, surtout par sa fonction kinase. En effet, la 

phosphorylation anormale des protéines ainsi que leur accumulation semble être un facteur 

important dans le déclenchement des maladies neurodégénératives. Pour les mutations 

provoquant un gain de fonction, l’activité kinase augmenterait (Greggio and Cookson 2009; 

Lu and Tan 2008). Des travaux ont également montré que des mutants de la dardarine sont 

toxiques pour les neurones, mais l'implication de l'activité de la kinase dans cette toxicité 

cellulaire est encore sujet à débat (Greggio et al. 2006; Smith et al. 2006; Rudenko et al. 

2012).  

2.1.6 PARK9	
  :	
  ATP13A2	
  

Le gène ATP13A2 code pour une protéine transmembranaire lysosomale avec une activité 

ATPase putative. Cette protéine a été associée au syndrome de Kufor-Rakeb, qui est une 

forme atypique et juvénile de parkinsonisme. Des travaux ont montré que lorsqu’elle est 

mutée, la protéine ATP13A2 s'accumule dans le reticulum endoplasmique et est dégradée 

par le protéasome (Ramirez et al. 2006). Sa fonction reste mal connue, mais son implication 

dans la MP semble générale, car on trouve une surexpression d’un facteur 10 de ce gène 

chez les patients atteints de formes sporadiques de la MP (Ramirez et al. 2006). Des études 

récentes semblent indiquer que l'absence de cette protéine entraîne un dysfonctionnement 

des lysosomes pouvant provoquer la MP, qui pourraient mener à l'accumulation anormale de 

protéines telles que l'α-syn (Usenovic et al. 2012; Dehay et al. 2012). ATP13A2 a également 
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été impliquée dans les processus de résistance à la cytotoxicité du manganèse (J. Tan et al. 

2011).  

2.1.7 Glucocerebrosidase	
  :	
  

Plus de 300 mutations dans le gène codant pour la glucorebrosidase (GBA) ont été 

identifiées à l’heure actuelle et causent la maladie de Gaucher (MG) (DePaolo et al. 2009). Il 

s’agit de mutations ponctuelles, des insertions, des délétions mais aussi, des allèles issus de 

la recombinaison du gène ou du gène de la GBA avec le gène voisin (Hruska et al. 2008). 

GBA est une enzyme qui permet la conversion du glycolipide glucocerebroside en glucose et 

en ceramide. Les mutations sont distribuées sur la région codante mais plus souvent au 

niveau de la partie C-terminale du gène. La première indication d’une implication de la GBA 

dans la MP a été donnée à la suite d’une autopsie de patients. Les patients atteints de la MP 

présentaient une importante fréquence de mutations de GBA (Eblan, Walker, and Sidransky 

2005; Lwin et al. 2004). De plus, les patients atteints de la MG développent des symptômes 

de type parkinsoniens. Ainsi, il y aurait plus de 5000 patients présentant également une 

atteinte de la GBA (Neudorfer et al. 1996; Tayebi et al. 2001; Goker-Alpan et al. 2004; 

Aharon-Peretz, Rosenbaum, and Gershoni-Baruch 2004; Lwin et al. 2004; L. N. Clark et al. 

2007; Gan-Or et al. 2008; Sidransky et al. 2009). Les mutations les plus communes 

recontrées également dans la MP sont N370S et L444P (Shulman, De Jager, and Feany 

2011).  

 

2.2 Facteurs	
  environnementaux	
   	
  	
  

2.2.1 MPTP	
  :	
  	
  

 

Figure 13 : Représentation de la formule du MPTP  



 45 

Au début des années 80, il a été découvert que l’intoxication par le MPTP (N-methyl-4-

phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine), un sous-produit obtenu accidentellement lors de la 

synthèse d’une drogue opiacée analogue à la morphine, entrainait des symptomes 

irréversibles semblables à ceux de la MP. En effet des patients ayant été exposés à cette 

neurotoxine développaient les symptômes moteurs de la maladie ainsi que la perte sélective 

des neurones dopaminergiques. Les études ont montrées que le MPTP est une toxine 

spécifique des neurones dopaminergiques. Le MPTP est capable de passer la barrière 

hémato-encéphalique, est transformé en MPP+ par les astrocytes, qui est ensuite capté par 

le transporteur de la dopamine dans les neurones dopaminergiques. Une fois dans les 

neurones, cette drogue s'attaque aux mitochondries en créant spécifiquement des 

dysfonctionnements de la CRM et en générant ainsi un important stress oxydant. Le MPTP 

pourrait également inhiber les fonctions mitochondriales en générant des radicaux libres 

comme l’oxide nitrique (Schapira 2011).  

2.2.2 Roténone	
  :	
  	
  

C'est en 1985 que Heikkila et coll. furent les premiers à constater que la roténone est 

capable de tuer les neurones dopaminergiques (Heikkila et al. 1985). D'autres expériences 

plus tardives montrèrent qu'à des taux similaires à ceux observés chez les patients atteints 

de la MP, la roténone pouvait tuer sélectivement les neurones de la substance noire 

(Betarbet et al. 2000) et même mener à des inclusions cytoplasmiques comparables aux 

corps de Lewy chez des modèles animaux. La roténone étant un inhibiteur bien connu du 

complexe I de la CRM. Ces découvertes attirèrent également l'attention sur l'implication des 

mitochondries dans la mort des neurones DA chez les patients atteints de la MP. Suite à ces 

modèles expérimentaux, les études épidémiologiques se multiplièrent et confirmèrent 

l'implication de ce pesticide dans la pathogenèse de la MP (Hancock et al. 2008; Dhillon et al. 

2008). 

L'incidence de la MP causée par la roténone est très faible du fait de ses propriétés 

chimiques. Cependant, des expériences en laboratoires montrent qu'une exposition 

chronique à ce pesticide mène à des dégénérescences dopaminergiques ainsi que des 
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symptômes similaires à ceux de la MP (Coulom and Birman 2004; Henchcliffe and Beal 

2008).  

2.2.3 Paraquat	
  :	
  	
  

Une étude de Liou et coll., 1997, montra pour la première fois sur une population de 120 

personne à Taïwan, l'implication du paraquat dans le développement de la MP (Liou et al. 

1997). Le PQ est un pesticide largement utilisé à Taïwan. Les études ont montré une forte 

corrélation entre les doses d'exposition au PQ chez les agriculteurs et le taux de 

développement de la MP. En effet, elles ont montré que les personnes exposées depuis plus 

de 20 ans à des doses de pesticides assez importantes développaient plus facilement la MP 

que des agriculteurs exposés depuis moins longtemps. La même relation a été trouvé entre 

les doses utilisées et le développement de la MP (Tanner et al. 2011). 

3 Stress	
  oxydatif	
  et	
  dysfonctionnement	
  mitochondrial	
  dans	
  la	
  MP	
  :	
  	
  

 

L’hypothèse d’une causalité mitochondriale dans la MP est apparue à partir des travaux sur 

le MPTP qui ont montré qu’une fois dans les neurones dopaminergiques sous forme de 

MPP+, celui-ci est capable d’induire une inhibition du complexe I de la CRM (Langston et al. 

1984; Markey et al. 1985; Haass 2010), ce qui entraîne du stress oxidatif, une déplétion en 

ATP et une mort cellulaire par apoptose. Des recherches consécutives à ces travaux ont 

montré qu’il existe effectivement un déficit du complexe I de la CRM mitochondriale dans les 

neurones dopaminergiques de la substance noire, mais que ce défaut reste modéré 

(Janetzky et al. 1994). D’autres études ont cependant montré qu’il n’existe pas de mutations 

de l’ADN mitochondrial chez les patients atteins de la MP (Gu et al., 1998 ,Aomi et al., 

2001,Miller et al., 1996), mais qu’on peut parfois observer une perte de l’ADN mitochondrial 

des neurones dopaminergiques spécifique de la substance noire en fonction de l’âge 

(Bender et al. 2006; Kraytsberg et al. 2006), ce qui expliquerait la spécificité de la 

vulnérabilité de ces neurones. Les plus forts arguments en faveur d'une implication des 
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mitochondries dans la MP viennent de ce que de nombreux gènes, peut-être tous impliqués 

dans la MP ont au moins en partie une localisation mitochondriale (Schapira and Gegg 2011). 

C’est le cas par exemple des protéines parkine et Pink1. Des études à la fois chez les 

drosophiles et les mammifères ont montré qu’il existe une interaction entre la parkine et 

Pink1 qui semble essentielle à l’intégrité structurale et fonctionnelle des mitochondries 

(Exner et al. 2007), tant sur le plan du contrôle qualité de celles ci que sur le plan de la 

régulation de la dynamique mitochondriale (Ashrafi and Schwarz 2012). Les mitochondries 

sont des organites hautement dynamiques en terme de forme, de taille et de distribution 

cellulaire (Detmer and Chan 2007). La dynamique mitochondriale consiste en des fusions et 

divisions de mitochondries, mais également au mouvement de celles ci le long du 

cytosquelette. Les mitochondries sont organisées en réseaux. Ce réseau et ses effets sur les 

mitochondries sont un ensemble très conservé par l'évolution qui est essentiel dans de 

nombreux évènements cellulaires tels que la bioénergétique, les voies de contrôle-qualité et 

la régulation de la mort et de la viabilité cellulaire (Benard and Karbowski 2009; Soubannier 

and McBride 2009). Pink1 interagit avec des protéines mitochondriales telles que les 

protéines Miro, des GTPases qui interviennent dans la transport antérograde des 

mitochondries dans l’axone par interaction avec la kinésine 1 (Weihofen et al. 2009; Boldogh 

and Pon 2007; Frederick and Shaw 2007) ou encore la mitofiline, présente à la membrane 

interne des mitochondries (John et al. 2005) qui participe au contrôle de la morphologie des 

crêtes mitochondriales. Dans ces fonctions, la parkine parait souvent agir en aval de Pink1. 

Concernant la dynamique mitochondriale, on connaît autant chez les drosophiles que chez 

les mammifères, les acteurs protéiques, Mfn et OPA1 chez la drosophile (Deng et al. 2008) 

et Drp1, Fis1 et Mtp18 chez les mammifères. Les études menées chez ces différents 

modèles semblent indiquer un rôle prépondérant du couple parkine/Pink1 sur la quantité et 

l’activité de ces protéines. Les mutations de Pink1 ou de Parkine induisent une fragmentation 

plus importante du  réseau mitochondrial et une baisse de la production d’ ATP (Cui et al. 

2010; Dagda et al. 2009; Exner et al. 2007; Lutz et al. 2009; Sandebring et al. 2009; X. Wang 

et al. 2011; Weihofen et al. 2009). Cependant, l’absence de ces deux gènes ne provoquent 



 48 

pas un phénotype plus exacerbé, en accord avec le fait que la Parkine et Pink1 se trouvent 

dans la même voie (Schapira 2008).  

 

4 Les	
  traitements	
  :	
  

 

Les traitements de la MP visent actuellement à soulager les patients des symptômes 

délétères de la maladie, car il n’existe pas de traitement curatif. Les traitements se 

décomposent en plusieurs types : les médicaments visant à traiter les symptômes moteurs 

et/ou non moteurs, les traitements chirurgicaux, et les autres traitements non 

pharmacologiques ou invasifs.  

 

4.1 Traitements	
  de	
  type	
  médicament	
  :	
  

Parmi ces traitements, la levodopa (L-DOPA), précurseur de la DA, est un élément clef. Son 

effet sur les symptômes parkinsoniens fut en premier décrit par Carlsson et ses coll. en 1957, 

débutant l’utilisation d’injection de L-DOPA dans les traitements de la MP. Cette drogue reste 

la plus utilisée pour traiter les symptômes moteurs dans les premiers temps de la maladie. 

Cependant, elle induit très vite des dysfonctionnements moteurs (environ 4-6 ans après le 

début de la prise) avec l'apparition de dyskinésies. Le traitement est souvent pris avec co-

administration de carbidopa, un inhibiteur de la dopa décarboxylase qui empêche la 

conversion en périphérie de la L-DOPA en dopamine et permet de limiter des effets 

secondaires liés à cette conversion. Les agonistes dopaminergiques sont aussi souvent 

utilisés, car ils ont un effet très bénéfique sur les effets précoces du développement de la MP, 

même s’ils restent moins efficaces que la L-DOPA et entraînent de sévères problèmes de 

comportement à caractère obsessionnel et compulsif (Kelley, Duker, and Chiu 2012). Les 

agonistes dopaminergiques les plus utilisés sont la Sélégiline et la Rasagiline. D’autres 
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médicaments pouvant être ajoutés pour traiter les symptômes non moteurs associés 

(insomnies, somnolences, douleurs…).  

4.2 Traitements	
  chirurgicaux	
  :	
  

Ces traitements se caractérisent par des chirurgies invasives au niveau du cerveau. Deux 

types de chirurgie sont effectuées : la destruction de structures cérébrales à risque dans la 

MP et la stimulation cérébrale profonde.  

La stimulation cérébrale profonde fait intervenir l’implantation d’électrodes dans des noyaux 

sous-corticaux faisant partie des ganglions de la base comme le noyau sous-thalamique ou 

le globus pallidus. Chaque électrode est reliée à un boitier présent en sous-cutané au niveau 

du torse (Figure 14) qui permet de générer une stimulation électrique à haute fréquence 

(SHF) au niveau des zones ciblées.  

 

Figure 14 : Stimulation à haute fréquence : représentation schématique de 

l'emplacement des électrodes dans le cerveau et du boitier de stimulation.  
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C’est en 1987 que l’équipe de Bénabid a introduit la technique de stimulation à haute 

fréquence du noyau ventral intermédiaire du thalamus qui a été améliorée en 1990 par la 

stimulation des noyaux sous-thalamiques (Bergman, Wichmann, and DeLong 1990) chez le 

singe pour l’introduire finalement chez l’homme (1993).  

Il semblerait que l’effet principal de la SHF soit une inhibition des structures ciblées. En effet, 

de nombreux travaux d’électrophysiologies ont convergé vers cette hypothèse et l’idée que 

cette inhibition pourrait être liée au ciblage particulier des axones par les SHF, pouvant 

provoquer à fois des potentiels d’action ortho- et antidromiques, les premiers ayant un effet 

en inhibant les corps cellulaires de la structure ciblée alors que les second ont plutôt un effet 

sur les structures efférentes de la structure simulée en imposant une nouvelle activité au 

système (Carron et al. 2011). La stimulation à haute fréquence permet des résultats 

impressionnants sur les tremblements, tout en limitant les dyskinésies. Mais ce traitement 

reste encore limité à une petite portion de la population.  

4.3 Autres	
  types	
  de	
  traitements	
  :	
  	
  

Ces traitements ont pour but de changer le style de vie des patients. Ces traitements 

peuvent inclure des changements diététiques, des séances d’exercice physique pour 

maintenir une bonne mobilité des patients, des séances de rééducation orthophonique pour 

limiter et soigner certains troubles de la parole. Ces traitements sont complémentaires aux 

autres traitements présentés précédemment.  



 51 

Partie	
  III	
  :	
  La	
  drosophile	
  comme	
  modèle	
  
d’étude	
  du	
  système	
  nerveux	
  et	
  de	
  ses	
  

maladies	
  	
  

 

1 Le	
  système	
  nerveux	
  central	
  de	
  la	
  drosophile	
  	
  

 

La drosophile possède un système nerveux central relativement complexe. On dénombre 

environ 200 000 neurones dans le cerveau de la drosophile, ce qui permet à cet organisme 

d’exprimer une grande variété de comportements. On peut subdiviser le SNC de la 

drosophile en deux parties : le cerveau qui est responsable principalement de l’intégration 

des perceptions sensorielles et du contrôle des réponses comportementales, et la corde 

ventrale qui comprend les corps cellulaires des neurones moteurs contrôlant directement la 

locomotion (marche et vol) et des interneurones régulant l’activité de ces neurones moteurs.  

 

Figure 14 : Représentation du SNC de la drosophile.  

Les parties grisées représentent le corps de la drosophile, on distingue ainsi la tête et ses 

différentes parties comme le proboscis et les yeux. Les parties violettes représentent le SNC 

de la drosophile ; on distingue le cerveau dans la tête et la corde ventrale dans le thorax de 

la drosophile (Hartenstein, 1993 atlas). 
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1.1 Le	
  cerveau	
  et	
  ses	
  composants	
  	
  

 

Le cerveau de la drosophile se subdivise en plusieurs régions distinctes en partie 

caractérisées. Certaines structures sont aisément visibles : les lobes optiques, premiers 

relais d'intégration des signaux provenant des yeux (vision), les lobes antennaires qui sont 

responsables de l'intégration des signaux venant des antennes (perception des odeurs), et 

des régions différenciées du neuropile comme les corps pédonculés (mushroom bodies), le 

centre de la mémoire olfactive associative chez les insectes, ou le complexe central, qui 

contrôle diverses fonctions supérieures comme l’attention visuelle et la mémoire spatiale. 

 

 

Figure 15 : Représentation en 3D des principales structures du cerveau adulte de 
drosophile.  

En rouge, la medulla, en orange, la lobula, en jaune la plaque de la lobula, en marron, les 

corps pédonculés, en beige, les cornes latérales, en bleu les lobes antennaires, en vert le 

complexe central composé du corps ellipsoïde, des nodules, du corps en éventail et du pont 

protocérébral (Rein et al. 2002).  
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Les corps pédonculés ont été intensément étudiés du fait de leur implication dans la 

mémoire olfactive (Connolly et al. 1996; de Belle and Heisenberg 1994; Dubnau et al. 2001; 

McBride et al. 1999; McGuire, Le, and Davis 2001; Zars et al. 2000; Isabel, Pascual, and 

Preat 2004; Gervasi, Tchénio, and Preat 2010). Le complexe central qui regroupe le corps 

ellipsoïde, les nodules par paire, le corps en éventail et le pont protocérébral ont quand à 

eux des fonctions variées telles que le contrôle moteur, le conditionnement olfactif, certains 

aspects du comportement de cour, la tolérance à l'alcool et la mémoire spatiale (Bausenwein, 

Müller, and Heisenberg 1994; Heisenberg et al. 1985; Joiner and Griffith 2000; Scholz et al. 

2000; Strauss and Heisenberg 1993; Neuser et al. 2008).  

 

1.2 Le	
  ganglion	
  suboesophagien	
  

 

Le ganglion suboesophagien (GSO) est une zone du cerveau qui se compose d'environ 

6000 neurones et sert principalement de relai entre le cerveau et la corde ventrale. Il reçoit 

les projections des neurones gustatifs du proboscis, des alentours de la bouche et les pates 

(Stocker 1994). Les neurones gustatifs qui projettent dans le GSO viennent de régions 

variées, ce qui suggère un rôle important du GSO dans le goût (Thorne et al. 2004; Z. Wang 

et al. 2004). Il est également connu que le GSO se compose de motoneurones qui 

permettent l'extension du proboscis et l'alimentation (Stocker 1994).  

 

1.3 La	
  corde	
  ventrale	
  	
  

 

La corde ventrale (CV) est une structure nerveuse localisée au niveau du thorax et qui 

contribue fortement au mouvement car elle contient en particulier les motoneurones 

contrôlant la locomotion. Outre ses fonctions motrices, la CV participe également aux 

comportements de cour. Elle reçoit également les afférences des neurones sensoriels du 
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système nerveux périphérique provenant des pattes, des ailes et d’autres parties du corps 

de la mouche.  

 

Figure 16 : Organisation du SNC chez l’adulte.  

C) et D) Le SNC se répartit dans la tête pour le cerveau et le thorax pour la corde nerveuse 

ventrale. D) Le cerveau comprend une organisation très riche et possède des lobes optiques 

(ol), des lobes antennaires (AL) et des corps pédonculés (MB. La corde nerveuse ventrale se 

divise en plusieurs parties (T1, T2, T3 et A). Le SNC reçoit les afférences de neurones 

sensoriels venant de la périphérie.  

 

1.4 Les	
  différents	
  types	
  de	
  cellules	
  nerveuses	
  chez	
  la	
  drosophile	
  	
  

 

Chez la drosophile, le SNC est recouvert sur toute sa surface d’une couche isolante de 

cellules gliales qui rappelle la barrière hémato-encéphalique des mammifères. Au sein du 

SNC, on distingue le cortex (voir figure) localisé en périphérie, du neuropile situé plus en 

profondeur. Le cortex contient de nombreux corps cellulaires neuronaux et gliaux. Les 

projections neuronales (dendrites et axones) s’arborisent dans le neuropile où sont localisés 
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la majorité des contacts synaptiques. La glie du cortex enveloppe les corps cellulaires et 

peut également envoyer des prolongements dans le neuropile  Le neuropile contient d’autres 

types de cellules giales comme la glie engainante qui phagocytose les débris cellulaires et la 

glie réticulaire (astrocyte-like) (Figure 17).  

 

 

Figure 17 : Compartimentation des neurones et des cellules gliales dans le SNC de la 
drosophile (Hartenstein 2011).  

 

1.4.1 Les	
  neurones	
  :	
  	
  

Le SNC de la drosophile comprend une très grande variété de neurones, différant par 

exemple par le type de neurotransmetteur qu’ils expriment : neurones dopaminergqiues, 

sérotoninergiques, glutamatergiques, cholinergiques, histaminergiques, GABAergiques, ou 

exprimant des neuropeptides spécifques. Comme ceux des mammifères, les neurones de 

drosophiles possèdent une polarité avec des compartiments distincts, dendritique et axonal. 



 56 

Pendant longtemps, on a cru que les neurones des drosophiles étaient majoritairement 

unipolaires, comme chez d’autres invertébrés. En fait, les neurones de drosophiles peuvent 

être unipolaires ou multipolaires (Sánchez-Soriano et al. 2005; Yamamoto et al. 2006). 

Certains neurones sont uniquement unipolaires comme les motoneurones, les cellules de 

Kenyon (neurones des corps pédonculés) et de nombreux neurones sensoriels.  

  

 

Figure 18 : Polarité des neurones de drosophile (Rolls, 2011) (d'après Stone et al. 2010).  

 

1.4.2 Les	
  cellules	
  gliales	
  :	
  	
  

Une des fonctions essentielles des cellules gliales est d’isoler les composants du système 

nerveux en les entourant d’une ou plusieurs couches engainantes. Ces cellules participent 

au maintien des fonctions neuronales sur le plan métabolique et possèdent également un 

rôle physiologique. Comme indiqué ci-dessus, il existe plusieurs catégories de cellules 

gliales chez la drosophile : la glie de surface, la glie du cortex, la glie du neuropile et la glie 

du système nerveux périphérique. La glie de surface comprend deux types cellulaires: les 

cellules périneuriales et les cellules subpérineuriales. La glie du neuropile se subdivise 

également en deux catégories : la glie engainante et la glie de type astrocytaire. La glie du 

cortex est une glie associées aux corps cellulaires qui est très similaire aux astrocytes. Elle 

se trouve au niveau du cortex et envahie tout l’espace se trouvant entre les corps cellulaires 
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de neurones et effectue le contact avec l’équivalent de la barrière hématoencéphalique chez 

les mammifères et permet d’acheminer les éléments nutritifs ainsi que l’oxygène (Pereanu, 

Shy, and Hartenstein 2005; Ito, Urban, and Technau 1995). Elle serait également impliquée 

dans la synapse tripartite (Rival et al. 2004). Le principal rôle de la glie de surface est 

d’entourer et de protéger l’ensemble du cerveau, un peu à la manière de la barrière 

hématoencéphalique chez les mammifères. La glie engainante aurait davantage un rôle 

comparable à celui des oligodendrocytes des mammifères, avec un enroulement autour des 

axones, et un rôle important dans le remodelage axonal (phagocytose) en cas par exemple 

de blessure. La glie de type astrocytaire aurait, quand à elle, un rôle comme son nom 

l’indique plutôt d’astrocyte dans le neuropile et l’acheminement des nutriments aux neurones. 

Enfin, la glie du système nerveux périphérique (SNP) est une glie qui s'enroule autour des 

axones du SNP (Hartenstein 2011; Auld et al. 1995; Leiserson, Harkins, and Keshishian 

2000; Freeman and Doherty 2006; Rival et al. 2006).  

 

2 La	
  dopamine	
  	
  

 

 

Figure 19 : Formule chimique de la dopamine.  

 

La dopamine (DA) est une amine biogène synthétisée à partir de la L-tyrosine. C’est est un 

neurotransmetteur de la famille des catécholamines, qui est aussi un précurseur dans la voie 

de biosynthèse de deux autres catécholamines essentielles, l’adrénaline (épinéphrine) et la 
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noradrénaline (norépinéphrine) chez les mammifères. La dopamine est conservée dans tout 

le règne animal et largement distribuée dans le cerveau des drosophiles (Figure 20) 

(Monastirioti 1999; Nässel and Elekes 1992; Friggi-Grelin, Iché, and Birman 2003; 

Riemensperger, Isabel, Coulom, Neuser, Seugnet, and Kume 2011) où elle est la seule 

catécholamine.  

 

Figure 20 : Schéma des différents groupes (clusters) de neurones dopaminergiques 
chez la drosophile adulte (Monastirioti, 1999).   

 

La dopamine est un neurotransmetteur impliqué dans de nombreux processus biologiques et 

comportementaux, La dopamine ne fait pas partie des neurotransmetteurs excitateurs ou 

inhibiteurs rapides comme l’acétylcholine, le glutamate ou le GABA, qui sont fréquemment 

associés à des récepteurs de type ionotropiques. La dopamine joue plutôt un rôle de 
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neuromodulateur à plus long terme des activités synaptiques en se liant à des récepteurs 

métabotropiques couplés aux protéines G. Ces récepteurs sont de deux types : récepteurs 

de la famille D1 couplés à une protéine G activatrice de l’adénylate cylcase et récepteurs de 

la famille D2, couplés à une protéine G inhibitrice de l’adénylate cyclase  (Drago et al. 1998; 

Missale et al. 1998). Cette classification élaborée chez les mammifères semble avoir été en 

partie conservée chez la drosophile (voir ci-dessous). 

Chez les mammifères, la dopamine a été associée au contrôle des mouvements, des 

processus cognitifs (apprentissage et mémoire), des émotions, du sentiment de plaisir 

(reward) et de l’addiction. De nombreux troubles neurologiques ou comportementaux chez 

l’homme ont pour origine des dysfonctionnements du système dopaminergique. C’est le cas 

en particulier de la maladie de Parkinson ou de l'addiction aux drogues. Un rôle comparable 

de la dopamine dans de nombreux processus fondamentaux se retrouve aussi chez d’autres 

organismes plus simples, comme la drosophile.  

 

2.1 Rôles	
  de	
  la	
  dopamine	
  chez	
  la	
  drosophile	
  	
  
 

Chez les drosophiles, la DA est très étudiée actuellement du fait de son rôle dans 

l'apprentissage olfactif (Tempel, Livingstone, and Quinn 1984; Claridge-Chang et al. 2009; 

Y.-C. Kim, Lee, and Han 2007; Krashes et al. 2009; Riemensperger et al. 2005; Schwaerzel 

et al. 2003; Seugnet et al. 2008; Riemensperger, Isabel, Coulom, Neuser, Seugnet, and 

Kume 2011). Un des arguments en faveur de ce rôle réside dans l’abondance de la 

signalisation dopaminergique au niveau des corps pédonculés (Nässel and Elekes 1992; 

Han et al. 1996; Riemensperger et al. 2005; Claridge-Chang et al. 2009; Aso et al. 2010; 

Plaçais et al. 2012; Berry et al. 2012) La DA joue également un rôle chez la drosophile dans 

le contrôle de l'activité locomotrice (Friggi-Grelin, Iché, and Birman 2003; Lima and 

Miesenböck 2005; Yellman et al. 1997; Riemensperger, Isabel, Coulom, Neuser, Seugnet, 

and Kume 2011), de l'éveil et du sommeil (Rozi Andretic, van Swinderen, and Greenspan 
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2005; Ganguly-Fitzgerald, Donlea, and Shaw 2006; Kume et al. 2005; Lebestky et al. 2009; 

Riemensperger, Isabel, Coulom, Neuser, Seugnet, and Kume 2011; Ueno et al. 2012) de la 

prise alimentaire et de l’attraction au sucre (Riemensperger, Isabel, Coulom, Neuser, 

Seugnet, and Kume 2011; Marella, Mann, and Scott 2012) et de la sensibilité ou l’attirance à 

la lumière (Jay Hirsh et al. 2010; Riemensperger, Isabel, Coulom, Neuser, Seugnet, and 

Kume 2011). 

 

2.2 Le	
  système	
  dopaminergique	
  chez	
  la	
  drosophile	
  	
  
 

Chez la drosophile comme chez les mammifères, la biosynthèse et l’acheminement de la 

dopamine nécessitent plusieurs partenaires enzymatiques et protéiques. Deux enzymes 

cytosoliques sont nécessaires pour synthétiser la dopamine : la tyrosine hydroxylase (TH) 

qui catalyse la transformation de la L-tyrosine en L-DOPA (3,4-dihydroxyphénylalanine) 

(Neckameyer and Quinn 1989; Birman et al. 1994) et la DOPA décarboxylase (Ddc) (J Hirsh 

and Davidson 1981) qui transforme la L-DOPA en dopamine (Figure 21).  

 

 

Figure 21 : Voie de biosynthèse de la dopamine chez la drosophile.  

La dopamine est sythétisée à partir de la L-Tyrosine. La première étape est catalysée par la 

tyrosine hydroxylase (TH, codée par le gène pale) et est limitante pour la synthèse de la 

dopamine. La seconde étape permet de synthétiser la dopamine à partir de la L-DOPA et est 

catalysée par la dopadécarboxylase (DDC).  
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La dopamine est ensuite importée et concentrée dans des vésicules synaptiques, via le 

transporteur vésiculaire des monoamines (VMAT). VMAT est important pour l’homéostasie 

de la dopamine dans le système nerveux en régulant la quantité de dopamine pouvant être 

libérée (Simon et al. 2009; Lawal et al. 2010). 

La TH catalyse la première étape de la biosynthèse de dopamine chez la drosophile. Il existe 

un épissage alternatif du gène pale de la TH en fonction des tissus qui permet de générer 

deux transcrits: DTH I et DTH II (Birman et al. 1994). DTH I est exprimé dans le SNC alors 

que DTH II est exprimé dans des tissus non nerveux comme l'épiderme (Birman et al. 1994). 

La forme DTH II est requise pour la pigmentation et l'assemblage de la cuticule (Wright 

1987; Hopkins and Kramer 1992). La différence réside dans le fait que DTH II contient un 

segment acide de 71 amino acides dans le domaine de régulation. L’épissage alternatif du 

gène de la TH est un processus vital pour le bon développement des drosophiles (Vié et al. 

1999; Friggi-Grelin, Iché, and Birman 2003). La TH est requise pour la formation de la 

cuticule, l’exosquelette qui protège les drosophiles. Des mutants pour ce gène sont létaux et 

ce phénotype peut être sauvé par la réintroduction du gène spécifiquement dans la cuticule 

(Neckameyer and White 1993).  

La signalisation dopaminergique est largement distribuée dans de nombreuses aires du SNC 

chez les drosophiles. Chaque cluster dopaminergique innerve une partie particulière du 

cerveau (Mao and Davis 2009; Selcho et al. 2009; White, Humphrey, and Hirth 2010) et de la 

corde ventrale (Draper et al. 2007). 

 

2.3 Les	
  récepteurs	
  dopaminergiques	
  chez	
  la	
  drosophile	
   	
  	
  
 

Les récepteurs dopaminergiques sont des protéines comprenant 7 segments 

transmembranaires qui sont couplés à des protéines G activatrices (récepteurs de type D1) 

ou inhibitrices (type D2) de l’adénylate cyclase, l’enzyme de synthèse de l'AMPc. On trouve 



 62 

5 récepteurs de la dopamine chez les mammifères (type D1: D1 et D5 ; type D2: D2, D3 et 

D4) alors que 4 ont été identifiés jusqu’à présent chez la drosophile (type D1: dDA1)  Gotzes 

et al., 1994; Sugamori et al., 1995;) et DAMB (Han et al., 1996, Feng el al., 1996); type D2: 

DD2R (Hearn et al. 2002) et un inclassable: DopEcR (Srivastava et al., 2005).  

 

Figure 22 : RCPGs et voies associées (Blenau & Baumann, 2001). 

 

Les récepteurs de type D1 de la Drosophile sont des récepteurs couplés à des protéines Gs 

activatrice. Le récepteur dDA1/Dumb, découvert par Sugamori et coll., en 1995 est présent, 

chez l'adulte, dans les corps pédonculés et le complexe central, plus particulièrement au 

niveau des nodules, du corps en éventail et du corps ellipsoide mais absent du pont 
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protocérébral. Le récepteur dDA1 est également exprimé dans le ganglion ventral (Y.-C. Kim 

et al. 2003). Le récepteur DAMB est un récepteur plus particulier, découvert par K. Han et 

coll. en 1996 et Evans et coll (Feng, Hannan, Evans, Hall, Hon, et al. 1996), qui a une 

expression majoritaire dans les corps pédonculés. Couplé aux protéines Ga, DAMB est 

également capable d’activer la phospholipase C, ce qui a pour conséquence une libération 

du Ca2+ contenu dans le réticulum endoplasmique (Feng, Hannan, Evans, Hall, and Hon 

1996).  

 

 

Figure 23 : Activation de DAMB dans les ovocytes de xénope par différents 
neurotransmetteurs.  

L’activation de la phospholipase c par le récepteur DAMB, qui augmente l'hydrolyse du 

phosphatidyl inositol, entraîne la libération de Ca2+ intracellulaire. Cette libération de Ca2+ 

peut être suivie dans les ovocytes de xénope par l’activation d’un courant chlore dépendant 

du calcium (Feng, Hannan, Evans, Hall, and Hon 1996).  

 

Le récepteur D2R a été décrit par Hearn et coll., en 2002 comme un homologue des 

récepteurs dopaminergiques de type D2 des mammifères. Il est également couplé aux 



 64 

protéines Gi/o, c'est à dire que lorsqu'il est activé, il y a une inhibition de l'activité de 

l'adénylate cyclase, et donc une réduction de l'AMPc. La DA est un très bon agoniste du 

récepteur. De plus, l'activation de ce récepteur semble avoir des effets physiologqiues 

puisque l’activation de ce récepteur par un agoniste tel que la quinpirole augmente les 

comportements de toilettage et de locomotion sur des drosophiles décapitées (Yellman et al. 

1997; R Andretic and Hirsh 2000). Le récepteur D2R semble majoritairement présent au 

niveau du ganglion ventral et des lobes optiques (Draper et al. 2007).  

3 Le	
  glutamate	
  	
  

 

Le glutamate (Glu) est un neurotransmetteur excitateur, chez les vertébrés comme chez les 

drosophiles.  

 
Figure 24 : Représentation de la formule du glutamate.  

 

3.1 Rôles	
  du	
  glutamate	
  chez	
  la	
  Drosophile	
  	
  

 

Le Glu possède plusieurs rôles majeurs chez la drosophile. Le plus connu d'entre eux est 

certainement son implication dans la synapse entre les motoneurones et les muscles. En 

effet, contrairement aux mammifères, la jonction neuro-musculaire n'est pas assurée par le 

neurotransmetteur AcéthylCholine mais par le Glu (Jan and Jan 1976). Depuis, les 

mécanismes de neurostransmission sont largement étudiés dans cette jonction neuro-

musculaire et plus particulièrement chez la larve. Pendant de longues années, le rôle du 

glutamate chez la drosophile n'a pas davantage été connu. Cependant, on connait depuis 
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peu son implication dans de nombreuses fonctions comme le cycle circadien notamment du 

fait de la présence de neurones glutamatergiques dans certains de ces neurones, dans la 

vision du fait de la représentation très importante des neurones Glu dans la medulla (Raghu 

and Borst 2011). Ces neurones jouent un rôle central dans le mouvement puisque le Glu est 

le neurotransmetteur de la jonction neuromusculaire. Le Glu est aussi très présent dans les 

structures impliquées dans la mémoire (innervation des corps pédonculés). La transmission 

glutamatergique est également fortement représentée dans les lobes antennaires. On peut 

donc dire que la transmission glutamatergique est une signalisation majeure du système 

nerveux des drosophiles, tout comme chez les mammifères où le glutamate représente la 

majorité des transmissions synaptiques. Il y a encore très peu de données sur le glutamate 

chez la drosophile adulte, on sait cependant par des études anatomiques qu'il innerve la 

majorité des aires nerveuses chez la drosophile (Kahsai et al. 2012; Das et al. 2011).   

 
Figure 25 : La synapse tripartite.  

Cette synapse se compose de trois parties comme on peut le voir sur ce schéma : le 

neurone présynaptique qui libère du glutamate (Glu), le neurone cible en post-synaptique et 

les cellules gliales de type astrocytes. Les cellules gliales permettent le recyclage du 

glutamate qui se trouve dans la fente synaptique en glutamine (Gln) par l’intervention de la 
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glutamine synthétase (Gs) qui est ensuite libéré et récupéré par le neurone pré-synaptique 

glutamatergique pour synthétiser à nouveau du glutamate (Freeman and Doherty, 2006). 

  

La synapse tripartite est une particularité liée à la toxicité du glutamate. Elle fait, comme son 

nom l'indique, intervenir 3 participants au niveau de la synapse : le neurone présynaptique, 

le neurone postsynaptique et une cellule gliale. La présence de la cellule gliale est 

nécessaire, elle permet en effet de tamponner le milieu extracellulaire en glutamate et 

participe à une boucle de recyclage du glutamate vers le neurone présynaptique. Des 

travaux ont montrés que l'inhibition du transporteur glutamatergique gliale de la drosophile 

induit des mécanismes d'excitotoxicité (Rival et al. 2004).  

 

3.2 Les	
  neurones	
  glutamatergiques	
  chez	
  la	
  Drosophile	
  :	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  	
  

	
  

3.2.1 Les	
  interneurones	
  	
  

De nombreux interneurones (IN) glutamatergiques interviennent dans le fonctionnement 

normal du cerveau de la mouche. Tout comme chez les mammifères, leur rôle est de faire le 

lien entre des structures nerveuses afférentes et efférentes. Il n'est donc pas rare que chez 

la drosophile les IN fassent le lien entre des neurones qui peuvent être senseurs par 

exemple et d'autres neurones qui peuvent être par exemple des motoneurones (voir partie 

suivante). Il existe de nombreux modèles d'étude des interneurones Glu. Par exemple, les IN 

glutamatergiques des lobes antennaires permettent de faire le lien entre les neurones 

sensoriels présents dans les antennes et les différentes zones du cerveau (Das et al. 2011). 

Au niveau de la corde nerveuse ventrale, on trouve également des interneurones qui 

assurent le lien entre les fibres géantes descendantes du cerveau jusqu’à la CNV, et 

permettent de gérer l'initiation des mouvements ainsi que les neurones moteurs de la CNV 

(Rickert et al. 2011).  
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3.2.2 Les	
  motoneurones	
  	
  

Les motoneurones sont des neurones qui innervent les structures musculaires. Les 

motoneurones sont de plusieurs classes et existent à partir de stade larvaire du 

développement de la drosophile.  

 

 
Figure 26 : Schéma représentatif des motoneurones chez la drosophile adulte (Beak 
and Mann, 2009). 

Les motoneurones sont situés majoritairement dans la corde nerveuse ventral dans chaque 

zone T1, T2, T3 et A et envoient leurs projections dans les muscles en périphérie 

(représentées ici dans la patte).  

 

4 Modélisation	
  des	
  maladies	
  neurodégénératives	
  :	
  	
  

 

Depuis les travaux initiaux des laboratoires de Seymour Benzer (Kretzschmar et al., 1997 ; 

Min and Benzer, 1997 ; Min and Benzer, 1999), Nancy Bonini (Warrick et al., 1998) et 

Lawrence Zipursky (Jackson et al., 1998) il y a une quinzaine d’années, la drosophile est 

devenue un organisme modèle largement utilisé pour la modélisation des maladies 
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neurodégénératives humaines comme la MP (Feany and Bender 2000; Auluck et al. 2002), 

les maladies à expansion de polyglutamines (Warrick et al. 1998; G R Jackson et al. 1998) 

ainsi que la maladie d’Alzheimer et les tauopathies (Wittmann et al. 2001; Tschäpe et al. 

2002). De nombreux avantages justifient l’utilisation de la drosophile pour modéliser ces 

maladies. En premier lieu, on peut citer le fait que la durée de vie de cet organisme est 

courte (au maximum 70 jours à 25°C) et que le temps de génération est très rapide (10-12 

jours suivant le génotype à 25°C). En deuxième lieu, malgré une distance évolutive d’au 

moins 700 millons d’années entre la drosophile et l’homme (Douzery et al. 2004), la mouche 

du vinaigre reste un excellent outil génétique pour l’étude des maladies humaines. En effet, 

d’une part, environ 70% des gènes impliqués dans des maladies chez l’homme ont un gène 

homologue dans le génome de la drosophile. D’autre part, de nombreux outils génétiques 

existent qui permettent la surexpression, l’expression ectopique ou encore l’inhibition de 

certains gènes d’intérêt, comme le système UAS-Gal4 utilisant un facteur de transcription de 

la levure (Brand and Perrimon 1993). La figure 27 récapitule le principe de ce système. On 

comprend donc que la descendance issue de ce croisement exprimera la protéine Gal4 

capable de se fixer sur les séquences régulatrices UAS également présentent dans le 

génome et ainsi permettre l’expression du gène d’intérêt (nommé ici Human gene).   

 

 

 



 69 

 

Figure 27 : Le système UAS-GAL4 chez la drosophile. (Muqit et Feany, 2002) 

 

 

4.1 Maladies	
  par	
  expansion	
  de	
  polyglutamine	
  et	
  maladie	
  d'Alzheimer	
  	
  
 

4.1.1 Les	
  maladies	
  par	
  expansion	
  de	
  polyglutamines	
  (polyQ)	
  

Ces maladies neurodégénératives d’origine génétique sont caractérisées par la présence de 

protéines mutées pathogènes contenant une expansion d’homopolymère de glutamine 

provenant de l’expansion anormale du codon CAG dans les gènes correspondants. Parmi 

les neuf maladies à polyQ actuellement connues, on trouve la maladie de Huntington (MH) et 

six types d’ataxies spinocérébelleuses (SCA). Ces maladies sont causées par la mutation 

d'un seul gène, par exemple la Huntingtine pour la MH et différentes ataxines ou d’autres 

protéines suivant le type de SCA. Ces pathologies se caractérisent par une accumulation 

d’agrégats de peptides polyglutaminés provenant de la protéine mutante dans des inclusions 

nucléaires ou plus rarement cytoplasmiques, des symptômes moteurs, évoluant parfois en 
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symptômes cognitifs et neuropsychiatriques, et une neurodégénérescence progressive 

localisée dans des régions cérébrales spécifiques pour chacune de ces maladies.  

C'est en 1998 que la drosophile a été utilisée pour la première fois comme modèle de ces 

maladies par l’utilisation de transgènes produits à partir des protéines mutées humaines (G 

R Jackson et al. 1998; Warrick et al. 1998). Ces premiers modèles confirmèrent que plus il y 

a de répétitions de CAG, plus la dégénérescence est sévère et que les effets délétères 

dépendent du type cellulaire, les neurones étant particulièrement sensibles. D'autres études 

ont montré que la présence seule des polyQ est toxique pour les cellules et que 

l’accumulation des peptides polyQ dans les cellules gliales peut également induire des effets 

toxiques et une létalité (Kretzschmar et al. 2005; Liévens et al. 2005; Liévens et al. 2008; 

Liévens and Birman 2007; Tamura et al. 2009) en utilisant les molécules impliquées 

respectivement dans la MH et dans SCA3. Ces résultats obtenus chez la drosophile ont 

suggéré que les cellules gliales pourraient jouer un rôle important dans les pathologies 

humaines correspondantes. Les modèles drosophile ont également permis de montrer que, 

dans le cas d’une autre maladie à polyQ, l’atrophie musculaire spino-bulbaire, confiner la 

protéine mutée à l'extérieur du noyau permettait de limiter les neurodégénérescences 

(Takeyama et al. 2002; Warrick et al. 1998). Par la suite, l’exploitation de ces modèles in vivo 

a mis en évidence que la régulation de la transcription avait une part importante dans la 

toxicité des polyQ (Bilen and Bonini 2007; Branco et al. 2008; Fernandez-Funez et al. 2000; 

Steffan et al. 2001; Taylor et al. 2003). Cependant, le rôle des inclusions nucléaires dans les 

neurodégénérescences reste encore mal compris. Certaines études semblent indiquer que 

ces inclusions correspondent à un mécanisme de défense limitant la toxicité des expansions 

de polyQ (Bilen and Bonini 2007; Klement et al. 1998; Saudou et al. 1998; Warrick et al. 

1999).  

4.1.2 La	
  maladie	
  d'Alzheimer	
  

La maladie d'Alzheimer (MA) est la maladie neurodégénérative la plus commune chez les 

personnes âgées (5 à 10% des personnes de plus de 65 ans et près de 20% des plus de 80 

ans dans les pays d’Europe de l’Ouest) et une cause prépondérante de démences (plus de 
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la moitié des cas de démences chez les personnes âgées). Elle se traduit par un déclin 

graduel des fonctions cognitives, commençant par la perte des souvenirs d’évènements 

récents, suivie de troubles de l’humeur, des émotions, du raisonnement et du langage, pour 

aboutir à une atteinte des fonctions autonomes et à la mort. La MA se caractérise par des 

lésions localisées principalement au niveau du néocortex et de l’hippocampe : les plaques 

séniles ou amyloïdes à l’extérieur et autour des neurones, et les enchevêtrements 

neurofibrillaires (NFT, neurofibrillary tangles) à l’intérieur des neurones. On observe des 

pertes importantes de neurones cholinergiques dans différentes structures, en particulier au 

niveau du noyau basal de Meynert. La MA peut se développer de façon précoce (formes 

clairement génétiques qui correspondent à moins de 5% des cas) ou tardive (forme 

sporadique dont l’étiologie reste mal comprise : associée à la présence d’allèles dans 

plusieurs gènes, à l’exposition à des polluants environementaux comme l’aluminium ou le 

mercure, et certainement à d’autres causes non identifiées). De nombreuses équipes 

utilisent la drosophile pour modéliser les formes précoces de la maladie.  

Les plaques amyloïdes se composent de fibrilles agrégées de peptides beta amyloïdes Aβ40 

et Aβ42 (40 ou 42 suivant le nombre d’acides aminés du peptide), Aβ42 étant la forme la plus 

toxique, produits à partir de la protéine membranaire APP (amyloid precursor protein) par 

action séquentielle de protéases, les β et γ-sécrétases. La β-sécrétase est une enzyme 

transmembranaire appelée BACE (beta-site APP-cleaving enzyme) et la γ-sécrétase est en 

fait un complexe de protéines incluant les présénilines (PS-1 et 2), la nicrastrine, Aph-1 et 

Pen-2. Des mutations des protéines APP, PS-1 et PS-2 peuvent être à l'origine de 

l'accélération du déclenchement de la MA, induisant des formes précoces de la maladie 

(Selkoe 2001; Ye and Fortini 1999; Tanzi and Bertram 2005). Les NTF sont constituées de 

protéines Tau. Ce sont des protéines très solubles, que l'on trouve de façon particulièrement 

enrichie dans les axones car elles se lient aux microtubules. Dans le cas de la MA, Tau 

apparaît hyperphosphorylée et insoluble, formant ainsi les enchevêtrements pathogènes 

(Grundke-Iqbal et al. 1986; Goedert et al. 1993; Greenberg and Davies 1990). 
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Des homologues des gènes impliqués dans la MA existent chez la drosophile. Ainsi, des 

drosophiles déficientes pour le gène β amyloid protein precursor-like (Appl, homologue de 

APP) montrent des comportements anormaux qui peuvent être compensés par l'expression 

de l'APP humain, indiquant l'existence d'une conservation fonctionnelle entre les deux 

protéines (Luo, Tully, and White 1992). D’autres  études ont montré que la surexpression 

d’une forme humaine mutante d'APP peut induire des neurodégénérescences chez la 

drosophile (Finelli et al. 2004; Iijima et al. 2004; Stokin et al. 2008; Carmine-Simmen et al. 

2009).  

D'autres laboratoires ont utilisé comme modèle l’expression ectopique du peptide Aβ42 pour 

effectuer des cribles génétiques de modification des phénotypes neurodégénératifs. Ainsi, 

plusieurs voies intracellulaires de signalisation ont pu être impliquées telles que la voie 

Toll/NFκB (L. Tan et al. 2008). Une autre étude a mis à jour le rôle de la néprilysine (enzyme 

capable de dégrader les peptides Aβ) qui lorsqu'elle est surexprimée permet une limitation 

des pertes neuronales et des dépôts de peptides amyloides. Il a été montré que la 

surexpression de la néprilysine s'accompagne d'une réduction de la transcription induite par 

le complexe CEBP (cAMP-response element-binding protein) et diminue les effets des 

peptides Aβ pathogènes chez la drosophile, tels que les dysfonctionnements axonaux ou la 

mort prématurée (Iijima-Ando et al. 2008). 

La protéine tau (tubule-associated unit) étant directement impliquée dans la pathogenèse, de 

nombreux chercheurs se sont attachés à utiliser diverses formes de cette protéine pour 

modéliser la MA chez la drosophile (Williams, Tyrer, and Shepherd 2000; Wittmann et al. 

2001; George R Jackson et al. 2002). Certains ont utilisé une protéine de fusion tau-GFP 

dérivée de la protéine bovine tandis que d’autres ont choisi d’exprimer les formes sauvages 

ou pathogéniques de la tau humaine (Williams, Tyrer, and Shepherd 2000). Tau possède un 

homologue chez la drosophile et des expériences ont montré que la surexpression de cette 

protéine endogène a également des conséquences négatives sur le fonctionnement 

neuronal (Mershin et al. 2004). Comme tau est anormalement phosphorylée dans les NTF, 

d’autres études ont recherché si les enzymes de phosphorylation ou de déphosphorylation 
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de tau pourraient intervenir dans la pathologie. Un crible de kinases ou phosphatases 

potentiellement impliquées dans la régulation de tau a donc été réalisé avec succès in vitro 

(V. M. Lee, Goedert, and Trojanowski 2001). De ces études, on peut relever la kinase PAR-1 

(protease-activated receptor-1, homologue de MARK chez Homo sapiens) qui participe au 

contrôle de la polarité cellulaire et de l'asymétrie des divisions mitotiques (Nishimura, Yang, 

and Lu 2004). Chez les mammifères, MARK contrôle la dynamique des microtubules, la 

polarité cellulaire et la différentiation neuronale. De plus, cette protéine est connue pour se 

lier aux NTF dans le cerveau des patients atteints de la MA (Drewes et al. 1997; Böhm et al. 

1997; Biernat et al. 2002). Chez la drosophile, il a été montré que PAR-1 pouvait initier la 

phosphorylation de la protéine tau à plusieurs sites, la rendant pathogénique (Nishimura, 

Yang, and Lu 2004). Ces travaux sont en faveur de l’hypothèse que la phosphorylation de 

tau est une étape importante dans sa toxicité in vivo. Une autre protéine a été identifiée : 

PSA (PSA/Npepps, puromycin-sensitive aminopeptidase) qui catalyse la protéolyse de tau. 

Une perte de fonction de cette protéine aggrave les neurodégénéresecences alors qu'en 

conditions physiologiques, PSA aurait un effet neuroprotecteur (Karsten et al. 2006). En 

dépit de ces études, le mécanisme de neurotoxicité induit par la phosphorylation de tau reste 

encore mal compris. Une des hypothèses est que la phosphorylation excessive de tau 

pourrait altérer ses interactions avec d'autres protéines qui restent à identifier.  

Globalement, les études menées suggèrent une part prépondérante des dysfonctionnements 

axonaux et synaptiques dans la MA. Ainsi, la suractivation de PAR-1 chez la drosophile 

provoque des anomalies au niveau des jonctions neuromusculaires (JNM) : Dlg, homologue 

de PSD-95, une protéine impliquée dans l’architecture et le fontionnement de la synapse au 

niveau post-synaptique, est délocalisée (Zhang et al. 2007; Almeida et al. 2005; Gylys et al. 

2004; Roselli et al. 2005). Chez les patients atteints de la MA, on retrouve une diminution 

comparable de PSD-95 en post-synapse. Les mutants Psn (Presenilin) ont aussi des défauts 

d'apprentissage et du fonctionnement synaptique (Knight et al. 2007).  
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Figure 28 : La suprexpression de PAR-1 augmente la toxicité de tau envers les 
photorécepteurs chez la drosophile.  

Cette étude montre que la toxicité de tau est accrue en présence de PAR-1 (E, F et G) ; en 

effet la coexpression dans les photorécepteurs de PAR-1 et de la tau humaine (h-tauM) 

induit une plus grande perte (F et G) que lorsque PAR-1 est exprimé seul (G) ou lorsque h-

tauM est présent seul (E et G) (Nishimura, Yang, and Lu 2004).  

 

Beaucoup moins d'études ont abordé chez la drosophile l’analyse des formes tardives et non 

purement génétiques de la MA. Des variants de la protéine Ubiquilin-1 (UBQLN1) sont 

associés à une augmentation du risque de développement tardif de la MA. En l'absence de 

son homologue chez la drosophile, Ubqn, on observe une neurodégénérescence (A. Li et al. 

2007). De plus, de fortes interactions ont été mises en évidence entre APP, Psn et Ubqn, 

chez la drosophile, apportant ainsi une évidence de plus en faveur de l'implication 

d’UBQLN1 dans la pathogenèse des formes tardives de la MA.   

 

4.2 Maladie	
  de	
  Parkinson	
  	
  	
  

Le premier modèle génétique de la MP a été créé chez la drosophile par Feany et Bender en 

2000. Cette étude s'était intéressée à l'effet de l'expression neuronale des formes sauvage 

ou mutantes (A30P et A53T) de l’α-syn, une protéine qui n’a pas d’homologue chez la 

drosophile. Les auteurs ont montré que cette expression pouvait aboutir à des effets aussi 
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bien cellulaires que comportementaux. Ainsi, les mouches surexprimant ces différentes 

formes de l’α-syn présentent après plusieurs semaines une perte du marquage de la TH 

dans le cerveau (Figure 30), interprétée par les auteurs comme une perte de neurones 

dopaminergiques, ainsi qu'une accumulation de la l’α-syn dans des inclusions 

cytoplasmiques comparable aux corps de Lewy. Les mouches développent aussi des déficits 

moteurs caractérisés par une accélération du déclin des capacités locomotrices au cours du 

temps (Figure 31). A noter que les capacités locomotrices des drosophiles sont 

généralement déerminées par leur performance dans un test de géotaxie négative, qui 

évalue leur capacité à grimper en réponse à un choc mécanique (startle-induced negative 

geotaxis).  

 

 

Figure 29 : Perte du marquage de la tyrosine hydroxylase dans des neurones 
dopaminergiques de drosophile après surexpression de l’α-syn.  

La flèche en c) indique des neurones dopaminergiques visibles par un marquage contre la 

tyrosine hydroxylase qui ne sont plus visibles en d) (Feany and Bender, 2000).  
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Figure 30 : Perte de locomotion chez les mouches exprimant différentes formes de l’α-
syn de façon pan-neuronale.  

Cette étude a montré que la perte de l’habilité à grimper le long d’une colonne intervient à 

environ 40 jours chez des drosophiles contrôles. Lorsqu’on exprime dans tous les neurones 

les formes sauvages, mutantes A53T et A30P de l’α-synucléine, cette perte intervient 

beaucoup plus tôt, autour de 25 jours avec une diminution qui semble plus forte dans le cas 

de l’expression de la forme A30P (Feany and Bender 2000). 

 

A la suite de ce travail initial, d’autres laboratoires se sont intéressés à la modélisation des 

formes familiales de la MP. Cependant, plusieurs articles témoignent de difficultés à 

reproduire la perte des neurones dopaminergiques en présence d’α-syn (Whitworth et al. 

2005; Pesah et al. 2005), alors que d'autres l’interprètent comme une diminution d'intensités 

des immunomarquages de la TH ou de la GFP spécifiquement exprimée dans ces neurones. 

La plupart des études parviennent à reproduire les effets locomoteurs (Cooper et al. 2006; 

Wassef et al. 2007; Trinh et al. 2008; Botella, Bayersdorfer, and Schneuwly 2008).  

Plusieurs modèles visant à étudier l’effet des mutations du gène lrrk2 ont été effectuées, 

s’intéressant autant à l’effet de la surexpression des formes humaines sauvage ou mutantes 

de la protéines LRRK2 qu’à l’effet de la surexpression des orthologues existant chez la 

drosophile (Z. Liu et al. 2008; Imai et al. 2008; Ng et al. 2009). Ces études trouvent 
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globalement une perte plus ou moins importante des neurones dopaminergiques de la 

drosophile en fonction des types de mutants surexprimés. Par exemple,  l’expression de la 

forme sauve ou de la forme mutée G2019S chez les drosophiles mène à une importante 

perte des neurones dopaminergiques et des photorécepteurs (Liu et al. 2008), alors que la 

surexpression des orthologues de drosophile ou des formes mutées Y1699C ou I2020T ne 

donnent aucune perte significative des neurones DA (S. B. Lee et al. 2007). Cependant, un 

lien entre le phénomène de traduction des protéines et la perte des neurones 

dopaminergiques a pu être mis en évidence (Imai et al. 2008). En effet, LRRK2 participe à la 

phosphorylation de eIF4E, un facteur de traduction et interviendrait dans la voie eIF4E/4E-

BP. Lorsque LRRK2 est mutée, cette voie est dérégulée et la traduction également, 

provoquant une perte progressive au cours du temps des neurones dopaminergiques (Imai 

et al. 2008).  

L’intérêt de l’étude de la MP chez la drosophile a été conforté en particulier par les travaux 

effectués sur les  gènes parkin (park) et Pink1 (PTEN-induced putative kinase 1), qui ont mis 

en évidence leur interaction, leur fonction mitochondriale et mis l’accent sur le rôle central 

des dysfonctionnements mitochondriaux dans la MP. Contrairement à l’α-syn qui n’a pas 

d’homologue structural chez la drosophile, park et Pink1 sont largement exprimés dans le 

SNC de la mouche (Horowitz et al. 2001; Bae, Park, and Kang 2003; I. E. Clark et al. 2006; J. 

Park et al. 2006). Les mutants de drosophile déficients pour park ou Pink1 ont des défauts 

locomoteurs (J. C. Greene et al. 2005) et des pertes de neurones dopaminergiques (J. Park 

et al. 2006; J. C. Greene et al. 2003; Cha et al. 2005; Whitworth et al. 2005; C. Wang et al. 

2007). De façon intéressante, des défauts similaires ont été observés après surexpression 

de formes mutées de la parkine présentes chez les patients, suggérant la possibilité d’effets 

dominants de ces protéines chez l’homme (Sang et al. 2007; Darios et al. 2003). Concernant 

les effets de l’absence de park ou Pink1 sur la dynamique mitochondriale, les premiers 

travaux ont montré qu’il est possible de contrebalancer ces effets en se plaçant dans des 

conditions génétiques favorisant la fission mitochondriale (Poole et al. 2008; J. Park, Lee, 

and Chung 2009). De plus, il a été montré que Pink1 et Parkin sont tous deux importants 
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pour isoler les mitochondries du reste du réseau par des intéractions avec des protéines 

considérées comme des moteurs moléculaires (X. Wang et al. 2011).  Il serait ainsi possible 

que les mitochondries défectueuses soient isolées du reste du réseau par ce biais est 

incorporées ensuite dans des processus de mitophagie (S. Liu et al. 2012).  

La drosophile a aussi été utilisée pour modéliser les formes sporadiques de la MP, en 

exposant les animaux à des toxines environnementales comme la roténone ou le paraquat 

(PQ), qui sont des pesticides ou herbicides associés à l’apparition de la maladie chez les 

personnes régulièrement exposées comme les agriculteurs. Coulom et Birman ont ainsi les 

premiers modélisé la MP en administrant des doses sublétales de roténone par intoxication 

chronique à des drosophiles. Ce traitement entraîne une perte sélective des neurones DA du 

cerveau ainsi que des déficits moteurs. Les déficits moteurs sont compensés par l’ingestion 

de L-dopa, le précurseur direct de la dopamine, ou l’administration d’un agent anti-oxydant, 

la mélatonine. Par contre, de ces deux agents, seule la mélatonine protège contre les pertes 

de neurones (Coulom and Birman 2004). De façon comparable, Chaudhury et coll., en 2007, 

ont montré des pertes des neurones dopaminergiques après intoxication au PQ. Ces auteurs 

ont aussi montré que le niveau de dopamine influait sur la résistance des drosophiles au PQ. 

En effet, des mouches mutantes ayant des niveaux plus élevés de DA sont plus résistantes 

au PQ que des mouches sauvages, et l’inverse est aussi vrai (moins de DA, moins de 

résistance) (Chaudhuri et al. 2007). Enfin, les mutants d’homologues de gènes impliqués 

dans la MP comme park, Pink1, Lrrk et DJ-1α sont plus sensibles au PQ ou à la roténone 

que des drosophiles sauvages, et moins sensibles en général dans des conditions où ces 

gènes sont surexprimés (Pesah et al. 2005; J. Park et al. 2005; Menzies, Yenisetti, and Min 

2005; Meulener et al. 2005; I. E. Clark et al. 2006; Lavara-Culebras and Paricio 2007; Imai et 

al. 2008).  
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Figure 31 : Le paraquat induit une dégénérescence des neurones dopaminergiques 
chez la drosophile. 

A. Effet d’une augmentation de la biosynthèse de dopamine sur la résistance des 

drosophiles au PQ. Ces résultats montrent que lors de l’augmentation de la biosynthèse de 

dopamine dans les neurones dopaminergiques, on observe une protection des drosophiles 

contre la toxicité du paraquat. B. Perte progressive des neurones dopaminergqiues après 

intoxication au PQ. Le PQ induit une perte des neurones plus ou moins importante en 

fonction des clusters dopaminergiques et dépendante du temps d’exposition : on remarque 

que les neurones DA des clusters PPM1 et PPL2 sont touchés en dernier alors que la perte 

observée dans les autres clusters est très rapide (Chaudhuri et al. 2007). 
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OBJECTIFS	
  DE	
  LA	
  THESE	
  

La compréhension des mécanismes qui sous-tendent le dysfonctionnement et la perte 

progressive des neurones dans les maladies neurodégénératives permettrait sans doute 

d’améliorer les traitements existants ou d’imaginer de nouvelles approches pour soigner les 

nombreuses personnes atteintes par ce type de pathologie. L’une de ces maladies est la MP, 

qui touche environ 100 000 personnes en France et 4 millions dans le monde, et qui, comme 

on vient de le voir, ne possède toujours pas de vrai remède curatif. De plus, on ne sait pas 

reconnaître avec certitude les signes précoces de son déclenchement.  

La MP détruit les neurones dopaminergiques de la substance noire, l’un des quatre noyaux 

gris centraux situés à la base du cerveau, encore appelés ganglions de la base, qui 

participent en particulier au contrôle des mouvements. On considère qu’il existe deux types 

de causes majeures dans cette maladie : des causes environnementales (pesticides, 

herbicides, métaux lourds) et des causes génétiques (mutation de gènes), qui pourraient 

interagir et entrainer le déclenchement de la maladie. Durant ma thèse, j’ai essayé de 

comprendre, à partir de deux exemples, comment ces différents facteurs altèrent le 

fonctionnement du système nerveux, en utilisant le modèle de la drosophile.  

Les objectifs de ma thèse se divisent donc en deux axes : 

- un axe « environnemental » visant à comprendre les effets d’un composé herbicide, le 

paraquat (PQ), interdit d’utilisation dans l’Union européenne depuis 2007 en raison du lien 

probable de l’exposition à cette toxine avec la MP, notamment en étudiant l’influence de la 

dopamine (DA) sur sa neurotoxicité,  

- un axe « génétique » visant à comprendre les effets de, l’α-synucléine (α-syn) de types 

sauvage et mutée (forme A30P), une protéine impliquée dans la MP. Cette étude m’a 

conduite en particulier à développer une technique de culture ex vivo du système nerveux 
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central (SNC) de drosophile, afin de pouvoir observer les effets progressifs de l’α-syn sur les 

fonctions de base des neurones dopaminergiques. 
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MATERIELS	
  ET	
  METHODES	
  :	
  

 

1 Les	
  drosophiles	
  	
  

 

Les drosophiles ont été élevées à 25°C en conditions d’humidité constante dans des fioles 

contenant un milieu nutritif composé d’un mélange de farine de blé, de levure et d'agar auquel est 

ajouté du méthyl-4-hydroxy-benzoate méthylparabène (E218) qui est un conservateur. Différentes 

lignées génétiques ont été utilisées pour les tests (le système UAS-Gal4 a été décrit dans 

l’Introduction, partie III):  

Lignées  Caractéristiques  

Canton-S Sauvage aux yeux rouges 

W1118 Sauvage aux yeux blancs 

Mutantes  

Damb1 Absence du récepteur DAMB 

dumb1 Absence du récepteur dDA1 

Drivers Expression 

Elav-Gal4 Pan-neuronale 

TH-Gal4 Neurones dopaminergiques 

5HT-Gal4 Neurones sérotoninergiques 

DDC-Gal4 Neurones dopaminergiques et sérotoninergiques 

VGluT-Gal4 Neurones glutamatergiques 
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5'TH-Gal4 Cuticule 

PDF-Gal4 Neurones à PDF (Pigment dispersing factor) 

UAS  

UAS-THg5 Tyrosine hydroxylase 

UAS-RNAi-DAMB ARN interférent contre DAMB 

UAS-DAMB DAMB 

UAS-DVGluTGFP Transporteur vésiculaire du glutamate marqué avec la GFP 

UAS-GCaMP3 Senseur calcique 

 

Les expériences ont été effectuées sur des drosophiles femelles âgées de 7 à 10 jours. Les 

adultes sont triés la veille des expériences après anesthésie au CO2. Juste avant le test, les 

femelles sont anesthésiées par le froid, c’est-à-dire qu’elles sont placées dans une fiole vide dans 

un bac à glace. Chaque expérience a été effectuée sur environ 100 mouches de même génotype. 

N représente le nombre d’échantillons de 10 individus, donc lorsqu'on a N=10, cela signifie que 

100 drosophiles ont été testées.  

2 Tests	
  de	
  survie	
  	
  

 

Des tests de survie ont été développés et utilisés pour évaluer la résistance des drosophiles de 

différents génotypes suite à une exposition au PQ. Nous avons utilisé deux méthodes, chacune 

d'entre elles ayant un avantage propre; l'intoxication par ingestion ou l’application brève de la 

toxine sur la partie antérieure du corps de drosophiles décapitées. Un des problèmes que nous 

avons rencontré réside dans la reproductibilité des expériences sur le plan quantitatif. En effet, 

l'état biologique de départ des drosophiles, ainsi que les conditions climatiques, affectent 

significativement leur taux de survie après une intoxication au PQ. Nous avons observé qu’il est 



 84 

important de contrôler avec précision l'âge des mouches, fixé entre 7 à 10 jours, le taux d’humidité 

et la température. Pour ce faire, les drosophiles intoxiquées entières et décapitées ont été placées 

dans des boîtes à sucre en condition humide (obtenue en imbibant raisonnablement d'eau distillée 

une feuille de sopalin pliée en deux placée sur le fond de la boite), et toujours gardées à une 

température constante de 25°C dans un incubateur.  

 - intoxication par ingestion 

Les drosophiles ont été réparties par groupe de 10 dans des boites de Pétri sur une double 

couche de papier Whatman imbibée, soit d'une solution de PQ à 20 mM dilluée dans du sucrose à 

2%, soit  de sucrose à 2% seul. Les survivants sont comptés toutes les 30 minutes. Une 

drosophile vivante présente spontanément des mouvements comme la marche ou le nettoyage 

(grooming) en réponse à un stimulus mécanique tel que le choc de la boite sur la paillasse.  

 - intoxication par application directe 

L'utilisation des drosophiles décapitées présente plusieurs avantages. Premièrement, cette 

technique permet de contrôler avec précision le moment d’assimilation de la toxine, contrairement 

à la méthode précédente car il est connu que les drosophiles ingèrent peu volontiers un liquide 

contenant du PQ (Ja et al. 2007). De plus, la drogue agit beaucoup plus rapidement que par la 

technique d’ingestion et la quantité reçue ne dépend pas du génotype ou du comportement des 

drosophiles. On compte la quantité de survivants ensuite toutes les 30 minutes. La difficulté de 

cette méthode réside dans le fait qu’il est plus délicat d’évaluer le moment précis de la mort. Nous 

avons considéré qu’une drosophile décapitée était morte lorsqu’elle ne répond plus à aucun 

stimulus mécanique effectué à l’aide d’une pince. Il est à noter que les mouches décapitées 

peuvent survivre jusqu’à 3 jours en conditions humides et qu’elles possèdent plusieurs 

comportements spontanés, comme le nettoyage intensif de leurs pattes. Les stimuli mécaniques 

peuvent entraîner plusieurs types de comportements, allant de la marche au saut en passant par 

le basculement sur le dos avec mouvement des membres. Il arrive même parfois que suite à un 

stimulus les drosophiles sans tête s’envolent.  
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3 Quantification	
  de	
  l’ingestion	
  	
  

 

Dans le but de savoir si les drosophiles ingéraient effectivement le PQ et ne mourraient pas 

simplement de déshydratation, j’ai développé au laboratoire une méthode qui permet de visualiser 

l’ingestion ou non de la toxine mais également de la quantifier (méthode inspirée de celle décrite 

par Meunier et al, 2007) (Meunier, Belgacem, and Martin 2007). Cette méthode a également été 

utilisée avec succès pour estimer la quantité ingérée par des drosophiles déficientes en dopamine 

en présence et en absence de L-dopa dans la nourriture (Figure 34) (Riemensperger et al., 2011).  

 

 

Figure 32 : Formule et spectre d’absorbance de la sulforhodamine B.  

Le spectre d’absorbance indique que le maximum d’absorbance se trouve à 570 nm, longueur 

d’onde qui est choisie dans le protocole pour mesurer les quantités de colorant ingéré.  

 

Le protocole consiste à placer les drosophiles dans des boites de Pétri contenant du papier 

Whatman imbibé avec la solution choisie additionnée d’un colorant rose non toxique, le 

sulfhorodamine B (Figure 32). Les drosophiles ont été préalablement privées d’alimentation 

pendant 1 h (à humidité et température constantes), puis gardées pendant 20 min dans des boites 

de Pétri contenant la sulfhorodamine B diluée à 20 mM  dans une solution de sucrose à 2% à 

laquelle pouvait être ajoutée une drogue ou une toxine. On récupère ensuite les mouches que l’on 

congèle. A cette étape, on peut déjà évaluer visuellement si la solution  a été ingérée grâce à la 

transparence de la cuticule de l’abdomen sur la face ventrale (Figure 33).  
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Figure 33 : Visualisation de l’ingestion de nourriture par le colorant alimentaire.  

La photo de gauche représente une drosophile qui n’a pas ingéré la solution contenant le 

sulfhorodamine B, alors qu’à droite, l’abdomen de la drosophile ayant ingéré une solution 

contenant du sulfhorodamine B  est bien rosé par le colorant.  

 

La suite du protocole consiste tout d’abord à séparer les têtes et ne garder que les corps. Cette 

étape permet d’éliminer les pigments endogènes contenus en grande quantité dans les yeux. 

Ensuite, les corps sont broyés dans du PBS (phosphate-buffered saline), et le broyat obtenu est 

centrifugé 5 min à 10 000 rpm. Le surnageant est prélevé, et on y ajoute du chloroforme qui 

dissout les lipides. La densité optique du surnageant récupéré est mesurée à l’aide  d’un 

spectrophotomère Nanodrop à 570 nm et elle est proportionnelle à la quantité de nourriture 

absorbée (Figure 35).  
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Figure 34 : Type de résultat obtenu (Riemensperger et al., 2011).  

A gauche, mesure de l’ingestion de nourriture lors de la présentation de sucrose seul. A droite, 

mesure de l’ingestion de nourriture lors de la présentation simultanée de sucrose et de L-DOPA. 

On remarque que les drosophiles déficientes en dopamine ingèrent très peu de sucrose seul alors 

que la présence de L-DOPA dans la nourriture induit un sauvetage de la consommation de 

nourriture (voir Annexe).  

4 Culture	
  des	
  systèmes	
  nerveux	
  adultes	
  ex	
  vivo	
  

 

Cette méthode a été développée afin de pouvoir étudier les effets physiopathologiques de l'α-

synucléine dans des cerveaux vivants maintenus in vitro. Les avantages de  cette approche 

permet de suivre un même cerveau tout au long de son vieillissement et pouvoir évaluer l'effet qu'a 

un facteur comme l'α-syn native ou mutante sur la morphologie des neurones, leur excitabilité ou 

encore le transport axonal des vésicules.  
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La technique de culture est inspirée de celle décrite par Ayaz et al., 2008, à laquelle j’ai introduit 

de nombreuses modifications. Le protocole final consiste en plusieurs étapes qui permettent la 

survie des systèmes nerveux entiers ex vivo pour une durée allant jusqu’à 28 jours (Figure 35).  

 

Les SNC entiers sont disséqués dans un environnement propre mais non stérile, puis mis en 

culture sur de l'agarose à 0,5 % dans une solution de composition saline proche de l’hémolymphe 

(Cattaert, Birman, and Bordeaux 2001). Le SNC est alors maintenu immobile entre deux couches 

d'agarose filtré, une couche fine sur laquelle on pose le cerveau que l'on recouvre ensuite d'une 

autre couche la plus fine possible. Il faut environ 20 µl d'agarose au total pour la mise en culture. 

Cette technique permet l'observation des SNC à l'aide d'un microscope droit. La présence 

d'agarose en dessous des cerveaux ne permet pas une bonne observation à l'aide d'un 

microscope inversé, mais la technique peut aisément être améliorée en retirant la couche du 

dessous. Par contre, cette mise en culture ne permet pas d’effectuer d’expériences 

d'électrophysiologie car les pipettes d’électrode se bouchent avant même d'avoir atteint le système 

nerveux. Il existe pour cela d'autres techniques.  

 

Figure 35 : Système de mise en culture.  

Un ruban adhésif perforé est placé au fond d'une boite de Pétri et stérilisé pendant une nuit dans 

le l’éthanol à 70°. Une goutte d'agarose à 0.5% est placée dans le trou du ruban adhésif. Le CNS 



 89 

entier de la drosophile est ensuite placé dans cette goutte après quelques minutes et est recouvert 

d'une couche très fine d'agarose. 2 mL de milieu de culture est ajouté.  

 

5 Redistribution	
  de	
  fluorescence	
  après	
  photoblanchiment	
  (FRAP)	
  	
  

 

J’ai introduit la technique de FRAP dans l'équipe suite au développement de la méthode de mise 

en culture des SNC entiers. Les résultats seront présentés dans la partie II des Résultats, chapitre 

3. Cette technique nous a permis d'évaluer la mobilité des vésicules synaptiques dans les 

terminaisons des neurones dopaminergiques et glutamatergiques dans le en contexte 

pathologique du modèle de la MP, en présence d’α-synucléine native ou mutante. Le principe de 

la technique de FRAP repose sur le fait que les molécules fluorescentes perdent complètement 

leur fluorescence après un pulse de laser à partir d’une certaine puissance de rayonnement. On 

choisi alors une zone de la préparation, nommée ROI (region of interest), qui va subir ce 

traitement et dans laquelle on va suivre la cinétique de retour de la fluorescence. Cette technique 

permet donc de visualiser la mobilité des molécules fluorescentes non irradiées provenant des 

régions adjacentes situées autour de la ROI, et de mesurer leur vélocité. On peut ainsi estimer par 

le FRAP la mobilité de diverses molécules, comme la GFP, qui diffusent librement dans les 

différents compartiments cellulaires, ou des molécules fluorescentes couplées à d'autres protéines 

libres ou non, qui peuvent être membranaires, ou cytosoliques. Dans notre cas, nous avons utilisé 

des molécules de GFP couplées au transporteur vésiculaire du glutamate, permettant de visualiser 

le mouvement des vésicules dans les synapses (Figure 36).  
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Figure 36 : Principe de la technique de FRAP appliqué à une synapse.  

Les vésicules synaptiques fluorescentes n’ayant pas été photoblanchies sont représentées en vert 

alors que celles qui ont subit le traitement sont en noir. La zone d’intérêt (ROI) est représentée en 

pointillés surplombé d’une étoile rouge. Les trois panneaux a, b et c représentent le principe du 

FRAP à trois temps différents : avant le photoblanchiment (Pre-bleach) (a), juste après le 

photoblanchiment (Photo-bleaching) (b) et plus tard (Post-bleach)(c).  

 

Les résultats ainsi que des méthodes plus détaillées de cette étude sont présentés dans la partie II 

des résultats, chapitre 3.  

 

6 Imagerie	
  Calcique	
  	
  

 

J’ai développé l’imagerie calcique sur des SNC en culture dans l'équipe. L’imagerie calcique, c’est-

à-dire la mesure relative des taux de calcium intracellulaire par imagerie instantanée en 

fluorescence, a été effectuée, par principe de faisabilité, dans le cadre d’un travail en collaboration 

concernant les circuits de neurones impliqués dans le rythme circadien. Les neurones étudiés 

synthétisent le neuropeptide PDF (pigment-dispersing factor). Le but était d’utiliser le senseur 

calcique GCaMP3 (Figure 37) (Tian et al. 2009) qui a une bien meilleure sensibilité aux flux 

calciques que les senseurs calciques des générations précédentes, TN-XL ou CaM, qui sont des 
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senseurs calciques ratiométriques utilisant le principe du FRET (Riemensperger Fiala 2012), et 

avec lesquels j'avais d’abord obtenu des résultats peu encourageants. La technique de FRET 

(Fluorescence Resonance Energy Transfer) repose sur le transfert d’énergie de l’état d’un 

fluorophore 1 (dit donneur) vers un autre fluorophore 2 (dit accepteur) et ce, uniquement lorsque 

ce couple de fluorophores est à très proche distance. De plus, pour que le transfert puisse avoir 

lieu, il faut que le spectre d'émission du donneur chevauche le spectre d'absorption de l'accepteur. 

Ainsi, les proteines fluorescentes le plus souvent utlilsées sont la CFP et la YFP. Dans ces 

experiences, l’entrée/l’augmentation de calcium dans la cellule entraine le changement de 

conformation de la protéine porteuse du fluorochrome donneur, induisant son rapprochement du 

fluorochrome accepteur et donc le transfert d’énergie. Le principe de ces senseurs réside dans le 

fait que le ratio de YFP/CFP augmente lorsque le calcium augmente dans la cellule. Le senseur 

GCaMP ne fait pas intervenir la notion de FRET dans l'imagerie, il n'y a donc pas de perte de 

temps ni de faiblesse du signal dus à des variations dans les conditions de FRET. 

 

 

Figure 37 : Organisation et fonctionnement de la sonde GcaMP3.  

 

Pour les expériences préliminaires, qui sont présentées et discutées dans la partie Résultats, j'ai 

appliqué une solution de KCl à 150 mM pour obtenir une réponse calcique des neurones d’intérêt.  
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RESULTATS	
  :	
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Partie	
  I	
  :	
  Travaux	
  sur	
  le	
  modèle	
  paraquat	
  	
  

Chapitre	
   1:	
   Altérations	
   de	
   la	
   machinerie	
   des	
   microARNs	
   chez	
   les	
   drosophiles	
  

intoxiquées	
  au	
  paraquat	
  	
  
 

Cassar M., Riemensperger T., Thomassin-Bourrel H., Tricoire H., Antoniewski C. et Birman 

S.  

 

Données supplémentaires  

 

Introduction : 

Identifiés au début des années 1990 chez des mutants de C. elegans (R. C. Lee, Feinbaum, and 

Ambros 1993; Wightman, Ha, and Ruvkun 1993), les microARNs (miARNs) sont des régulateurs 

essentiels de l’expression des gènes présents chez les animaux et les plantes. Ils se sont vite 

révélés avoir un rôle important dans le développement et la pathogenèse de maladies, comme des 

cancers ou encore les maladies neurodégénératives. Les miARNs influencent souvent la réponse 

des tissus à des stress physiologiques et pathologiques (Leung and Sharp 2010). La structure des 

miARNs a été très conservée au cours de l’évolution. Les premiers découverts furent lin-4 et lin-7 

chez C. elegans, dont la mutation induit des défauts importants de développement (R. C. Lee, 

Feinbaum, and Ambros 1993; Reinhart et al. 2000). Cependant, la majorité des KO des miARNs 

n’a pas d’effet sur la viabilité des animaux chez C. elegans comme chez les souris, suggérant un 

effet de redondance au sein d’une même famille de miARNs (Miska et al. 2007).  

Les miARNs sont des petits ARNs non codants d’une longueur de 21 à 24 nucléotides. Ils sont 

produits à partir de gènes transcrits et découpés dans le noyau par le complexe de deux enzymes, 

Drosha et Pasha, en structures en épingle à cheveux de 60-80 nucléotides, appelées pré-miARNs. 
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Ces pré-miARNs migrent ensuite dans le cytoplasme ou ils sont découpés par l’enzyme Dicer en 

miARNs double-brin (V. N. Kim, Han, and Siomi 2009). Ceux-ci sont ensuite pris en charge par 

des protéines de la famille Argonaute (Ago), formant avec d’autres protéines un complexe RISC 

(RNA-inducing silencing complex) dans lequel le miARN devient simple brin. Dans le complexe 

RISC, les miARNs ciblent les ARNm par interaction imparfaite avec des sites de complémentarité 

situés dans le 3’UTR, et permettent ainsi selon les cas l’inhibition de la traduction de l’ARNm ciblé 

ou sa dégradation (Bartel 2009; Djuranovic, Nahvi, and Green 2011). La « machinerie des 

miARNs » désigne l’ensemble des protéines nécessaires à la production et à l’activité des miARNs.  

Quelques études suggèrent qu’il pourrait y avoir un rôle direct ou indirect des miARNs dans la 

pathogenèse de la MP. Des analyses post-mortem des cerveaux de patients ont permis de 

montrer une modification de l’expression de plusieurs miARNs comme miR-133b (J. Kim et al. 

2007) dont la cible est Pitx3, un facteur de transcription impliqué dans le développement des 

neurones dopaminergiques (Hwang et al. 2003; Nunes et al. 2003; Martinat et al. 2006). miR-133b 

serait donc impliqué dans l’inhibition de la différenciation des neurones dopaminergiques et son 

expression est augmentée dans les cerveaux de patients ayant souffert de la MP. Une autre étude 

a lié l’un des gènes muté dans la MP, codant pour LRRK2, aux miARNs let-7 et mir-184*  qui ont 

pour cibles respectives E2F1 et DP. Dans ce circuit, LRRK2 serait un inhibiteur des deux miARNs, 

ce qui induirait une surexpression des cibles, pouvant aboutir à la mort cellulaire (Gehrke et al. 

2010). Une autre étude a révélé une diminution de l’expression des miR-34b et miR-34c dans les 

cerveaux affectés par la maladie. L’inactivation de ces miARNs dans un système de cellules en 

culture induit une mort cellulaire associée à un dysfonctionnement mitochondrial et une 

augmentation du stress oxidatif (Miñones-Moyano et al. 2011). Cependant, on ne sait toujours pas 

si l’altération de la machinerie des miARNs est une cause ou une conséquence de la 

dégénérescence des neurones dopaminergiques.  

Dans cette étude préliminaire, nous avons étudié l’effet d’un fort stress oxydatif induit par le 

paraquat (PQ) sur la machinerie des miARNs dans le SNC de la drosophile. 
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Matériels et méthodes :  

Lignées. Les drosophiles ont été élevées à 25°C en conditions d’humidité constante dans des 

tubes contenant un milieu nutritif composé de farigel de maïs (Westhove), de levure de bière 

hydrolysée et d'agar-agar, auquel est ajouté du 4-hydroxybenzoate de méthyle (méthylparabène, 

E218) qui est un conservateur. Différentes lignées ont été utilisées : les drivers elav-Gal4 (Lin and 

Goodman, Neuron 1994) et TH-Gal4 (Friggi-Grelin et al., 2003) pour cibler respectivement tous les 

neurones et les neurones dopaminergiques, la lignée UAS-AutomiR.10F (C. Antoniewski, Institut 

Pasteur, non publiée) qui permet l’expression tissu-spécifique d’un biosenseur de la machinerie 

des biosynthèse des miARNs.  

Biosenseur des microARNs. AutomiR est un biosenseur permettant de visualiser en fluorescence 

l’activité de la machinerie des miARNs dans les types cellulaires où il est exprimé (voir la figure 1). 

La séquence de ce biosenseur contient deux gènes codant pour des microRNAs dirigés contre 

l’ARNm de la GFP localisées dans un intron. Cet intron est inséré en amont d’un exon codant 

l’eGFP (enhanced GFP). Lorsque la machinerie des miRs fonctionne correctement, la GFP ne 

s’exprime pas des cellules ciblées, alors que lorsque la machinerie est perturbée, la traduction de 

la GFP n’est plus inhibée par les miRs et la GFP apparaît donc dans les cellules. Cet outil a été 

mis au point dans le laboratoire de Christophe Antoniewski à l’institut Pasteur.  

Intoxications au paraquat. Deux types d’intoxications ont été réalisés : l’intoxication par ingestion et 

celle par application directe sur drosophiles décapitées. Ces méthodes sont décrites dans la partie 

Matériels et Méthodes de le thèse. Les drosophiles traitées étaient des femelles adultes âgées de 

7 à 10 jours. Pour l’ingestion, le PQ 20 mM a été dilué dans du sucrose 2% et les drosophiles 

disséquées après 24 h. Pour l’application directe, le PQ 80 mM a été dilué dans du Ringer et les 

drosophiles disséquées au bout de 2 h.  

Immunomarquages. Les systèmes nerveux centraux (SNC) (cerveau et corde nerveuse ventrale) 

des drosophiles ont été disséqués dans une solution de Ringer sans calcium, puis fixés à l’aide de 

paraformaldéhyde à 4% pendant 2 h sur glace avec agitation. Les SNC sont ensuite lavés 3 fois 

20 min dans du PBS 1X contenant 0,5% de Triton X-100 puis incubés dans une solution de 
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blocage pendant 2 h à température ambiante sous agitation. Les SNC sont ensuite incubés avec 

les anticorps primaires toute la nuit en chambre froide sous agitation: anti-TH de souris dilué au 

1/50 (Immunostar) et anti-GFP de lapin au 1/250 (Sigma). Les SNC sont ensuite lavés 3 fois 20 

min dans du PBS 1X puis incubés en présence des anticorps secondaires dilués au 1/250 pendant 

2 h à température ambiante : anti-souris couplé à l’Alexa Fluor 555 et anti-lapin couplé à l’Alexa 

Fluor 488 (Invitrogen). Les SNC sont ensuite lavés 3 fois 20 min avec du PBS 1X puis montés 

entre lame et lamelle dans du Mowiol. Les images on été obtenues sur un microscope confocal 

Nikon A1R.  

 

Résultats : 

L’ingestion du PQ altère la machinerie des miARNs dans les neurones dopaminergiques 

La première étape de ce travail a été d’observer si l’intoxication par ingestion au PQ était capable 

d’induire un dérèglement de la machinerie des miARNs. Le biosenseur AutomiR (Fig. 1) a donc 

été exprimé dans les neurones dopaminergiques avec le driver TH-Gal4 (Fig. 2). Après  24 h,  on 

constate une augmentation de la fluorescence de la GFP dans les cerveaux des drosophiles (Fig., 

2D-F) comparé aux cerveaux contrôles n’ayant pas été exposés au PQ (Fig. 2A-C). Un 

immunomarquage contre la tyrosine hydroxylase (TH) co-localise de façon claire avec la GFP 

dans certaines parties du cerveau (Fig. 2F, flèches). Ces observations indiquent que l’ingestion du 

PQ induit une altération de la machinerie des miARNs dans les neurones dopaminergiques.  

La machinerie des microARNS est inactivée spécfifiquement dans les neurones dopaminergiques 

après intoxication au PQ 

Nous avons ensuite tenté de reproduire ces résultats avec notre seconde méthode d’intoxication 

au PQ par application directe sur le haut du thorax de drosophiles décapitées (Fig. 3). Dans ces 

expériences, l’AutomiR a cette fois été exprimé dans tous les neurones avec elav-Gal4. Il est 

intéressant de noter qu’on observe déjà la présence de la GFP dans certaines cellules dans la 

corde nerveuse ventrale dans le contrôle non traité au PQ (Fig. 3A-C et G-I). Ces résultats 

pourraient être une conséquence de ce que les têtes de ces drosophiles sont coupées deux 
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heures avant la dissection des SNC. Certains neurones de la corde ventrale, normalement 

innervés par le cerveau, auraient alors le temps d’entrer an apoptose. 2 h après l’application du 

PQ, on observe d’abord une importante diminution du marquage globale de la TH dans les 

systèmes nerveux (Fig. D, F et J, L), lié au stress oxydatif induit par le PQ. On observe également 

une apparition de la GFP sélectivement dans les neurones dopaminergiques. De façon 

remarquable, un fort signal de la GFP coincide avec un faible signal de la TH (Fig. 3D-F et J-L), ce 

qui suggère que l’altération de la machinierie des miARNs s’accompagne d’une diminution de 

l’expression de la TH ou d’une accélétration de sa dégradation.   

 

Conclusions : 

Ces résultats suggèrent que la machinerie de biosynthèse de miARNs peut être altérée par 

différents facteurs dans ce modèle : 1) la décapitation des mouches qui induit appparemment le 

dysfonctionnement de certains neurones qui auraient besoin des projections en provenance du 

cerveau, 2) l’application même du PQ qui génère un stress oxidatif et cause des pertes des 

neurones dopaminergiques et semble induire une diminution du marquage contre la TH. Dans le 

premier cas, les neurones dopaminergiques ne sont pas concernés. Dans le deuxième cas, seuls 

les neurones dopaminergiques sont concernés.  

Le PQ semble donc avoir une action sélective sur les neurones dopaminergiques, quel que soit le 

mode d’administration du pesticide. Ceci est en accord avec d’autres observations effectuées dans 

l’équipe (voir le chapitre suivant). Il reste à déterminer si l’altération de la machinerie des miARNs 

joue un rôle actif dans la dégénérescence des neurones dopaminergiques induit par le stress 

oxydatif ou si elle n’en est que la conséquence.  
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Fig. 1 : Structure du biosenseur AutomiR. Des miARNs spécifiques codés dans l’intron du 

transgène inhibe l’expression de la GFP lorsque la machinerie de biosynthèse et d’activité des 

miARNs est fonctionnelle. SI cette machinerie est inactivée, la cellule devient fluorescente.  

 

 

Fig. 2. Effet d’une ingestion de PQ sur la machinerie des miARNs dans les neurones 

dopaminergiques du cerveau adulte. A-C) Drosophiles TH>AutomiR contrôles non exposées au 

PQ A) Marquage avec un anticorps anti-tyrosine hydroxylase spécifique des neurones 

dopaminergiques. B) Immunomarquage anti-GFP. C) Superposition des deux marquages 

précédents. On notera l’absence de signal spécifique de le GFP dans les neurones. D-F) 

Drosophiles TH>AutomiR nourries avec du PQ pendant 24 h. D) Immunoarquage anti-tyrosine 

hydroxylase. E) Immunomarquage anti-GFP. F) Superposition des deux marquages. En présence 
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de PQ, la GFP s’exprime dans les neurones dopaminergiques, parfois de façon très visible 

(flèches). Barre d’échelle : 100 µm. 

 

Fig. 3 : Effet de l’application directe du PQ sur la machinerie des miARNs dans les neurones de la 

corde nerveuse ventrale de drosophile. A-C) Drosophiles elav>AutomiR contrôles non exposées 

au PQ. G-I) Aggrandissement de la partie centrale du ganglion mésothoracique. On remarque 

dans le contrôle que la GFP est présente dans des neurones qui ne sont pas dopaminergiques 

(flèches). D-E) Drosophiles elav>AutomiR exposées au PQ. J-L} Aggrandissement de la partie 
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centrale du ganglion mésothoracique. On remarque que la GFP s’exprime dans des neurones 

dopaminerqiques montrant un marquage anti-TH de faible intensité. Barres d’échelle : 100 µm.
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Article soumis 

Résumé 

Le stress oxidatif est suspecté d’être l’une des causes majeures de la perte des neurones dans les 

maladies neurodégénératives comme la maladie de Parkinson (MP). Des toxines 

environnementales comme le paraquat (PQ), un herbicide massivement utilisé de part le monde, 

augmente fortement le risque de contracter la MP. D’après l’étude épidémiologique du NIEHS, 

Farming and Movement Evaluation, les personnes exposée au PQ ou à la roténone ont 2,5 fois 

plus de chances de déclarer la MP (Tanner et al., 2011).  Le PQ génère du stress oxydatif en étant 

soumis à un cycle rédox à un seul électron (réduction de  PQ2+ en un radical cation PQ+ par une 

NAD(P)H déshydrogénase, transfert rapide de l’électron du PQ+ réactif à O2, ce qui produit un ion 

superoxyde et régénère le PQ2+ initial) (Bus and Gibson 1984; Drechsel and Patel 2008). La 

neurotoxicité du PQ passerait, semble-t’il, également par l’activation de la NADPH oxydase 1 

(Nox1), une enzyme génératrice d’ions superoxydes présente dans les neurones dopaminergiques 

(Infanger, Sharma, and Davisson; Cristóvão et al. 2009) et dont la forme activée s’accumulerait 

dans le noyau en condition de stress oxydatif (Choi et al. 2012).  

Les ions superoxydes produits par le PQ peuvent cibler des zones variables des cellules telles que 

le noyau, les mitochondries et le réticulum endoplasmique, augmenter le stress dans ces organites 

et induire leurs dysfonctionnements, pouvant aller jusqu’à la mort cellulaire. Le fait que les 

neurones dopaminergiques de la substance noire sont les principales cibles dans la MP suggère 
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que la dopamine (DA) elle-même et d’autres facteurs spécifiques de ces neurones jouent un rôle 

important dans la sélectivité des atteintes de cette maladie.  

Chez la drosophile, le PQ est très utilisé, à la fois comme générateur de stress oxydant dans le 

cadre des études sur les mécanismes du vieillissement (Jones et al. 2009) et pour reproduire les 

effets cellulaires de la MP. En effet, de précédents auteurs ont montré que l'intoxication au PQ 

provoque une dégénérescence et une perte sélective des neurones dopaminergiques du cerveau 

(Chaudhuri et al. 2007). La DA est abondante dans le cerveau des drosophile et les neurones 

dopaminergiques présentent des projections qui rayonnent sur l'ensemble du SNC. La drosophile 

possède des récepteurs dopaminergiques de type D1 et de type D2 (comme décrit dans 

l’Introduction à la thèse, partie III). Nous nous sommes particulièrement interessés au role d’un 

récepteur dopaminergique de type D1, DAMB (alias DopR2). En effet, ce récepteur a une 

particularité : outre l'activation de la PKA via l'augmentation de l'AMP cyclique, sa stimulaiton 

entraine la libération dans le cytoplasme du Ca2+ stocké dans le reticulum endoplasmque.  

Dans cette étude, nous nous sommes intéressés au mécanisme de la neurotoxicité du PQ chez la 

drosophile. Précédemment, Chaudhuri et al. (2007) avaient montré que des variations dans les 

taux de DA influent sur la résistance des drosophiles au PQ. Ici, nous avons observé : 1) qu’une 

augmentation de la biosynthèse de la DA dans le SNC provoque une diminution de l'expression du 

récepteur DAMB, 2) que la surexpression de ce récepteur est léthale à des stades pupaux tardifs 

lorsqu'il est exprimé dans tous les neurones ou dans les neurones dopaminergiques, 3) que ce 

récepteur n'est pas spécifique de la tête et des corps pédonculés mais qu’il est également exprimé 

dans la corde ventrale nerveuse des drosophiles, 4) que l’inactivation de ce récepteur dans les 

neurones glutamatergiques orotège les drosophiles contre la neurotoxicité du paraquat. Ces 

résultats nous ont conduit à proposer un modèle selon lequel la suractivation de DAMB en 

présence de PQ induirait une suractivation des neurones glutamatergiques, en particulier du fait 

de la libération du calcium présent dans le RE. Cette suractivation provoquerait une libération 

accrue excitotoxique de glutamate, accélérant la rupture du SNC et la mort des drosophiles.  

Des effets similaires chez les mammifères sont connus. En effet, dans la maladie de Huntington 

par exemple, on sait que la suractivation des récepteurs dopaminergiques de type D1 peut 
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entraîner une dégénération des neurones striataux en partie par une augmentation d’entrée de 

Ca2+ dans ces cellules (Tang et al. 2007). 

— Dans cette étude, j’ai réalisé expérimentalement une grande partie des tests de survie des 

drosophiles entières ou décapitées, les expériences de RT-PCR et qRT-PCR, ainsi que les 

immunomarquages pratiqués sur les cordes nerveuses ventrales.  
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Abstract 

Oxidative stress (OXS), i.e. the uncontrolled accumulation of reactive oxygen species, is a major 

cause of cell damage, aging and death and an etiological or aggravating factor of major human 

diseases such as cancer, heart failure and Parkinson’s disease (PD), the most common 

neurodegenerative movement disorder. Environmental free radical generators such as the 
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herbicide paraquat (PQ, 1,1'-dimethyl-4,4'-bipyridinium dichloride) have been associated with PD  

and the dramatic loss of midbrain dopaminergic neurons that is characteristic of this disease. PQ is 

thus frequently used in animal models, like Drosophila, to mimic PD symptoms and dopaminergic 

neurodegeneration. Intriguingly, Drosophila mutants with higher dopamine (DA) levels are more 

resistant than wild type to PQ-mediated OXS while mutants with low DA are strongly vulnerable to 

this toxin. DA is an essential neuromodulator in Drosophila that controls various behaviors by 

binding to specific membrane receptors. Here we show that long-term increase in DA synthesis 

protects adult flies against PQ neurotoxicity through specific downregulation of DAMB, a D1-family 

DA receptor that signals through Ca2+ and cAMP. Either treatment with D1-specific antagonists, 

DAMB mutation, or targeted inactivation of DAMB selectively in CNS glutamatergic neurons 

markedly increased Drosophila resistance to PQ. Furthermore, we show that overexpression of the 

DAMB receptor in dopaminergic, but not in serotonergic or glutamatergic neurons, is lethal for the 

flies. Thus, DA signaling becomes neurotoxic when OXS increases in the Drosophila CNS. Further 

studies of the DAMB-mediated toxicity pathway could lead to novel insights for understanding DA-

related disorders in humans.  
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Introduction 

 

OXS plays a central role in aging and major age-related human diseases (1) such as cancer (2), 

heart failure (3), neurodegenerative syndromes (4, 5) and specifically Parkinson’s disease (PD) (6-

8). PD is a multifactorial movement disorder resulting from dysfunction and loss of dopaminergic 

neurons in the substantia nigra pars compacta (9-11). No treatment is currently known that could 

halt or slow down the progression of dopaminergic neuron death in this disorder. PD and related 

diseases are generally sporadic but familial cases were described. Several of the ~15 PARK genes 

whose mutations cause various forms of Parkinsonism were shown to be involved in mitochondrial 

quality control and OXS pathway Guzman (7). Oxidation of DA itself or its metabolites produces 

reactive radicals and quinones (12) that can damage cells and interact with PD-related proteins. 

This combined to physiological features of the nigrostriatal dopaminergic neurons like prominent 

Ca2+ entry through L-type channels might account for the specific vulnerability of these neurons in 

PD (6, 13). 

Environmental free radicals generators like the herbicide paraquat (PQ) (1,1'-dimethyl-4,4'-

bipyridinium dichloride) or the pesticide rotenone were associated with dopaminergic neuron 

degeneration in PD (14). Their mechanisms of cytotoxicity are distinct and not fully established in 

vivo (15-17). Rotenone is a high-affinity specific inhibitor of mitochondrial complex I whereas PQ 

generates superoxide anion radicals through reiterated redox cycling and electron transfer by 

reacting with molecular oxygen and NADH-dependent oxidoreductases (18). These neurotoxicants 

have been used to model PD in rodents (16, 19) and Drosophila (20-23). In mice, PQ-induced DA 

nigrostriatal neurodegeneration involves oxidative damage (24). In Drosophila, ingestion of PQ 

induced locomotor deficits and concomitant brain dopaminergic neuron loss (21). Melatonin, a 

potent hydroxyl radical scavenger, protects flies against rotenone and PQ (22, 25).  

Dopamine is an essential neuromodulator in Drosophila that plays a crucial role in control of 

various behaviors (26). DA released from neurons interacts with specific G protein-coupled 

dopamine receptors, e.g. dDA1 and DAMB (27) that are strongly expressed the mushroom bodies 

and control arousal and memory in flies (28, 29). In spite of DA pro-oxidant properties, mutations 
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that elevate DA levels surprisingly confer protection against PQ-induced OXS in Drosophila, 

whereas mutations that diminish DA pools increase susceptibility (21). Here, by overexpressing the 

dopamine-synthesizing enzyme tyrosine hydroxylase (TH) in the Drosophila nervous system, we 

show that long-term increase in DA synthesis in neurons protects adult flies against PQ 

neurotoxicity. We find that enhanced resistance correlates with downregulation of a specific DA 

receptor, DAMB, in glutamatergic neurons, where this receptor is normally expressed. This 

suggests that DAMB mediates PQ neurotoxicity in naïve flies by promoting abnormal glutamate 

(Glu) release and excitotoxicity in the CNS. Accordingly, short-term (2 h) overstimulation of either 

DA or Glu-releasing neurons with the Ca2+-permeant thermal sensor channel dTRPA1 markedly 

sensitized adult flies to PQ. Furthermore, we show that DAMB expression in dopaminergic neurons 

is lethal for the fly, confirming that the Ca2+/cAMP signaling mediated by this DA receptor can be 

potently neurotoxic.  

 

Results and Discussion 

Long-term increase in DA synthesis protects against PQ neurotoxicity 

Survival of the wild type adult Drosophila fed on a sucrose solution containing 20 mM PQ is at 

most 72 h, with 60% of the flies apparently dead after 24 h (Fig. 1A). This effect was consistently 

observed among various control strains (Fig. S1). Because dietary PQ strongly inhibits food intake 

in flies (30), we also used decapitated adult Drosophila to apply the drug directly to the ventral 

nerve cord (VNC) and so bypass feeding and digestive tract absorption (31). Decapitated 

Drosophila survive well for three days when conserved in a moist environment at 25°C. They 

maintain a normal standing posture and a vigorous righting response, and they can respond to 

mechanical or pharmacological stimulations with grooming and coordinated locomotion (31). 

Interestingly, death occured much faster when PQ was directly applied to the VNC of decapitated 

Drosophila. A single 5 s application of a drop of 20 mM or 80 mM PQ killed 60-70% of the 

headless flies in 6 h and 2 h, respectively (Fig. 1B). The faster kinetics of lethality, compared to 

oral ingestion, suggests that PQ-induced organism death involves neurotoxicity and CNS 

disturbance in Drosophila.  
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In Drosophila like in mammals, the TH enzyme is required and rate-limiting for DA production in 

the CNS (26). To increase DA synthesis in an otherwise wild-type background, we overexpressed 

genomic Drosophila TH (DTHg), from the late embryonic stage and thereafter, under 

transcriptional control of the TH-GAL4 driver (32). This significantly increased the resistance of 

adult flies to PQ toxicity compared to the wild type, both after oral ingestion (Fig. 1C) or application 

of the drug to the VNC (Fig. 1D). Increasing TH expression in DA neurons could conceivably 

protect against PQ-induced DA depletion and so preserve their functionality. However and 

surprisingly, ectopic expression of DTHg selectively in serotonergic neurons with the TRH-GAL4 

driver (Fig. S2), which can force these cells to produce and release DA, also resulted in significant 

protection against PQ (Fig. 1B,C). Therefore, increased DA production either in DA or serotonin 

neurons was sufficient to enhance PQ resistance. This suggests that the critical factor for 

protection is not the level of DA but rather the amount of DA released in the CNS. Consistent with 

this interpretation, flies overexpressing the vesicular monoamine transporter (VMAT) in DA 

neurons, a genetic way to increase DA release, showed enhanced resistance to PQ (23).  

Enhanced resistance correlates with downregulation of the DA receptor DAMB 

Released DA interacts with specific membrane receptors. We tested if this interaction plays a role 

in control of PQ neurotoxicity. DA receptor antagonists were applied together with PQ to the nerve 

cord of decapitated Drosophila. Application of either SKF-83959 or SKF-83566, two specific 

antagonists of the D1 receptor subtypes, markedly enhanced resistance of the flies against PQ. 90 

min after PQ application, about 80% of the headless flies survived in the presence of these 

antagonists compared to 40% for controls (Fig. 1E). In contrast, eticlopride, a specific antagonist of 

D2 receptors previously shown to be effective in Drosophila (31), had no effect on PQ toxicity (Fig. 

1E). Therefore, short-term specific blockade of D1 receptor signaling efficiently protects against PQ 

poisoning in Drosophila. Two D1-like receptors are known in Drosophila: dDA1 and DAMB.  We 

determined the PQ resistance of Damb1, a viable null DAMB mutant, and dumb2, a hypomorphic 

dDA1 mutant. After 2 hours of PQ poisoning, the survival rate of headless Damb1 flies was found 

to be significantly higher than that of the wild type Canton S (CS) flies (60% and 35%, respectively, 

p < 0.05) (Fig. 1F). In contrast, survival of dumb2 flies was similar to CS (Fig. 1F). Damb1 flies were 

also much more resistant than the wild type when PQ intoxication was carried out by dietary 
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ingestion (85% mutant survivors after 24 h compared to 38% for CS) (Fig. 1G). Therefore, DAMB 

signaling appears specifically involved in PQ-induced lethality in Drosophila.  

The comparable protective effects of DAMB inactivation and long-term enhanced DA suggested 

that DAMB expression could be altered in a compensatory manner by TH overexpression. To test 

this hypothesis, we measured DAMB expression levels by RT-PCR and qRT-PCR. When TH was 

overexpressed either in dopaminergic or serotonergic neurons, DAMB mRNA was strongly 

downregulated in adult fly heads (Fig. 1H,I). This indicates that the amount of DA synthesized and 

released during Drosophila development exquisitely regulates DAMB expression. Thus, various 

treatments or mutations that result in downregulation or elimination of DAMB (application of D1 

antagonists, DAMB mutation or long-term increase in DA synthesis), lead to a common phenotype 

of increased PQ resistance.  

DAMB inactivation in glutamatergic neurons protects against PQ neurotoxicity 

The DAMB receptor is known to be expressed in the mushroom bodies (28, 33), a fly brain center 

involved in the regulation of associative learning and sleep. Since DAMB inactivation enhanced the 

resistance of decapitated flies when PQ was applied to the nerve cord (Fig. 1F), we looked for 

DAMB expression in the VNC as well. The structure of the VNC with the relative localization of 

glutamate (Glu) and DA-expressing neurons is schematically depicted in Fig. 2A. We performed 

RT-PCR experiments and found that the DAMB mRNA is indeed detectable both in head and 

thorax of adult wild type Drosophila but not as expected in the Damb1 mutant (Fig. 2B). DAMB-

specific immunostaining confirmed that this receptor is widely expressed in the VNC, and markedly 

in areas containing Glu neuron cell bodies (Fig. 2C). No immunostaining was observed in the VNC 

of Damb1 flies (Fig. 2D). We used the VGlut-GAL4 driver (Fig. S3) to express mCD8::GFP 

selectively in Glu neurons. Double staining for DAMB and GFP confirmed that VNC Glu neurons 

are DAMB-immunoreactive (Fig. 2E-G). We then expressed a VGlut::GFP fusion protein, a 

synaptic vesicle marker (Fig. S3), in Glu neurons to localize their terminals in the nerve cord. This 

revealed that Glu nerve endings are widely distributed in the VNC neuropil in regions that also 

contain dense DA neuron arborizations (Fig. 2H-J). VNC Glu terminals may originate from axon 

collaterals of the motor neurons or from descending axons from brain interneurons (34-36). Taken 

together, the previous results suggest that DAMB signaling in VNC Glu neurons may contribute to 
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PQ-induced lethality. To test this hypothesis, DAMB was selectively inactivated in Glu neurons by 

targeted RNA interference (RNAi) with the VGlut-GAL4 driver. This led to a significant increase in 

fly survival under PQ poisoning compared to controls, either after application of the drug to 

headless flies or by dietary ingestion (Fig. 3A,B). In contrast expression of the double-stranded 

DAMB RNAi in DA neurons had no effect on PQ susceptibility (Fig. 3C). These results indicate 

DAMB signaling in the VNC Glu neurons as an important mediator of PQ toxicity in Drosophila.  

Then, we overexpressed the DAMB receptor in specific neural cell types in the absence of PQ to 

test if this could challenge Drosophila survival. Expression in glutamatergic neurons where DAMB 

is normally expressed, in serotonergic neurons or in glial cells was without effect. In contrats, we 

observed that DAMB expression in all neurons or in dopaminergic neurons resulted in fly death 

before the adult stage (Table 1). Lethality occurred just before adult eclosion from pupae. This 

suggests that DAMB signaling can be strongly neurotoxic to flies, particularly when combined with 

the presence of a pro-oxidant molecule like DA in dopaminergic neurons or PQ after environmental 

intoxication.  

Short-term stimulation of Glu- or DA-releasing neurons increases PQ susceptibility 

DAMB activation elevates intracellular cAMP and Ca2+ levels (37), which in turn have a potentiating 

effect on neuronal activity and neurotransmitter release. dTRPA1 is a Ca2+-permeant thermal 

sensor channel that depolarizes neurons when ambient temperature is raised above 25°C (38). 

We expressed dTRPA1 in Glu-releasing neurons with VGlut-GAL4 to assess whether Glu release 

modulates PQ toxicity. Decapitated adults were treated with PQ, or alternatively plain Ringer’s 

solution, and then incubated at 31°C for 2 h. We observed that expression of dTRPA1 in 

glutamatergic neurons did not trigger paralysis of the flies at 31°C, indicating that neuromuscular 

junctions were still functional under this condition. In the absence of PQ treatment, most of the 

dTRPA1-expressing flies survived the two hours of neuronal overstimulation (80% compared to 

93% for control flies that did not express dTRPA1). In contrast, survival of PQ-intoxicated dTRPA1-

expressing flies was reduced by half compared to control flies containing UAS-dTRPA1 or VGlut-

GAL4 alone (Fig. 3D).  
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Similarly, overstimulation of DA neurons with dTRPA1 for 2 h strongly decreased resistance of the 

flies against PQ (Fig. 3E): less than 10% survived compared to 40-50% for the UAS-dTRPA1 and 

TH-GAL4 controls, respectively. This last result contrasts with the protective effect observed in 

adult flies after long-term increase of DA synthesis in the CNS during development (see Fig. 1B,C). 

Therefore, short-term stimulation of DA neurons in the adult CNS does aggravate the detrimental 

effects of OXS in flies. Long-term increase in DA release would adaptively compensate for this 

effect by downregulation of the DAMB receptor.  

A model for PQ neurotoxicity in Drosophila 

Overall, our results suggest that PQ neurotoxicity in Drosophila depends on the activation state of 

a DA receptor, DAMB, whose signaling becomes neurotoxic in the presence of pro-oxidant 

molecules. We thus propose a model (Fig. S4), in which short-term increase in dopaminergic 

signaling sensitizes flies to PQ neurotoxicity and compensatory mechanisms are adaptively 

induced during sustained exposure by modulating downstream DAMB signaling. DA release under 

acute OXS in naïve flies would overactivate DAMB, triggering neuronal dysfunction and Glu 

excitotoxicity, causing finally organism death. Similarly in mammals, it is known that an increase in 

intracellular Ca2+ can potentiate the damaging effects of OXS in neurons (6, 13, 39) and that D1 DA 

receptor overactivation can trigger striatal neuron degeneration in diseases such as multiple 

system atrophy and Huntington’s disease, in part by increasing Ca2+ influx in these cells (40-43). 

Further studies of the DAMB-mediated neurotoxicity pathways in Drosophila could thus lead to 

novel insights for understanding DA-related disorders in humans. 

Materials and methods 

Please refer to SI Materials and Methods for further details and references of the procedures.  

Drosophila culture and strains. Fly stocks were raised at 25°C on standard corn meal-yeast-

agar medium supplemented with methyl-4-hydroxy-benzoate as a mold protector, under 12 h/12 h 

light/dark cycle and ca. 70% humidity. The following Drosophila strains were used: Canton S or 

w1118 as wild type; y, w for germ-line transformation; UAS-DTHg (44) to express the Drosophila TH 

gene; UAS-VGlut::GFP (this report) to express GFP fused to the Drosophila vesicular Glu 

transporter gene (VGlut), used as a synaptic vesicle marker; TH-GAL4 (32), TRH-GAL4 (this 



 114 

report) and VGlut-GAL4 (this report) that drive expression selectively in DA, serotonin and Glu 

neurons, respectively; Damb1, a null mutant of the DopR2/DAMB receptor generated by P element 

imprecise excision (28, 45); dumb2, a hypomorphic DopR/dDA1 allele (46); UAS-DAMB (provided 

by Kyung-An Han); UAS-DAMB RNAi (UAS-DAMB-IR) (Vienna Drosophila RNAi center, stock 

#v3391); UAS-dTrpA1 (38) (described in Result section), UAS-mCD8::GFP and UAS-GFP-S65T 

(Bloomington Drosophila Stock Center).  

Paraquat Intoxication and survival score. PQ treatment was performed on 7 to 10-day old adult 

females either by dietary ingestion or by direct application of the drug to decapitated flies. For 

dietary ingestion, 10 flies were incubated at 25°C in a 2-inch (5.2 cm) diameter Petri dish 

containing two layers of Whatman paper soaked with 600 µl PQ (methyl viologen, Sigma) diluted in 

2% (wt/vol) sucrose or sucrose only for controls. To avoid dehydration, dishes were enclosed in a 

plastic box layered with moist paper. 9 or 10 Petri dishes were independently tested for each 

condition. Survival was monitored after 24 or 48 h. We generally used 20 mM PQ in ingestion 

experiments, which yielded ~40% survivors after 24 h for wild type flies (Figure 1A).  

For direct application, flies were anaesthetized on ice for 10 min and their heads were cut off with 

7-mm blades spring scissors (Fine Science tools). 10 decapitated bodies (named “headless flies”) 

were transferred to a 2-inch Petri dish and allowed to recover for a few minutes until they stood on 

their legs. A 5 µl droplet of PQ diluted in Drosophila Ringer’s solution (in mM: 130 NaCl, 4.7 KCl, 

1.8 CaCl2, 0.5 Na2HPO4, 0.35 KH2PO4, pH 7.4 adjusted with 150 Na2HPO4) or Ringer’s only for 

controls, was applied for 5 s with a P10 Pipetman to the VNC at the anterior notum as described 

(31). The same droplet was successively used for 10 flies. Then flies were incubated at 25°C in the 

same conditions as those intoxicated by ingestion. A concentration of 80 mM PQ was generally 

used that gave ~35 % wild type survivors after 2 h. Flies were considered as dead when they laid 

on the side or back and did not react to a light mechanical stimulus. Survival was monitored every 

30 min and graphs present survival at 2 h unless otherwise noted.  

DA receptor antagonist were purchased from Tocris and added to the PQ solution at the following 

concentrations: SKF83959, 50 µM; SKF83566, 5 mM; eticlopride, 5 mM. For in vivo neuron 

activation, 30 decapitated Drosophila expressing dTrpA1 in neuronal subsets were intoxicated as 
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usual at room temperature and then immediately incubated at 31°C for 2 h before fly survival was 

scored.  

Statistical Analyses. Results are expressed as mean ± SEM of 9 or 10 independent 

determinations. Statistical analyses were performed with GraphPad Prism software (GraphPad 

Software, La Jolla, CA, USA), using ANOVA with post hoc Tukey–Kramer or Student’s t test. 

Statistical significance in figures: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005, n.s not significant.  
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Fig. 1. Downregulation of the dopamine receptor DAMB protects Drosophila against paraquat-

induced oxidative stress. (A, B) Survival rate of wild type Canton S Drosophila after dietary 

ingestion of PQ (A) or direct application of the drug to the VNC of decapitated flies (B). PQ 

concentrations: 0 (closed circles), 20 mM (open squares) and 80 mM (closed squares). (C, D) 

Protection by TH overexpression. (C) Survival of wild type flies fed for 24 h with 20 mM PQ, 

compared to TH-GAL4; UAS-THg flies overexpressing TH in DA neurons (TH>THg), and TRH-

GAL4; UAS-THg flies expressing TH ectopically in serotonergic neurons (TRH>THg). (D) Survival 

rate of decapitated flies 2 h after application of 80 mM PQ to the VNC. Same genotypes as in C. 

(E) Effect of DA receptor antagonists. Survival of decapitated flies was monitored 1h30 after PQ 

was applied either alone (control) or together with D1 antagonists SKF-83959 or SKF-83566, or D2 

antagonist eticlopride. A protection was observed with the D1-specific antagonists. (F) PQ 

susceptibility of decapitated D1-like DA receptor mutants. Whereas survival rate of dumb2 is 

comparable to wild type, Damb1 shows higher resistance to PQ. (G) Survival of Damb1 flies after 

dietary ingestion of PQ is similarly increased compared to wild type. Conditions of PQ intoxication 

in F,G were similar to D,C, respectively. (H, I) TH overexpression decreases DAMB transcript level 

in adult flies. Semi-quantitative (H) and quantitative (I) RT-PCR experiments show that DAMB 

mRNA is absent in Damb1 mutant and much reduced after long-term TH overexpression in DA 

(TH>THg) or serotonergic (TRH>THg) neurons.  
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Fig. 2. The dopamine receptor DAMB is expressed in glutamatergic neurons of the ventral nerve 

cord. (A) Sketch of Glu (green circles) and DA (red circles) neuronal cells in the VNC. Circles 

represent neuronal cell bodies. Gray rectangle indicates the region magnified in panels C-D and 

dashed rectangle in panels E-G, respectively. (B) Semi-quantitative RT-PCR experiment showing 

that DAMB is expressed both in head and thorax of wild-type Canton-S flies, and is absent from 
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both tissues in Damb1 mutant. (C) Presence of DAMB immunoreactivity in adult VNC of wild type 

flies. DAMB is expressed in particular in neuronal cell bodies that possibly correspond to 

glutamatergic motor neurons. (D) No DAMB immunoreactivity was detected in VNC of Damb1 

mutant. (E-G) Double staining with anti-DAMB (magenta) and anti-GFP (green) antibodies in VNC 

of VGlut-GAL4; UAS-mCD8::GFP flies. (E) anti-DAMB, (F) anti-GFP, (G) merge. Cell bodies of Glu 

motor neurons express DAMB. (H-J). Double staining with anti-TH (magenta) and anti-GFP 

(green) antibodies in VNC of VGlut-GAL4; UAS-VGlut::GFP flies. (H) anti-GFP, (I) anti-TH, (J) 

merge. DA varicosities and Glu nerve endings are widely distributed in overlapping regions of the 

VNC neuropil. Scale bars: (C,D) 25 µm, (E-G) 5 µm, (H-J) 10 µM.  
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Fig. 3. Targeted DAMB inactivation in glutamatergic neurons enhances PQ resistance. (A,B) 

Survival of either decapitated (A) or intact (B) flies 2 h and 48 h, respectively, after PQ poisoning, 

is prolonged for VGlut-GAL4; UAS-DAMB-IR Drosophila that express DAMB double-stranded 

interfering RNA selectively in Glu neurons, compared to control flies carrying VGlut-GAL4 or UAS-

DAMB-IR alone. (C) Survival of decapitated TH-GAL4; UAS-DAMB-IR flies is similar to controls. 

(D) Survival of decpaitated VGlut-GAL4; UAS-dTrpA1 (VGlut>dTrpA1) Drosophila incubated for 2 h 

at 31°C in the presence of PQ is significantly decreased compared to the same flies incubated at 

31°C without PQ or similarly treated control flies carrying either VGlut-GAL4 or UAS-dTrpA1 alone. 
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(E) In vivo stimulation of DA neurons. Same experiment as in A with TH-GAL4; UAS-dTrpA flies. 

Overactivation of DA neurons markedly decreased Drosophila survival after PQ application.  

 

 



Table 1. DAMB expression in specific neuronal subsets causes adult fly 

death.  

 

Female UAS-DAMB/CyO flies were mated to male flies with hemizygous or homozygous 

insertions of the indicated GAL4 drivers. Survival was determined by scoring the relative 

number of Cy+ adult flies in the progeny. DAMB receptor did not challenge Drosophila 

survival when it was expressed either in glial cells, or selectively in glutamatergic or 

serotonergic neurons. In contrast, DAMB expression in all neurons, or restricted to 

cholinergic or dopaminergic neurons, is lethal for adult flies.  

a Percent of Cy+ progeny are in italics.  

b Because elav-GAL4 and Ddc-GAL4 are inserted on the X chomosome and male driver flies 

were used for the crosses, their male progeny did not inherit the GAL4 transgene. 

Driver names Driver patterns Adult females Adult malesb 

  Cy Cy+a Cy 

elav-GAL4b all neurons 15 0 (0) 9 

repo-GAL4 glial cells 17 11 (39.3) 12 

Ddc-GAL4b dopaminergic/serotonergic  27 0 (0) 36 

TH-GAL4 dopaminergic 49 0 (0) 63 

TRH-GAL4 serotonergic 56 45 (44.5) 48 

VGlut-GAL4 glutamatergic 26 38 (59.4) 23 
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Materials and Methods 

Figs. S1 to S4 

 

Materials and Methods: 

Drosophila Culture and strains. Fly stocks were raised at 25°C on standard corn meal-

yeast-agar medium supplemented with methyl-4-hydroxy-benzoate as a mold protector, under 

12 h/12 h light/dark cycle and ca. 70% humidity. The following Drosophila strains were used: 

Canton S or w1118 as wild type; y, w for germ-line transformation; UAS-DTHg (28) to express 

the Drosophila TH gene; UAS-VGlut::GFP (this report) to express GFP fused to the 

Drosophila vesicular Glu transporter gene (VGlut), used as a synaptic vesicle marker; TH-

GAL4 (16), TRH-GAL4 (this report) and VGlut-GAL4 (this report) that drive expression 

selectively in DA, serotonin and Glu neurons, respectively; Damb1, a null mutant of the 

DopR2/DAMB receptor generated by P element imprecise excision (11, 29); dumb2, a 

hypomorphic DopR/dDA1 allele (30); UAS-DAMB (provided by Kyung-An Han); UAS-DAMB 

RNAi (UAS-DAMB-IR) (Vienna Drosophila RNAi center, stock #v3391); UAS-dTrpA1 (31) 
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(described in Result section), UAS-mCD8::GFP and UAS-GFP-S65T (Bloomington 

Drosophila Stock Center).  

Paraquat Intoxication and survival score. PQ treatment was performed on 7 to 10-day old 

adult females either by dietary ingestion or by direct application of the drug to decapitated flies. 

For dietary ingestion, 10 flies were incubated at 25°C in a 2-inch (5.2 cm) diameter Petri dish 

containing two layers of Whatman paper soaked with 600 µl PQ (methyl viologen, Sigma) 

diluted in 2% (wt/vol) sucrose or sucrose only for controls. To avoid dehydration, dishes were 

enclosed in a plastic box layered with moist paper. 9 or 10 Petri dishes were independently 

tested for each condition. Survival was monitored after 24 or 48 h. We generally used 20 mM 

PQ in ingestion experiments, which yielded ~40% survivors after 24 h for wild type flies 

(Figure 1A).  

For direct application, flies were anaesthetized on ice for 10 min and their heads were cut off 

with 7-mm blades spring scissors (Fine Science tools). 10 decapitated bodies (named 

“headless flies”) were transferred to a 2-inch Petri dish and allowed to recover for a few 

minutes until they stood on their legs. A 5 µl droplet of PQ diluted in Drosophila Ringer’s 

solution (in mM: 130 NaCl, 4.7 KCl, 1.8 CaCl2, 0.5 Na2HPO4, 0.35 KH2PO4, pH 7.4 adjusted 

with 150 Na2HPO4) or Ringer’s only for controls, was applied for 5 s with a P10 Pipetman to 

the VNC at the anterior notum as described (15). The same droplet was successively used for 

10 flies. Then flies were incubated at 25°C in the same conditions as those intoxicated by 

ingestion. A concentration of 80 mM PQ was generally used that gave ~35 % wild type 

survivors after 2 h. Flies were considered as dead when they laid on the side or back and did 

not react to a light mechanical stimulus. Survival was monitored every 30 min and graphs 

present survival at 2 h unless otherwise noted.  

DA receptor antagonist were purchased from Tocris and added to the PQ solution at the 

following concentrations: SKF83959, 50 µM; SKF83566, 5 mM; eticlopride, 5 mM. For in vivo 

neuron activation, 30 decapitated Drosophila expressing dTrpA1 in neuronal subsets were 
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intoxicated as usual at room temperature and then immediately incubated at 31°C for 2 h 

before fly survival was scored.  

Statistical Analyses. Results are expressed as mean ± SEM of 9 or 10 independent 

determinations. Statistical analyses were performed with GraphPad Prism software 

(GraphPad Software, La Jolla, CA, USA), using ANOVA with post hoc Tukey–Kramer or 

Student’s t test. Statistical significance in figures: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005, n.s not 

significant.  

DNA constructs and transformation. To generate the TRH-GAL4 construct, we followed a 

procedure similar to that previously reported for construction of the TH-GAL4 transgene 

(Friggi-Grelin et al., 2003a), using regulatory sequences from the Drosophila melanogaster 

Trh gene (CG9122). A 1.9 kb and a 3 kb genomic fragments, containing sequences located 

upstream and downstream the Trh transcription startsite, were cloned 5’ and 3’ to GAL4 in 

pCaS-GAL4, in the Stu I and Not I sites, respectively (Figure S2). The following 

oligonucleotides were used: 5’-TTCCGTAGGCCTTGCCCTAAAGGTCCTGGGTCAA and 5’-

AGCACTAGGCCTTGCAC-TGCACTTGGTAGCTACT (sense and antisense for amplifying the 

1.9 kb upstream segment); 5’-tagagcggccgcCAAgcagggaagtcccttgcacc and 5’-

GGAGgcggccgcca-ctctcgacagaattccggaag (sense and antisense for amplifying the 3 kb 

downstream segment). The restriction sites are underlined.  

To generate the VGlut-GAL4 construct, a 5.5 kb genomic fragment containing regulatory 

sequences from Drosophila melanogaster VGlut (CG9887) was fused upstream to GAL4. This 

fragment includes 3.6 kb upstream the VGlut transcription startsite and the 5’-untranslated 

coding sequence with the first two introns of the gene (Figure S3). Sequences were amplified 

from genomic DNA with the following oligonucleotides as sense and antisense primers, 

respectively: 5’-TAGGCCTTCTGCCCTGATCCTTGATGG and 5'-AAGGCCTTGCTCAG-

CTAGTAGTCCTGA. Synthetic restriction sites (underlined) allowed insertion at the StuI site 

of pCaS-GAL4  (32). Plasmids were then screened for insertion in the correct orientation.  
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To construct UAS-VGlut::GFP, the Drosophila VGlut cDNA was first PCR amplified from the 

clone RH7445 of the Berkeley Drosophila Genome Project expressed sequence tag collection, 

with the following primers: sense, 5’- GCGAATTCGTGCGTTGTCCTGCTGAG, anti-sense, 5’-

ACGAATTCCTGCTGCTGGTATCCCTG. Synthetic EcoRI restriction sites are underlined. In 

the anti-sense primer, the VGlut TAA stop codon was replaced by GAA (in bold) to create an 

EcoRI site and allows in frame fusion with the GFP cDNA. The 2.5 kb VGlut fragment was 

then inserted in place of the dEAAT1 fragment of UAS-dEAAT1::GFP  (32) to obtain UAS-

VGlut::GFP. This transgene encodes a fusion protein in which VGlut and GFP are separated 

by a linker of six glycine residues.  

All constructs were checked by double-strand sequencing before injection. Drosophila germ-

line transformation was performed by standard procedure using the plasmid pπ25.7wc as a 

source of transposase. Transgenic flies were generated in a y, w background. Several 

independent insertion strains were obtained for each transgene. Independent insertions of the 

VGlut-GAL4 and TRH-GAL4 drivers showed similar expression patterns when crossed to 

UAS-GFP reporter flies.  

RNA extraction. Total RNA was extracted by the TRIzol (Invitrogen) method  (33). Adult flies 

were anesthetized on ice and decapitated with a sterile scalpel. 20 heads (or 5 thoraxes) were 

dissolved in 500 µl TriZol and kept at -80°C overnight. Remaining tissues were then crushed 

with a mini-Potter. The mixture was extracted with 100 µl chloroform and centrifuged at 2,320 

x g (5,000 rpm) in an Eppendorf 5415 R microcentrifuge for 10 min at 4°C. The supernatant 

was collected, mixed to 250 µl isopropanol, and stored for 30 min to 2 h at -20°C. After 15 min 

microcentrifugation at 2,320 x g, the pellet was washed twice with 250 µl 75% (vol/vol) ethanol 

prepared with diethylpyrocarbonate-treated water followed by 4 min microcentrifugation at 

2,320 x g. The dried pellet was suspended in 20 µl RNAse-free water. 1 µl of the solution was 

used to determine RNA concentration with a NanoDrop spectrophotometer (ThermoScientific).  

RT-PCR and qRT-PCR. For retrotranscription, 1 µg total RNA was mixed with 0.5 µg 

oligo(dT)15 (Promega) and 10 mM dNTP mix (Promega) in RNAse-free water. After heating at 
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65°C for 5 min, the tube was placed on ice and supplemented with 4 µl 5 x First-Strand Buffer 

(Invitrogen), 2 µl 0.1 M DTT and 1 µl RNAsin (Promega). After 2 min pre-incubation at 42°C, 1 

µl SuperScript II Reverse Transcriptase was added and the reaction mix (final volume: 20 µl) 

was incubated for 50 min at 42°C. The reaction was stopped by heating at 70°C for 15 min. 

Semi-quantitative PCR was performed as previously described  (34) in a Techne TC-312 

thermal cycler in 20 µl final volume. The program included a cycle of 40 sec denaturation at 

94°C, 40 sec annealing at 62°C and 40 sec elongation at 72°C, repeated 35 or 40 times.  

For real-time PCR, RNA extracted from adult heads was cleaned from contaminant DNA prior 

to retrotranscription by treatment with RQ1 RNAse-free DNAse (Promega) according to the 

manufacturer’s protocol. qPCR were carried out in a MyiQ2 two-color real-time PCR detection 

system (Bio-Rad) with the SYBR GreenER qPCR SuperMix (Invitrogen) in 96-well plates. 

Each well contained 2.5 µl of the retrotranscription product and 0.1 µM sense and antisense 

primers in 1 x Syber Green Mix, in a final volume of 25 µl. The ribosomal gene rp49 was used 

as an internal control. The program was: 95°C denaturation for 10 min, followed by 40 

amplification cycles (15 s at 95°C, 15 s at 55°C and 45 s at 60°C), and ended by 10-s ramping 

from 50°C to 90°C to run a melting curve. The following primers were used: for DAMB, sense: 

5'- TTTGACTCCTCTGTCGCTCA, antisense: 5'-CAAAGAACGTAATGGAGGATG (amplicon: 

232 nt); for rp49, sense: 5'- GACGCTTCAAGGGACAGTATC, antisense: 5'-

AAACGCGGTTCTGCATGAG (amplicon: 126 nt).  

Immunohistochemistry. Whole adult VNCs were dissected at room temperature in 

Drosophila Ringer’s solution and fixed for 2 h on ice in a watch glass in 4% (wt/vol) 

paraformaldehyde in PBS (130 mM NaCl, 7 mM Na2HPO4, 3 mM KH2PO4) before being 

transferred with Dumont #5 forceps to 24-well plates (5-10 brains per well). After three 20-min 

washes in 0.5 ml PBS plus 0.5% (vol/vol) Triton X-100 (PBT), tissues were pre-incubated for 

2 h in PBT + 2% (wt/vol) bovine serum albumin as blocking solution, transferred again to 96-

well plates and incubated overnight at 4°C with agitation in the presence of primary antibodies 

diluted in blocking solution (final volume: 100 µl). The primary antibodies used were: mouse 

monoclonal anti-TH (1:50; ImmunoStar), mouse anti-GFP (1:500; Invitrogen Molecular 
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Probes), rabbit anti-serotonin (1 :500; Sigma), rabbit anti-DAMB (1:100, (Han et al., 1996)) 

and rabbit anti-synaptotagmin (Syt-1) (1:100, generous gift of Hugo Bellen). After three 20-

min washes in PBT, brains were incubated for 2 h at room temperature with 0.5 ml secondary 

antibodies: Alexa Fluor 555 anti-mouse, Alexa Fluor 488 anti-rabbit (Invitrogen Molecular 

Probes), or FITC anti-rabbit, TRITC anti-mouse (Jackson ImmunoResearch) diluted to 1:250. 

Tissues were washed three times again in PBT for 20 min and finally mounted in Vectashield 

(Vector Laboratories) or Mowiol 4-88 (Polysciences). Images were collected on a Nikon A1R 

confocal microscope and processed with ImageJ and Adobe Photoshop.  
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Fig. S1. Paraquat oxidative stress susceptibility of various Drosophila strains. Survival was 

monitored 2 h after application of 80 mM to the VNC of decapitated flies as described in 

Experimental procedures. Wild type (Canton S), UAS-THg, TH-GAL4 and TRH-GAL4 showed 

no difference in PQ vulnerability.  
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Fig. S2. Structure and expression pattern of the serotonergic driver TRH-GAL4. (A) The 

Drosophila Trh gene that encodes the serotonin-synthesizing enzyme tryptophan hydroxylase 

spans around 5.5 kb and includes 7 exons (a to g). Positions of the start (ATG) and 

termination (stop) translation codons are indicated. To generate TRH-GAL4, a segment 

containing the GAL4 gene fused to a transcription termination element from hsp70 was 

inserted in exon a in place of the Trh ATG region. Scale bar: 1 kb. (B) Double staining of 

TRH-GAL4; UAS-GFP-S65T 3rd instar larval CNS (1-3) or adult brain (4-6) with anti-GFP and 

anti-serotonin antibodies. 1, 4: anti-GFP, 2,5: anti-serotonin, 3, 6: merge. In both larva and 

adults, overlapping of the two stainings is quite complete, indicating that the driver is specific 

for serotonergic neurons. Note the characteristic double row of serotonin neuron doublets in 

the larval VNC. Scale bars: 50 µm.  
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Fig. S3. Construction of the glutamatergic driver VGlut-GAL4 and UAS-VGlut::GFP reporter. 

(A) The Drosophila VGlut gene that encodes the synaptic vesicle Glu transporter spans 

around 14.5 kb and includes 9 exons (a to i). To generate VGlut-GAL4, a 5.5 kb genomic 

segment just upstream the VGlut ATG was inserted 5’ to the GAL4 gene fused to a 

transcription termination element from hsp70. To generate UAS-VGlut::GFP, a 2.5 kb cDNA 

fragment including the whole VGlut coding sequence was fused in frame upstream to the GFP 

sequence, under the control of GAL4-binding UAS (upstream activating sequences). In the 

encoded fusion protein, VGlut and GFP are separated by a 6-glycine spacer peptide (6xGly). 

Position of start (ATG) and termination (stop) translation codons are indicated in VGlut and in 

each derived construct. (B) Double staining on whole-mount body wall muscles of VGlut-

GAL4; UAS-VGlut::GFP 3rd instar larva with anti-GFP (green) and anti-synaptotagmin (Syt-1, 
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a synaptic vesicle marker) antibodies. GFP and Syt-1 colococalize at the Glu neuromuscular 

junctions, confirming that VGlut-GAL4 expresses in Glu motor neurons and that VGlut::GFP is 

addressed to Glu synaptic boutons as component of the synaptic vesicles. Scale bars: in 

panels, 40 µm; in magnified inserts,15 µm. 
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Fig. S4. Proposed mechanism of PQ toxicity in Drosophila. Extracellular DA released from 

PQ-challenged DA neurons overactivates the DA receptor DAMB in Glu neurons of the VNC. 

Glu neuron dysfunction would thus result from two synergetic causes: on the one hand, 

DAMB-mediated aberrant increase in intracellular Ca2+ and cAMP levels, and on the other 

hand, elevated OXS potentially caused by PQ itself and/or ROS produced by DA 

autoxidation. Excessive Glu release will ultimately lead to CNS failure by excitotoxicity and 

organism death. 
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Riemensperger T., Cassar M., Coulom H., Iché-Torres M., Callens C. et Birman S. 

Article en préparation 

 

Résumé: 

L’α−synucléine (α−syn) est une protéine qui joue un rôle central dans la pathogenèse des 

formes tardives les plus fréquentes de la maladie de Parkinson (MP), tant pour les cas 

familiaux que sporadiques. En effet, cette protéine s’accumule de façon anormale dans la 

MP et ses agrégats sont le composant majeur des corps de Lewy, une structure histologique 

caractéristique de la maladie. Trois mutations ponctuelles de l’α−syn (A30P, A53T et E46K), 

ainsi que la duplication ou la triplication du gène sauvage, sont associées à des formes 

familiales dominantes de la MP (Devine et al. 2011; Corti, Lesage, and Brice 2011). De plus, 

des études d’association pangénomiques ont montré qu’un polymorphisme localisé dans le 

promoteur du gène SNCA (qui code pour l’α−syn), qui induirait une surexpression du gène, 

est associé à de très nombreux cas cliniques de MP sporadique (Satake et al. 2009; Simón-

Sánchez et al. 2009; Ding et al. 2011; Corti, Lesage, and Brice 2011).  

Il y a une douzaine d’années paraissait dans la revue Nature le premier modèle génétique de 

la MP, développé chez la drosophile, par l’expression ectopique de l’α−syn humaine 

sauvage et mutée dans les neurones de drosophile (Feany and Bender 2000). Les auteurs 

rapportaient dans cet article que la surexpression de l’α−syn chez la drosophile récapitulait 
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les trois caractéristiques de la MP : perte de neurones dopaminergiques du cerveau, 

formation de corps de Lewy, et troubles locomoteurs d’évolution progressive. Les effets 

moteurs observés étaient plus sévères avec les formes mutées. Cependant, certains auteurs 

n’ont pas pu mettre en évidence des façons similaire des pertes des neurones 

dopaminergiques dans ce modèle (Pesah et al. 2005) (Coulom and Birman, unpublished), ce 

qui a mis en question la reproductibilité de ces résultats. Nous avons donc entrepris une 

étude approfondie des conséquences de la surexpression chez la drosophile de l’α−syn 

sauvage et mutée (forme A30P) sur le comportement des drosophiles et la physiologie des 

neurones dopaminergiques. Le résultat de ces travaux est rapporté dans les trois articles 

non publiés (chapitres 1-3) de cette deuxième partie.  

La première étude rapportée dans ce chapitre a confirmé que l’expression pan-neuronale 

des formes sauvage et A30P de l’α−syn provoque une perte progressive des capacités 

locomotrices des drosophiles, évaluées comme Feany et Bender par un test de géotaxie 

négative. Leur expression dans les neurones dopaminergiques diminue la concentration de 

dopamine dans le cerveau, probablement dû à une inhibition de la biosynthèse de ce 

neurotransmetteur. Nous avons examiné les effets cellulaires de la surexpression de ces 

deux isoformes de synucléine et observé un grossissement des mitochondries, suggérant 

une augmentation de la fission mitochondriale et donc une augmentation du stress dans les 

neurones dopaminergiques, de même qu’un grossissement des varicosités axonales 

évoquant un défaut dans le traffic des vésicules synaptiques. Dans l’ensemble, les effets 

précédents étaient comparables pour les deux formes d’α−syn, même s’ils sont en général 

plus prononcés avec la forme mutée.  Cependant, les formes sauvage et mutée se sont 

avérées avoir des effets contraires sur la résistance au stress oxidatif et l’initiation de 

l’apoptose dans les neurones dopaminergqiues après traitement au paraquat (PQ). L’α−syn 

sauvage semble en effet protéger les drosophiles contre les effets nocifs du PQ, et en 

particulier l’activation de la caspase 3, une caspase initiatrice de l’apoptose, dans les 

neurones dopaminergiques, alors que l’α−synA30P, au contraire,  aggrave les effets du PQ 

en augmentant l’activation de la caspase3. Cela suggère que l’α−syn sauvage protégerait les 
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neurones contre le stress oxydatif alors que l’α−synA30P générerait à l’inverse plus de 

stress dans les neurones dopaminergiques, aggravant ainsi l’effet du PQ. Ces résultats sont 

en accord avec des travaux antérieurs sur les propriétés des formes sauvage et mutées de 

l’α−syn (C A da Costa, Ancolio, and Checler 2000; Sidhu, Wersinger, and Vernier 2004; Jin 

et al. 2011) mais n’avaient jamais été confirmés in vivo. Enfin, notre étude montre également 

que la spécificité de la neurotoxicité de l’α−synA30P vis-à-vis des neurones 

dopaminergiques serait liée à la présence de la dopamine elle-même. En effet, l’expression 

in vivo de la tyrosine hydroxylase dans les neurones sérotoninergiques confère à ces 

cellules la propriété de produire de la dopamine et les rend en même temps de novo 

sensible à la toxicité de l’α−synA30P.  

— Dans cette étude, j’ai effectué les expériences de survie en présence de PQ, qui ont été le 

premier indice que les deux isoformes d’α−syn pouvaient parfois avoir des propriétés 

opposées. J’ai aussi effectué les RT-PCR et certains des immunomarquages.  
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Abstract:  

Parkinson's disease (PD) is the most frequent neurodegenerative movement disorders in 

humans. Progressive degeneration of the dopaminergic nigrostriatal system leads to decline 

in movement control associated with tremor, rigidity and postural instability. One of the genes 

implicated in an inherited form of PD is human α-synuclein (α-syn), a cytosolic 140 

aminoacid phosphoprotein of yet unknown function. Here, we studied the behavioral and 

cellular consequences of α-syn expression in Drosophila neurons. Pan-neuronal expression 

of either native α-synWT or its mutant pathogenic form α-synA30P triggered progressive 

locomotor impairments and strongly decreased brain dopamine levels. No noticeable loss of 

dopaminergic neurons was observed though these cells present striking abnormalities, such 

as swelling of mitochondria and of axonal varicosities. Further, we observed that pan-

neuronal expression of α-synA30P but not native α-synWT induces a pro-apoptotic state in 

dopaminergic neurons and decreases Drosophila resistance to oxidative stress. Native α-

synWT, in contrast, shows neuroprotective effects against both α-synA30P and oxidative 

stress in the Drosophila model. Ectopic dopamine synthesis in serotonergic neurons makes 

these cells susceptible to α-synA30P induced toxicity, triggering a prp-apoptotic state 

followed by gradual loss of these neurons. These results indicate, that dopamine itself 

causes the vulnerability of dopaminergic neurons to mutant α-synA30P in vivo 



 

 144 

 

Introduction: 

Parkinson's disease (PD) is a progressive neurodegenerative disorder characterized by 

severe motor impairments, including uncontrollable tremor, postural instability, slowness of 

movement and rigidity. The progressive loss of dopaminergic neurons in the substantia nigra 

(SN) is the main histological hallmark of this disorder, resulting in a massive depletion of 

dopamine (DA) in the striatum, where the SN dopaminergic neurons project. Mutations in the 

SNCA gene that encodes the protein α-synuclein (α-syn) are associated with rare familial 

forms of PD. Native α-syn is a 140 amino acid protein of not yet well understood function. It 

is widely expressed in neuronal tissues and mainly localizes in nerve terminals. Naturally it 

occurs as a folded tetramer that binds to lipid membranes and does not aggregate (Bartels, 

Choi, and Selkoe 2011). However, under PD-like conditions, isolated α-syn monomers 

readily aggregate into amyloid-like fibrils forming round eosinophilic protein inclusions in cell 

somas, the so-called Lewy bodies (LB) (Spillantini et al. 1997; Tofaris and Spillantini 2005). 

Three point-mutations in α-syn have been associated with PD: A53T, E46K and A30P. 

Whereas α-synA53T shows a faster rate of LB-like filament formation compared to wild type 

α-syn (α-synWT) (Conway, Harper, and Lansbury 1998), the point mutation of α-synA30P 

seems to disrupt its interaction with lipid vesicles (Jensen et al. 1998). In sporadic as in 

genetic cases of PD, nigrostriatal cells seem to be under elevated state of oxidative stress, 

as indicated by by-products of lipid, protein and DNA oxidation in patient brain tissues 

(Dexter et al. 1989; Jenner 2003). Kinetic simulations predict that oxidative stress 

synergistically enhances α-syn aggregation in the sporadic and genetic forms of PD (Raichur, 

Vali, and Gorin 2006).   

In recent years Drosophila was extensively shown to be an adequate model to study the 

mechanisms of human pathogenesis. The first attempt to mimic genetically Parkinson’s 

disease in an animal model was carried out by pan-neuronal expression of human α-syn or 

its mutated A30P and A53T forms in Drosophila. This caused age dependent locomotion 

defects and gradual loss of ~50% or more of cells in a dorsomedial cluster of the brain 
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dopaminergic system (Feany and Bender 2000; Auluck et al. 2002; Yang et al. 2003; L. Chen 

and Feany 2005). In further studies, much variable losses of dopaminergic neurons were 

reported upon expression of α-syn or its mutant forms in Drosophila neurons, going from loss 

of 2 or 3 cells in a select cluster to major neurodegeneration in many cell clusters (Cooper et 

al. 2006; Outeiro et al. 2009; Trinh et al. 2008; Trinh et al. 2010; Botella, Bayersdorfer, and 

Schneuwly 2008; Bayersdorfer et al. 2010) while some authors did not detect any loss of 

dopaminergic neurons in strictly similar conditions in this model (Auluck, Meulener, and 

Bonini 2005; Pesah et al. 2005).  

Here we expressed either α-synWT or α-syn30P or both in vivo in Drosophila neurons to 

compare the effects of ectopic expression of these proteins on behavior, neuronal 

dysfunction and oxidative stress resistance. Although we did not detect neuronal loss in our 

conditions, we provide several lines of evidence that expression of both α-syn isoforms in 

Drosophila induces dysfunction of dopaminergic neurons. Either α-synWT or α-syn30P 

trigger swelling of mitochondria and bulging of nerve terminal varicosities in dopaminergic 

neurons, and significantly decrease dopamine content in brain. However, we found that 

accumulation of α-synWT or α-syn30P had opposite effects on resistance to oxidative stress. 

Survival of Drosophila in the presence of paraquat (PQ), an oxidative stressor, was 

significantly prolonged or, respectively shorthened when α-synWT or α-syn30P were 

expressed in dopaminergic neurons. Furthermore, pan-neuronal expression of α-synA30P in 

Drosophila aggravated PQ-induced oxidative stress selectively in dopaminergic neurons, as 

revealed by increased proteolytic activation of caspase-3 (casp-3), an effector of apoptotic 

cell death in PD (Hartmann et al, PNAS 2000). In contrast, pan-neuronal expression of α-

synWT prevented casp-3 activation in the presence of PQ. This suggests that α-synWT can 

protect fly dopaminergic neurons against oxidative stress and that α-syn30P has, on the 

opposite, an aggravating effect. Under normal conditions serotonergic neurons seem not to 

be affected by the presence of α-synA30P. We show here that ectopic expression of 

Drosophila tyrosine hydroxylase (DTH), the dopamine-biosynthesising enzyme, in 
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serotonergic neurons,makes these cells susceptible to α-synA30P toxicity, potentially 

explaining in part selective vulnerability of dopaminergic neurons to this pathogenic protein. 

 

Materials and Methods 

Drosophila culture and strains. The following Drosophila strains were used: elav-GAL4, a 

pan-neuronal driver (Lin and Goodman, Neuron 1994); TH-Gal4, TRH-Gal4 and Ddc-Gal4, 

that express in dopaminergic neurons, serotonergic neurons, or both, respectively; UAS-

GFP-S65T; UAS-DTHg.4 (Friggi-Grelin, Iché, and Birman 2003); UAS-DVGlut::GFP used as 

a synaptic vesicle marker; UAS-α-synWT and α-synA30P (Feany and Bender 2000). The 

UAS-a-synWT; UAS-a-synA30P strain was generated by meiotic recombination.  

Immunohistochemistry. According to the experiments, the secondary antibodies were goat 

anti-mouse, anti-rabbit or anti-rat IgG conjugated to Alexa Fluor 488 or 555 (Invitrogen 

Molecular Probes, 1:500). For TH (Immunostar, 1:50), serotonin (Sigma, 1:500), human a-

synuclein (Sigma, 1:500), activated caspase-3 (Cell Signaling, 1.5:250), Elav (Developmental 

Study Hybridoma Bank, 1:30) and GFP (Abcam, 1:500) immunostainings, brains were 

dissected in Drosophila Ringer’s solution (130 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 0.3 mM 

Na2HPO4, 0.35 mM KH2PO4, pH 7.5), fixed for 2 h on ice in 4% paraformaldehyde in PBS 

(130 mM NaCl, 7 mM Na2HPO4, 3 mM KH2PO4), followed by three 20-min washes in PBS. 

After 2 h pre-incubation in PBS containing 0.5% Triton X-100 (PBT) plus 2% BSA, brains 

were incubated overnight at 4°C with the primary antibodies diluted in the same solution. 

This was followed by: three 20-min washes in PBT, 2 h incubation with the secondary 

antibodies at room temperature, three 20-min washes in PBT. Brains were finally washed in 

PBS for two days at 4°C to reduce background. Tissues were mounted in Vectashield 

(Vector Laboratories, Burlingame, CA). Confocal microscopy was performed with a Zeiss 

(Oberkochen, Germany) LSM 510 microscope.  

Negative geotaxis. Startle-induced negative geotaxis was assayed as previously 

described (2). Groups of 10 to 20 flies were placed in a vertical column (25 cm long, 1.5 cm 
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diameter) with a conic bottom end. They were suddenly startled by gently tapping them down, 

to which Drosophila respond by climbing up. After 1 min, flies having reached the top of the 

column (above 20.5 cm) and flies remaining at the bottom end (below 6.5 cm) were 

separately counted. Three trials were performed at 1 min intervals. The scores are the mean 

of the numbers of flies at the top (ntop) and at the bottom (nbot), expressed as percentages of 

the total number of flies (ntot). Results are the mean ± SEM of the scores obtained in three 

independent experiments. The performance index (PI) is defined as 1/2((ntot + ntop - nbot)/ntot). 

To test for the effect of aging on negative geotaxis, thirty flies of each condition were 

evaluated each week throughout a period of eight weeks. Dead flies were replaced by 

substitutes of the same age. Statistical analysis was performed on the PIs with the Student’s 

t test.  

DA quantification via HPLC. Brains of 30 day old flies were dissected in Drosophila Ringer's 

solution and transferred into ice cold 50 mM citric acid solution and filtered. The DA and 5-HT 

levels of the brain extracts were determined by HPLC coupled to electrochemical detection 

essentially using a mobile phase containing 4 mM decanesulfonic acid, 50 mM 

citrate/acetate, pH 4.5, 20% acetonitrile. Standard detection of DA was performed at a 

detector potential of +500 mV relative to an Ag/AgCl electrode.  

RT-PCR. For retrotranscription, 1 µg total RNA was mixed with 0.5 µg oligo(dT)15 (Promega) 

and 10 mM dNTP mix (Promega) in RNAse-free water. After heating at 65°C for 5 min, the 

tube was placed on ice and supplemented with 4 µl 5 x First-Strand Buffer (Invitrogen), 2 µl 

0.1 M DTT and 1 µl RNAsin (Promega). After 2 min pre-incubation at 42°C, 1 µl SuperScript 

II Reverse Transcriptase was added and the reaction mix (final volume: 20 µl) was incubated 

for 50 min at 42°C. The reaction was stopped by heating at 70°C for 15 min. Semi-

quantitative PCR was performed as previously described (Friggi-Grelin, Iché, and Birman 

2003) in a Techne TC-312 thermal cycler in 20 µl final volume. The program included a cycle 

of 40 sec denaturation at 94°C, 40 sec annealing at 62°C and 40 sec elongation at 72°C, 

repeated 35 or 40 times. 
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Paraquat ingestion. PQ treatment was performed on 7 to 10-day old adult females by dietary 

ingestion of the drug. 10 flies were incubated at 25°C in a 2-inch (5.2 cm) diameter Petri dish 

containing two layers of Whatman paper soaked with 600 µl PQ (methyl viologen, Sigma) 

diluted in 2% (wt/vol) sucrose or sucrose only for controls. To avoid dehydration, dishes were 

enclosed in a plastic box layered with moist paper. 9 or 10 Petri dishes were independently 

tested for each condition. Survival was monitored after 24 or 48 h. We generally used 20 mM 

PQ in ingestion experiments, which yielded ~40% survivors after 24 h for wild type flies 

(Cassar et al., under submission).  

 

Results 

Subcellular localization of human α-syn and α-synA30P in Drosophila neurons 

We first compared the subcellular localization of human α-synWT and α-synA30P isoforms in 

brains of aged (50-day old) Drosophila, when expressed in all neurons with elav-Gal4  (Fig. 

1). Antibody staining revealed that α-synWT localized in most neuropilar projections and pre-

synaptic regions (Fig. 1B5, 6). Neuropils of the mushroom bodies, antennal lobes, lobula and 

medulla are clearly labelled. This pattern is comparable to that of presynaptic proteins, such 

as the active zone marker Bruchpilot (Fig.1A) . The pattern of α-synA30P showed a different 

appearance with reduced staining in synaptic structures and primary localization in the cell 

bodies (Fig. 1B8, 9), comparable to the pattern of pan-neuronally expressed cytosolic GFP 

(Fig. 1A2). Any neuropil other than the mushroom bodies showed a low level of anti-α-syn 

signal in elav>α-synA30P brain. This difference can be easily seen in the antennal lobes: in 

this structure, α-synWT mainly localized within the synaptic densities of the glomeruli (Fig. 

1B5, 6, AL), whereas α-synA30P mainly localized in the somata of the olfactory projection 

neurons (Fig. 1B8, 9, AL, arrows). 
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α-synWT and α-synA30P do not trigger loss of dopaminergic neurons but decrease 

brain dopamine content 

In order to estimate degeneration of dopaminergic neurons over time, we used antibody 

staining against TH in whole-mount brains. We quantified cell numbers of all TH-positive cell 

clusters (Fig. 2A), except the PAM cluster because cells of this cluster are very exposed and 

for this reason vulnerable to lesions caused by the preparation. Comparison between the 

dopaminergic systems of flies in their first week after eclosion and flies in their eighth week 

(60 days) after eclosion revealed no ostentatious degeneration in any of the dopaminergic 

cell clusters (Fig. 2B), either in control flies or in flies expressing α-synWT or α-synA30P in all 

neurons. However, we observed that pan-neuronal over-expression of either form of α-syn 

accelerated the progressive locomotor impairments caused by aging in flies, as monitored by 

startle-induced negative geotaxis. Because dopamine is required for proper performance in 

this behavior (Riemensperger et al. 2011), we measured dopamine levels in brains of flies 

expressing α-synWT or A30P in dopaminergic neurons with the TH-Gal4 driver (Friggi-Grelin, 

Iché, and Birman 2003). Dopamine determination was performed by HPLC (Hardie and Hirsh, 

J Neurosci Meth 2006) on 35-day old flies because α-syn-induced locomotor deficits start to 

aggravate significantly compared to control flies after the fourth week of adulthood. The 

accumulation of either α-synWT or α-synA30P in dopaminergic neurons reduced brain 

dopamine level by ~35 and 60%, respectively (Fig 1D, E).  

α-synWT and α-synA30P cause bulging of dopaminergic neuron varicosities  

In vertebrates α-syn was originally identified in a screen for synaptic vesicle-associated 

proteins (Maroteaux, Campanelli, and Scheller 1988) and this protein is known to interact 

with lipid membranes and induce vesicle trafficking defects when it accumulates in nerve 

terminals (Auluck et al, Annu Rev Cell Dev Biol 2010). To visualize synaptic vesicles in 

dopaminergic neurons of α-syn-expressing Drosophila, we co-expressed α-syn isoforms and 

a GFP-tagged vesicular glutamate transporter (DvGlut) with TH-Gal4. We examined PPL2 

dopaminergic neurons whose axonal tracts cross the lobula towards the medulla, as these 

neurons are prominent and rather easy to identify (Fig. 3). Varicosities (i.e. dopaminergic 
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terminals) are regularly spaced along the axons of these neurons and they accumulate 

synaptic vesicles, as revealed by the DVGlut::GFP marker (Fig. 3A). We found that varicosity 

size increased significantly in the presence of  α-syn (Fig. 3B, C), when compared to control 

flies (Fig. 3A): larger diameter was up to two-fold higher with α-synWT and and up to three-

fold higher with α-synA30P (Fig. 3E). This effect is likely caused by synaptic vesicle 

accumulation in the terminals because the enlarged varicosities show a strong DVGlut::GFP 

signal.  

α-synWT and α-synA30P promote mitochondrial fusion in dopaminergic neurons  

Mitochondrial dysfunction has long been suspected to be implicated in Parkinson’s disease 

pathogenesis and recent advances on genetics of the disease appear to fully confirm this 

view (Schapira and Gegg 2011; Corti, Lesage, and Brice 2011; Exner et al. 2012). It has 

been reported that α-syn interacts directly with mitochondrial membranes (Nakamura et al. 

2008). We expressed mito-GFP in dopaminergic neurons to analyze the appearance of 

somatic mitochondria in presence or absence of either form of α-syn. Confocal microscopy 

analysis of mitochondrial complexes in dopaminergic  neurons of in 10-day old flies revealed 

a variable size of mitochondrial complexes, ranging from 0,5 to 2 µm on their largest 

extension (Fig. 4A,1-3). In the presence of either  α-synWT or  α synA30P, we observed an 

increase of mitochondrial complexes up to 3 µm on their largest extend (Fig. 4A, 4-9) and 

~1.4-fold as a mean (Fig. 4B).  The increase in size of somatic mitochondrial complexes 

caused by either form of α-syn despite their differential localization in the cell (see Fih. 1B) 

suggests that α syn has an indirect effect on the mitochondrial fission/fusion process.  

As similar mitochondria phenotypes were observed in Pink1 mutant flies (Yang et al, PNAS 

2008) and because Pink1 acts downstream of parkin, we were interested in regulation of 

these two PD- and mitochondria-associated genes in α-syn-expressing flies. Semi-

quantitative RT-PCR analysis of flies expressing α-synWT or α-synA30P in all neurons show 

a reduction of both parkin and Pink1 transcripts, when compared to the wild-type control (Fig. 

4C). Co-expression of both α-synWT and α-synA30P appeared to, inhibit Pink1 and parkin 
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expression nearly completely, suggesting that the two forms of α-syn have a synergistic 

effect on the expression of these two genes.  

Opposite effects of α-synWT and α-synA30P on Drosophila survival under oxidative 

stress 

Because mitochondrial dysfunction can both generate and result from oxidative stress (Lin 

and Beal, Nature 2006), we tested the paraquat (PQ) resistance of α-syn-expressing flies. 

PQ is a toxin used as an herbicide that readily generates free radicals in cells and was 

identified as a risk factor in PD (Tanner et al. 2011). Exposure of Drosophila to oxidative 

stressors such as rotenone or PQ induce locomotion defects and selective dopaminergic 

neuron loss (Coulom and Birman 2004; Chaudhuri et al. 2007; Lawal et al. 2010). Feeding 

20 mM PQ for 24h  to 1-week old control flies resulted in a survival rate of 38.2 ± 5.8% (SEM) 

of the population. Interestingly, expression of α-synWT in all neurons protected the flies 

temporally against oxidative stress, such that 71,6 ± 4,0% survived PQ exposure after 24 h, 

whereas  α-synA30P-expressing flies were far more susceptible than controls as only 23.0 ± 

5.7%  survived (Fig. 5A)., Flies co-expressing both forms of α-syn were surprisingly as much 

protected, (76,2 ± 2,5% of survivors) as with α-synWT alone. We then used two different 

Gal4 lines to drive α-syn expression in the dopaminergic system: TH-Gal4 that only 

expresses in dopamionergic neurons in brain, and Ddc-Gal4 that targets dopaminergic and 

serotonergic neurons. Both drivers were able to protect flies against PQ when they 

expressed α-synWT, but only TH-Gal4 and not Ddc-GAL4 aggravated PQ effects on survival 

when these drivers were used to express α-synA30P (Fig. 5B).  

Opposite effects of α-synWT and α-synA30P on pro-apoptosis induced by oxidative 

stress in dopaminergic neurons 

Oxidative stress can trigger neuronal apoptosis in PD (Hartmann et al, PNAS 2000; Mattson, 

Antioxid Redox Signal 2006). We found, that control flies (not expressing α-syn) exposed for 

24 h to PQ showed activation of the pro-apoptotic casp-3 in DA cell-clusters, as revealed 

with a specific antibody (Fig. 5C4-6) and by comparison to controls not exposed to PQ (Fig. 

5C1-3). In the presence α-synA30P expressed in all neurons, activated casp-3-positive cells 
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were found in nearly all brain dopaminergic clusters examined and slectively in these cells 

(Fig. 5C7-9), suggesting an aggravating effect. In contrast, flies expressing α-synWT did not 

show any casp-3 activation in DA neurons under PQ (Fig. 5C7-9), giving an immunostaining 

similar to control flies not treated with PQ . This result therefore reinforces the conclusion that 

α-synWT protects against oxidative stress in dopaminergic neurons.  

Dopamine is required for α-synA30P-induced neuronal pro-apoptosis 

Serotonergic neurons contains all proteins required to produce dopamine, like dopa 

decarboxylase (Ddc), except the TH enzyme. We used a specific serotonergic driver, TRH-

Gal4, to express TH in these cells in vivo in Drosophila (Fig. 6A). This gave to serotonergic 

neurons the capacity to produce dopamine, as demonstrated by a significantly elevated 

dopamine level in brain compared to wild type flies (Fig. 6B). We observed casp-3 activation 

when α-synA30P was expressed in dopaminergic neurons (Fig. 6C1-3), even in the absence 

of PQ, but not in serotonergic neurons (Fig. 6C1-3), suggesting that these cells are normally 

resistant to the pathogenic protein. In contrast, dopamine-producing serotonergic neurons 

became susceptible to α-synA30P, as shown by the activation of casp-3 in these cells (Fig. 

6C7-9). This shows that α-synA30P requires the presence of dopamine to induce oxidative 

stress and pro-apoptosis in neurons.  

 

Discussion: 

En cours d’écriture: voir discussion de la thèse. 
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Figures 

 

Fig 1 : Differential subcellular localization of human α-synWT and α-synA30P in 

Drosophila brain neurons. A. Pattern of elav-Gal4-driven cytosolic GFP in brain. 1: 

visualization of the CNS neuropil with the nc82 antibody directed against the presynaptic 

active zone protein Bruchpilot. 2: immunostaining with anti-GFP. 3: merge of stainings in 1 

and 2. Cytosolic GFP is mainly restricted to cortical regions containing neuronal somata, 

since it does not diffuse far inside axonal projections. B. Patterns of elav-Gal4-driven α-

synWT and α-synA30P in brains of 50-day old Drosophila. 1, 4, 7: anti-elav. 2, 5, 8: anti-α-

syn. 3, 6, 9: merge. No signal can be detected in the brain of control wild type flies (2). Pan-

neuronally expressed α-synWT is detected in the whole neuropil (5, compare to A1), 

whereas the expression of α-synA30P appears more pronounced in the somata of neurons 
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than in their projections (8, 9, arrows). AL: antennal lobes, MB: mushroom bodies. Scale bar: 

100 µm. 
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Fig. 2 : Neuronal expression of α-synWT and α-synA30P does not trigger 

dopaminergic cell loss but decreases brain dopamine content. A. Schematic depiction 

of the dopaminergic system of the Drosophila adult brain. Nomenclature according to (Nässel 

and Elekes, 1992). PAM: protocerebral anterior medial, PAL: protocerebral anterior lateral, 

PPL: protocerebral posterior lateral, PPM: protocerebral posterior medial. Me: Medulla, Mb: 

mushroom bodies, SEG: subesophagial ganglion. B. Quantification of dopaminergic neuron 

clusters labeled by TH immunostaining on whole-mount brains did not reveal any α-syn-

related decrease in cell number between the first and 60th day after eclosion. C. Age-

dependent progressive locomotion decline is accelerated in Drosophila expressing α-synWT 

and α-synA30P in all neurons, as reported by (Feany and Bender, 2000). D. HPLC assay of 

dopamine contents in brains of 4-week old flies expressing α-synWT or α-synA30P 

specifically in dopaminergic neurons with TH-GAL4. HPLC -measurement was standardized 

relative to the level of dopamine in control flies of the same age. Expression of either 

isoforms significantly reduced the level of dopamine. The effect was stronger with α-synA30P 

than α-synWT (p<0,01, students t-test). E. Example of HPLC traces showing the reduction of 

dopamine content in flies expressing α-synWT or α-synA30P compared to control flies. 



 

 160 

 

Fig. 3: α-syn expression causes bulging of dopaminergic neuron varicosities: A-

C. Visualization of synaptic vesicle-containing varicosities along the axonal tract of a PPL2 

dopaminergic neuron. Control flies (TH-GAL4, UAS-DVGlut::GFP) (A) showed varicosities 

(arrows) of 1-2 µm in diameter. whereas flies expressing α-synWT (B) or α-synA30P (C)  in 

dopaminergic neurons show a strong increase in size of these structures, up to 5 µm in 

diameter. The cell body of the neuron is also visible (arrowhead) D. Schematic depiction of a 

fly brain showing localization of the axonal tract of the dopaminergic neuron examined in A-C 

that crosses the optic lobe (white circle). E. Quantification of dopaminergic varicosity sizes in 

the different genotypes. *p<0.05, **p<0.01 (ANOVA). Scale bar: 5 µm.  
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Fig. 4: Expression of α-syn alters the size of mitochondria in dopaminergic neurons.  

A. Expression of α-synWT (5) or α-synA30P (8) in dopaminergic neurons (anti-TH, magenta) 

with TH-Gal4 increases the size of mitochrondria (arrowheads) in comparison to controls (2), 

as visualized with the mitochondrial marker mito-GFP (anti-GFP, green). B. Quantification of 

the largest diameter of mitochondria observed in dopaminergic neurons (**p<0.01, 

ANOVA). C. RT-PCR analysis of the genes parkin and Pink1 in brains of flies expressing α-

synWT or α-synA30P in all neurons with elav-Gal4. Expression of the two mitochondria-

associated genes appears down-regulated in α-syn-expressing flies. A stronger sffect is 

observed when α-synWT and α-synA30P are co-expressed.  
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Fig. 5: Opposite effects of α-synWT and α-synA30P on Drosophila survival and casp-3 

activation under oxidative stress. A, B. Drosophila survival after 24h exposure to 20 mM 

PQ. A. Effect of α-synWT and α-synA30P, or both, expressed in all neurons. Fly survival 

under PQ oxidative stress is significantly prolonged, or on the opposite shortened, in the 

presence of pan-neuronal α-synWT or α-synA30P, respectively. Effect of co-expression of 

both isoforms is not different from the expression of the wild type form alone. B. Effect of α-

synWT and α-synA30P expressed in dopaminergic neurons. Fly survival under PQ oxidative 

stress is significantly prolonged when α-synWT is expressed in dopaminergic neurons with 
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either TH-Gal4 or Ddc-GAL4. Fly survival is shortened when α-synA30P is expressed in 

dopaminergic neurons with TH-Gal4 but not with Ddc-Gal4. *p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001, 

Wilcoxon signed-rank test. C. casp-3 activation in brain dopaminergic neurons under PQ, 

and opposite effects of pan-neuronally expressed α-synWT and α-synA30P. Immunostaining 

against cleaved (activated) casp-3 under control conditions (1-3) and after 24 h exposure to 

20 mM PQ of controls (4-6) or flies expressing either α-synWT (7-9) or α-synA30P (10-12) in 

all neurons with elav-Gal4. Flies expressing pan-neuronally α-synA30P (10-12) showed 

casp-3 activation in almost all dopaminergic cell-clusters examined. Flies expressing α-

synWT in all neurons (7-9), in contrary to control flies (1-3), do not show any visible activation 

of casp-3 activity in dopaminergic neurons under PQ-induced oxidative stress. 
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 Fig. 6: TH expression in serotonergic neurons makes these cells susceptible to α-

synA30P toxicity. A. Picture of a Drosophila brain showing the ectopic expression of 

tyrosine hydroxylase (DTH) in serotonergic neurons with TRH-Gal4. Anti-TH (magenta) and 

anti-5-HT (green) co-immunostainings. Merges appear in white. Scale bar: 50 µm. B. HPLC 

assays show higher dopamine level in brains of flies expressing TH in serotonergic neurons 

(p<0,001, Student’s t-test). 5-HT levels are not affected (p>0,05, Student’s t-test). 

C. Expression of α-synA30P in dopaminergic neurons induces proteolytic activation of casp-

3 (1-3), whereas in serotonergic neurons α-synA30P does not induce any pro-apoptotic state 

of the cells (4-6). In contrast, casp-3 is activated in serotonergic neurons co-expressing TH 

and α-synA30P.  
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Riemensperger T., Nguyễn M.V., Issa S. A.-R., Coulom H., Cassar M., Jacquet M., Pech U., 

Fiala A. and Birman S. 

Article en preparation   

Présentation : 

Chez la drosophile comme chez les mammifères, la DA est un neuromodulateur qui 

intervient dans le contrôle de divers processus physiologiques et module de nombreux 

comportements. Chaque hémisphère du cerveau de la drosophile contient six groupes 

(clusters) de neurones dopaminergiques décrits sur des critères purement anatomiques 

(Budnik and White 1988; Nässel and Elekes 1992; Monastirioti 1999; Friggi-Grelin, Iché, and 

Birman 2003; Mao and Davis 2009; Selcho et al. 2009; White, Humphrey, and Hirth 2010).   

Le premier modèle transgénique de la MP a été développé chez la drosophile par 

l’expression pan-neuronale de diverses formes (sauvage ou mutantes) de l’α-syn humaine 

(Feany and Bender, 2000). Ces auteurs ont observé une perte accélérée des capacités 

locomotrices des drosophiles avec l’âge, plus prononcée en présence des formes mutantes 

de l’α-syn (A30P et A53T) associées à des cas familiaux de la MP. L’article qui suit démontre 

que ce défaut locomoteur progressif, mis en évidence par un test de géotaxie négative, peut 

être reproduit à l’identique par l’expression de la forme A30P de l’α-syn dans une quinzaine 

de neurones dopaminergiques seulement, qui font partie du cluster PAM. Les résultats 

obtenus indiquent ces neurones projettent sur les lobes horizontaux β’ des corps pédonculés, 

qui sont eux-mêmes impliqués dans le contrôle locomoteur.  
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— Dans cette étude, ma contribution expérimentale s’est limitée à quelques 

immunomarquages.
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Abstract 

Expression of the human Parkinson’s disease-related protein α-synuclein in all Drosophila 

neurons induces progressive locomotor deficits. Here we identify a group of ~15 

dopaminergic neurons in the anterior medial region of the brain whose disruption correlates 

with climbing impairments in this model. We show that activation of the mushroom body β’ 

lobes by these dopaminergic neurons is specifically required for an efficient control of startle-

induced locomotion in flies. 
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Main text 

Locomotor activity in animals depends on signaling from the brain dopaminergic system (1-3). 

Loss of midbrain dopaminergic neurons (DNs) cause the motor symptoms of Parkinson’s 

disease (PD), the most frequent neurodegenerative movement disorders in humans (4). A 

protein of unknown function, α-synuclein (α-syn) was found to be implicated in inherited 

forms of, PD (5). By ectopic expression of wild type or mutant forms of human α-syn, Feany 

and Bender (6) developed the first transgenic model of PD in Drosophila. Flies expressing α-

syn in all neurons show accelerated age-dependent locomotor deficits compared to wild type 

flies, as monitored by a startle-induced negative geotaxis (SING) assay that measures the 

climbing behavior of a fly in response to a gentle mechanical shock. This behavioural 

impairment was accompanied by a gradual loss of ~50% of the cells in a brain DN cluster. 

Further, depletion of DNs using oxidative stressors such as rotenone or paraquat (7, 8), as 

well as dopamine deficiency in the fly brain (9), all severely impair the SING behavior. These 

results highlight the importance of brain dopamine (DA) in locomotor control in Drosophila. 

Here we identify a subset of ~15 DNs in the protocerebral anterior medial (PAM) cluster 

whose dysfunction appears necessary and sufficient to induce progressive deficits in the 

SING assay. These neurons selectively innervate the tips of the mushroom body (MB) 

horizontal lobes. Consistent with this projection pattern, we found that blockade of neuronal 

activity in the β’, but not the β or γ lobes, of Drosophila MBs inhibits the SING behavior.  

Here we studied behavioral effects of the mutant form α-synA30P that gave the strongest 

locomotor impairment in the Feany and Bender’s model. In agreement with these authors, 

we observed that elav-GAL4; UAS- α-synA30P flies, in which the PD-associated protein is 

expressed in all neurons, show accelerated age-dependent decline in SING performance. 

More selective expression with Ddc-Gal4 that targets subsets of DNs and of the serotonergic 

neurons gave quite similar results with this behavior test (Fig. 1A). Ddc-Gal4 contains 

regulatory elements from Dopa decarboxylase, a gene involved in the serotonin (5-HT) and 

DA biosynthesis pathway (Fig. S1A,B). Thus, both DA and 5-HT-expressing neurons could 
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be responsible for the observed phenotype. Importantly, the expression pattern of this driver 

is incomplete and targets only subsets of the serotonergic or dopaminergic clusters (Fig. 

S1C). So, we expressed α-synA30P with TH-Gal4 that expresses in the whole dopaminergic 

system except the PAM cluster. Surprisingly, this did not induce any age-dependent geotaxis 

phenotypes (Fig. 1A). Neither did α-synA30P expression in the whole serotonergic system 

with TRH-Gal4 (Fig 1B) provoke any locomotion phenotype (Fig. 1A). Therefore, we 

concluded that the observed negative geotaxis deficits could be tentatively assigned to the 

PAM cluster, a specific cluster of ~100 DNs in each hemisphere that is covered by the 

expression pattern of Ddc-Gal4 and elav-Gal4, but not by TH-Gal4 (Fig. S1C).  

We then expressed α-synA30P with NP6510-Gal4 (10) in a subset of ~15 DNs within the 

PAM cluster (Fig. 1B) projecting into the horizontal lobes of the MBs, as visualization of 

synaptic vesicles with DVGlut::GFP demonstrates (see Fig. 3A). α-synA30P expression with 

NP6510-Gal4 altered negative geotaxis from the 2nd week after eclosion (a.E.) on (Fig. 1A). 

Subsequently, we stressed this subset of the PAM neurons through periodical influx of Ca2+ 

ions with the temperature inducible cation channel dTRPA1 on the one hand, or silenced 

synaptic transmission with shits1 on the other hand. DTRPA1- or shits1- expressing NP6510-

Gal4 flies were incubated in alternance 12 h at 31°C/12 h at 25°C and their negative geotaxis 

was tested 21d a.E. at 25°C. Whereas, periodical blocking of synaptic transmission with shits1 

did not impair negative geotaxis, sustained elevation of intracellular Ca2+ level decreased 

flies performance (Fig. 2F), comparably to flies expressing α-synA30P of the same age.  

[A paragraph about the projection pattern of the NP6510 neurons (Fig. 1C, 2D and 3A-C) is 

missing here.] 

To understand how the PAM neurons stands in relation to the horizontal MB lobes and which 

role those may play in the negative geotaxis behavior, we either silenced, or activated the 

different horizontal lobes with shits1 or dTRPA1, respectively and subjected the flies to a 

negative geotaxis paradigm. We used c305-Gal4 to target expression in the β’ lobes (Fig. 

1D1,3,5,F) and MB247-Gal4 (Fig. 1D2,4,6,G) for β and γ lobes. Surprisingly, we found that 
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silencing, as well as activation of β’ lobes (Fig. 3D), but not of β and γ lobes (Fig. 1F) had 

similar inhibitory consequences on the climbing activity of the flies.  

In conclusion, our results demonstrate, that the SING defects in the PD model of Feany and 

Bender derive from a gradual dysfunction of a subset of dopaminergic neurons in the anterio-

medial cluster projecting into the MB horizontal lobes and that the MB horizontal β’ lobes play 

an important role in the control of this behavior in Drosophila.  
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Materials and Methods 

Negative geotaxis. Startle-induced negative geotaxis was assayed as previously described 

(8). Groups of 10 to 20 flies were placed in a vertical column (25 cm long, 1.5 cm diameter) 

with a conic bottom end. They were suddenly startled by gently tapping them down, to which 

Drosophila respond by climbing up. After 1 min, flies having reached the top of the column 

(above 20.5 cm) and flies remaining at the bottom end (below 6.5 cm) were separately 

counted. Three trials were performed at 1 min intervals. The scores are the mean of the 

numbers of flies at the top (ntop) and at the bottom (nbot), expressed as percentages of the 

total number of flies (ntot). Results are the mean ± SEM of the scores obtained in three 

independent experiments. The performance index (PI) is defined as 1/2((ntot + ntop - 

nbot)/ntot). To test for the effect of aging on negative geotaxis, thirty flies of each condition 

were evaluated each week throughout a period of eight weeks. Dead flies were replaced by 
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substitutes of the same age. Statistical analysis was performed on the PIs with the Student’s 

t test. 

GFP reconstitution across synaptic partners (GRASP). (11) For the visualization of 

connectivity with Kenyon cells, flies of the genotype mb247:DsRed/mb247:DsRed (12)); 

mb247:CD4_GFP11, UAS:CD4_GFP1-10 (13) , NP6510-Gal4 (DGRC, Kyoto-Inst of 

Technology) were used. Brains of 5-6 days old females (raised in 25°C, 60%) were dissected 

and mounted in ringer, with the anterior facing upwards. Image stacks covering 180 µm were 

taken in 0.6 µm z-steps with a Zeiss LSM7 MP 2-photon microscope and the respective 

software, using a w-plan apochromat 20x1 water objective, an excitation of 8% Laser power 

of 950nm, a pixel dwell of 2.3µ sec, an x/y  resolution of 0.18 µm/pixel and a line average of 

4. GRASP fluorescence and DsRed fluorescence were recorded simultaneously, using a 

dichroic mirror in combination with 500-550nm and 575-610nm emission filters.  To 

compensate for changes in detected intensity due to the depth of the optical slice within the 

brain, gain was adjusted manually (8% decrease from deepest to most anterior 

slice).  Images were processed with the Fiji Software (14). For reconstruction Amira 5.3.3 

software (Visage Imaging, Inc. Berlin) was used, in particular the function ”label field” on 

either the DsRed channel or the GFP channel of the stack. Based on empiric evaluation of 

noise and background in control images and based on the respective background noise of 

each image, an intensity treshold was manually defined. For each channel, pixels above this 

treshold were labeled and a volumeric surface was generated (smoothed for mushroom body 

label field, unsmoothed for GRASP label field). 
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Figures 

 

Fig. 1. Expression of α-synA30P in subsets of DA neurons evokes locomotor deficits. 

A) Climbing abilities of flies expressing α-synA30P under the transcriptional control of elav-

Gal4 (grey), TH-Gal4 (green), Ddc-Gal4 (red), TRH-Gal4 (blue), NP6510-Gal4 (yellow) 

compared to control UAS- α-synA30P/+ flies (black squares). Negative geotactic behaviour 

declines steadily over time after the 3rd week. Flies expressing α-synA30P with elav-Gal4, 

Ddc-Gal4 or NP6510-Gal4 show strong locomotor impairments (4th week), whereas 

expression of α-synA30P with TH-Gal4 or TRH-Gal4 does not evoke any phenotype 

compared to control flies. B) TH-Gal4 drives expression mainly in DNs innervating the 

vertical lobes (1), the fan-shaped body (2) and the ellipsoid body (3), whereas Ddc-Gal4 

mainly labels neurons innervating the horizontal lobes of the mushroom body (4, b, b`), but 
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only weakly the fan-shaped body (5) and the ellipsoid body (6). NP6510-Gal4 labels subsets 

of the PAM cluster neurons innervating the horizontal lobes of the mushroom body (7, b, b`), 

but not the ellipsoid body (8), whereas non-dopaminergic neurons innervating the fan-shaped 

body are strongly labeled with this driver (9). In situ immunostainings with GFP (green) and 

Anti-TH (magenta) antibodies. Co-localizations merge both colours and appear in white. 

Scale bars: 20 µm. C) Innervation pattern of NP6510-Gal4-positive PAM neurons. NP6510-

Gal4 positive neurons project from the PAM cluster into the horizontal β and β’ lobes of the 

mushroom bodies. In situ immunostainings with GFP (green, 1) and Anti-FasII (magenta, 2) 

and Anti-nc82 (blue) antibodies. Sale bars: 20 µm. (4) Projections of NP6510-Gal4 neurons 

visualized by 3D Amira reconstruction. NP6510-Gal4-positive DNs innervate the horizontal 

mushroom body lobes. Projections of non-dopaminergic neurons of the same cluster pass 

close to the mushroom bodies and innervate the fan-shaped body. 
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Fig. 2. Elevated calcium stress in NP6510-Gal4-positive cells induces age-dependent 

locomotor impairments. A-C) Flies expressing the heat-inducible cation channel dTRPA1 

in a subset of PAM neurons show locomotor defects 2 and 3 weeks after eclosion when kept 

on elevated temperature for 12 h each day (B). Flies expressing either GFP as control (A) or 

shits1 that inhibits neurotransmitter release above 30°C (C), do not show significant decline in 

their locomotor performance. Light gray bars : Adult flies continuously at 25°C. Dark gray 

bars :  Adult flies alternately 12 h at 31°C/12 h at 25°C. Ca2+ stress evokes similar negative 

geotaxis deficits than the accumulation of α-synA30P (compare with Fig. 1A). Two weeks 

a.E : ** P<0,0012; Three weeks a.E ** P<0,0051; Mann-Whitney U Test. D) Expression of α-

synA30P with NP6510-Gal4 reduces dopaminergic innervation of the mushroom bodies in 

the area of the β’ lobes (1, circle), compared to control flies flies  (2, circle). Non-
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dopaminergic neurons innervating the fan-shaped body are not affected by the presence of 

α-synA30P (3 and 4). In situ immunostainings with anti-GFP antibodies on brains of 10-day 

old flies. Scale bars: 20 µm.  

 

 

Fig. 3. Activity of the MB β’ lobe controls startle-induced locomotion. A-C) MB 

horizontal lobes receive dopaminergic inputs from NP6510-Gal4 positive DNs. A) Expression 
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of the vesicular glutamate transporter (DVGlut) fused to GFP as a synaptic vesicle marker in 

NP6510-Gal4 neurons. Counterstaining against Fas II (2) shows that NP6510-Gal4 neurons 

are presynaptic to the horizontal lobes of the MBs (1), as can be seen in the merge (3). B) 

Use of the GRASP method to visualize direct connections between NP6510-Gal4 and MB 

neurons. The two component-SPLIT-GFP system was employed to visualize spatial vicinity 

of NP6510-Gal4 positive cells (1) and MB neurons (2). CD4-SplitGFP11 and MB247-DsRed 

were co-expressed in a, b and g, as well as in α’ and β’ lobes, under direct control of the MB-

specific promoter MB247. C) 3D Amira reconstruction of the GRASP-GFP signal. Lateral (1) 

and frontal (2) views. Synapses are present in the β lobes and the tip of the β’ lobes, but not 

in the α, α’ and γ lobes. Scale bars: 20 µm. D) MB β’ lobe signaling interferes with the SING 

response.  Expression of either shits1 or dTRPA1 under control of the a’/β’ driver c305-Gal4 

decreases negative geotaxis performance at elevated temperature. ***p < 0,0001. E) 

Artificial activation of α,  β and γ lobes with MB247-Gal4 show no decrease in locomotor 

performance  (p=0,1431). Silencing with shits1 rather show a slightly positive  effect (p = 

0.0029). Mann-Withney U test.  
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Supplemental figures 

 

Fig. S1. Brain pattern of Gal4 drivers expressing in Drosophila dopaminergic and 

serotonergic neurons. A) Dopamine biosynthesis pathway. L-tyrosine is converted by 

tyrosine hydroxylase (TH) into L-DOPA, and, in a second step, decarboxylated by Dopa 

decarboxylase (Ddc) to dopamine B) Serotonin biosynthesis pathway. Tryptophan is 

processed by  tryptophan hydroxylase (TRH) into 5-hydroxytryptophan and, in a second step, 

decarboxylated by Ddc to produce serotonin. C-F) In situ co-immunostainings against GFP 

(green) and TH (magenta). Co-localizations merge both colors and appear in white. C) C. 

Brain pattern of pan-neuronal elav-Gal4. D. TH-Gal4 targets most of the dopaminergic 

neurons, except for a large part of the PAM (protocerebral antero-medial) cluster. A fraction 

of DNs in the medulla are not targeted either by this driver. E. Ddc-Gal4 expresses in the 

PAM cluster and susbsets of serotonergic neurons. F. TRH-Gal4 targets the whole brain 

serotonergic system. Scale bar: 50 µm. 
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Fig. S2. Dopaminergic clusters and their targeting by various drivers. Schematic 

depiction of the dopaminergic system in the Drosophila brain. Neurons targeted by a specific 

Gal4 driver are indicated by a color code that corresponds to the colors of the curves in Fig. 

1A. PAL – protocerebral antero-lateral; PAM – protocerebral antero-medial; PPM – 

protocerebral postero-medial; PPL – protocerebral postero-lateral; Mb – mushroom bodies; 

AL – antennal lobes; SEG – subesophagial ganglion; Me – medulla (open circles – anterior, 

closed dots – posterior; nomenclature according to  (15).  
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Fig. S3. Expression patterns of mushroom body drivers. Expression pattern of MB247-

Gal4 (1-3) shows staining in α, β and γ lobes, but not in α’ and β’. In contrast, c305-Gal4 (4-6) 

specifically expresses in α’ and β’ lobes. Scale bars: 50 µm.  
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Article en préparation 

Présentation 

Etant donné le caractère progressif des dysfonctionnements neuronaux dans les maladies 

neurodégénératives, il nous est apparu intéressant de pouvoir suivre ces effets sur les 

cellules identifiées d’un même SNC pendant plusieurs semaines. Le but de cette étude a 

donc été de mettre au point une technique qui permettrait de conserver ex vivo des explants 

de SNC entiers de drosophiles adultes pendant une longue durée. Il existe déjà plusieurs 

techniques publiées permettant de maintenir en culture des cerveaux de drosophiles de 

larves ou d’adultes, mais ces techniques sont souvent complexes et couteuses, et pas 

toujours adaptées aux méthodes d’imagerie. De plus, personne n’a montré jusqu’ici qu’il étaIt 

possible de conserver de cette façon des SNC adultes entiers de drosophile.  

Une partie du travail présenté dans cet article a donc consisté à développer une technique 

de mise en culture du cerveau encore connecté à la corde nerveuse ventrale, disposé dans 

une chambre permettant la survie, la complète immobilisation et l’accessibilité au 

microscopie confocale de la préparation, afin de pouvoir effectuer des expériences de FRAP 

(fluorescence recovery after photobleaching) et d’imagerie calcique. La méthode que nous 

avons mise au point est très simple à mettre en œuvre, nonobstant les difficultés de la 

dissection, et permet la conservation de SNC entiers jusqu’à 28 jours en culture en bonne 

condition de survie. Cela a pu être vérifié par la visualisation des vésicules synaptiques 

marquées avec la GFP dans des neurones dopaminergiques ou glutamatergiques. il est 

possible d’affirmer que les cerveaux restent vivant pendant toute cette période, car les tissus 
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morts perdent rapidement leur fluorescence et j’ai également pu vérifier leur état de viabilité 

lors des expériences de FRAP.  

Une deuxième partie de ce projet, dont les résultats sont encore préliminaires à ce stade, a 

consisté à appliquer cette méthode de culture d’explants de SNC entiers à une étude par 

FRAP des effets de l’α-synA30P sur la dynamique du transport axonal des vésicules  Dans 

les résultats présentés précédemment (Partie II, chapitre 1), nous avions montré que les 

varicosités des neurones dopaminergiques de drosophile gonflaient de façon anormale en 

présence d’α-syn, ce qui suggèrait que le trafic axonal des vésicules synaptiques est 

gravement perturbé. Nos premiers résultats d’imagerie semblent confirmer que la vitesse de 

transport des vésicules synaptiques le long des axones dans les neurones dopaminergiques  

est considérablement diminuée en présence d’α-synA30P, par rapport au contrôle où elle est 

absente. Bien entendu, ces travaux nécessitent davantage d’expériences pour étudier 

l’évolution de ces effets au cours du temps, analyser si l’α-syn sauvage induit des défauts 

similaires et comparer avec les effets observés dans d’autres neurones comme les neurones 

glutamatergiques.  

— Ce travail a été initié alors que j’encadrais deux étudiants en stage, qui m’ont aidé dans la 

mise au point du protocole de mise en culture. J’ai ensuite continué seule les expériences 

présentées dans ce chapitre.  
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Abstract 

Drosophila is now widely used to study human neurodegenerative diseases in a living 

organism. Such studies generally involve histological analysis of fixed brains from individual 

flies. Because neurodegeneration is progressive, it would be advantageous in some cases to 

follow the fate of identified cells in the same brain during several days. This would be, in 

principle, possible in explant cultures. Here we report a simple procedure to immobilize and 

maintain alive in culture whole adult fly central nervous systems (CNS) for more than 3 

weeks. The survival and cellular integrity of these explants were demonstrated by conducting 

fluorescence recovery after photobleaching (FRAP) experiments in situ in specific neurons. 

As a first application of this method, we studied the effect of a mutant form of human α-

synuclein (α-synA30P), a pathogenic protein associated to Parkinson’s disease. We show 

here for the first time that α-synA30P markedly decreases synaptic vesicle transport velocity 

along the axons when this protein accumulates in dopaminergic neurons.  
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Introduction 

Drosophila is now widely used to model in vivo molecular and cellular features of various  

neurodegenerative diseases (Feany and Bender 2000; Coulom and Birman 2004; 

Kretzschmar 2005; Yellman et al. 1997; Shulman et al. 2003; Bilen and Bonini 2005; Hirth 

2010). These diseases are generally associated with age-dependent progressive loss of 

neurons in  specific regions of the brain, altough young-onset forms also exist. Thus, 

Parkinson disease (PD) is a neurodegenerative disorder prominently characterized by a 

massive loss in a specific subset of dopaminergic neurons (DNs), whose cell bodies are 

located in a midbrain nucleus, the substantia nigra pas compacta, and which project to the 

caudate and putamen nuclei in the striatum. Causes leading to this dramatic loss are not yet 

precisely known. However, about 15 PARK genes like SNCA, that encodes the protein α-

synuclein (α-syn), parkin and pink1 are associated to forms of the PD (Valente et al. 2004; 

Hampe et al. 2006; Matsuda et al. 2006; Corti, Lesage, and Brice 2011). Furthermore, toxins 

like paraquat and rotenone, two strong oxidative stressors (Liou et al. 1997) have been 

identified as environmental causes of PD (Tanner et al. 2011). In 2000, Feany and Bender 

developed the first genetic model of PD by ectopic expression of wild type and pathogenic 

mutant forms of α-syn. They demonstrated that overexpression of α-syn induce DA neurons 

loss and accelerated locomotor decline over time, an effect accentuated with the mutant 

forms of the protein.  

α-syn is the main component of the Lewy bodies, i.e. characteristic cytoplasmic inclusions 

present in the neurons of patients suffering of PD and other neurological diseases. Three 

mutants have been identified in rare families carrying hereditary forms of the disease: A30P; 

A53T and E46K and. These three mutant forms are more prominent to aggregate than the 

native protein (El-Agnaf et al. 1998; Narhi et al. 1999). Further studies, mainly performed in 

yeast, suggested that α-syn is involved in vesicle dynamics inside the cells, inhibiting when it 



 

 189 

accumulates transport of vesicles from the endoplasmic reticulum to the Golgi apparatus 

(Auluck, Caraveo, and Lindquist 2010). In mammals as in invertebrates, vesicle trafficking is 

regulated by specific proteins; particularly the SNARE complex. Overexpression of ykt6, a v-

SNARE that promotes vesicle fusion has been identified as a suppressor of α-syn toxicity in 

yeast (Cooper et al. 2006). The N-terminus part of α-syn indeed binds to cell membranes 

and the A30P mutations decreases this capability (Jensen et al. 1998). 

In Drosophila, dopamine (DA) is a key modulator of a large set of behaviors, including 

learning and memory, choice behavior, courtship, arousal and sleep, and locomotion 

(Riemensperger, Isabel, Coulom, Neuser, Seugnet, Kume, et al. 2011; Van Swinderen and 

Andretic 2011). DN projections and DA receptors are widely distributed in the whole 

neuropile in the CNS (Han et al. 1996; Sugamori et al. 1995; Monastirioti 1999). Another 

abundant neurotransmitter in the fly brain is L-glutamate (Glu). Glutamatergic terminals can 

be found in the optic and antennal lobes, the central complex including the protocerebral 

bridge, noduli, fan-shaped and ellipsoid bodies, and the subesophageal ganglia (Daniels et al. 

2008). Glu is involved in the control of various behaviors in the central brain, such as 

olfactory memory, vision and circadian rhythm [refs], and most probably other functions. Glu 

is also used at the neuromuscular junction [NMJ) for muscle contraction in insects (Jan and 

Jan 1976). The role of Glu at the Drosophila larval NMJ has been extensively studied for 

many years (Koh, Gramates, and Budnik 2000; Collins and DiAntonio 2007), but much less 

is know about the functioning of the adult NMJ that appears quite different. Thus the Glu 

reuptake tranporter dEAAT1 is present in the adult NMJ while it is absent from the larval NMJ 

(Rival et al. 2006), Glutamatergic terminals are also widely distributed in the adult ventral 

nerve cord, particularly in the pro- and mesothoracic ganglia, suggesting a role in the control 

of flight and locomotion (Cassar et al., submitted).  

Studies of neurodegenerative mechanisms in Drosophila generally involve histological 

analysis of fixed brains, using different flies for each experiment. Because 

neurodegeneration is progressive, with defects that build up slowly over a period of several 
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weeks, it would be much useful to be able to follow the fate of identified cells in the same 

brain in the in vivo models. This would be, in principle, possible in explant cultures. Methods 

to maintain alive Drosophila brains in vitro were previoulsy developed by a few teams (Ayaz 

et al. 2008; Gu and O’Dowd 2006; J. W. Wang et al. 2003; Gibbs and Truman 1998). These 

published techniques generally need particular features, e.g. a platinium holder with nylon 

fiber or microcell membranes (Gu and O’Dowd 2006; Ayaz et al. 2008) and also require 

preincubating steps. To our knowledge, explant cultures of whole adult Drosophila CNS were 

not described before.  

Here, we propose a new method to culture explants of whole adult Drosophila CNS that 

allows to maintain them alive for up to 4 weeks. We used FRAP imaging to assess CNS 

viability and study synaptic vesicle trafficking along the axons in DNs and glutamatergic 

neurons (GNs). We found that the average initial speed and amplitude of fluorescence 

recovery does not vary significantly during the first two weeks of ex vivo culture, in both types 

of neurons. We also found an important decrease in the velocity of synaptic vesicle transport 

in DNs that express α-syn-A30P after only one day in culture. An enlargement of the axonal 

fibers accompanies this phenomenon. Taken together, these results suggest that this new 

CNS culture is an efficient way to address many unresolved physiological issues of 

Drosophila  neurodegenerative disease models.  

 

Materials and methods 

Fly stocks. All stocks were kept in a 25°C incubator in standard yeast-agar Drosophila 

medium under stable 70% humidity level. The following strains were used: TH-Gal4 (Friggi-

Grelin, Iché, and Birman 2003) and VGlut-Gal4 (Cassar et al., submitted) to drive expression 

in DNs and GNs, respectively, UAS-DVGlut::GFP (Cassar et al., submitted) used as a 

synaptic vesicle marker and  UAS-α-synA30P (Feany and Bender 2000). 
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Explant cultures of whole adult CNS. To prepare the culture chamber, a punched black 

adhesive was applied on the bottom of a 40-mm Petri dish. The chamber was sterilized 

overnight with 70% ethanol and then placed in a laminar flow hood and sterilized again by 

UV irradiation. 7-day old adult female Drosophila were quickly dipped in 70% ethanol before 

dissection. CNS were dissected in Ca2+-free Ringer’s solution (in mM: 70 NaCl, 5 KCl, 20 

MgCl2, 10 NaHCO3, 120 sucrose, 5 HEPES pH 7.6) to avoid muscle contraction and 

synaptic excitability. The cuticle of the head was carefully discarded with thin forceps and the 

CNS were cleaned of surrounding tissues. However, some tracheas were preserved to 

permit a better absorption of oxygen by the nervous system.  Dissected CNS were washed in 

Ringer’s for about 30 min. A drop of 0.5% agarose in Ringer’s was added in the center hole 

of the adhesive in the culture chamber. One or several CNS were quickly laid on the 

solidified agarose and covered with a thin layer of additional 0.5% agarose. 2 ml of culture 

medium were added in the chamber and half of the medium was renewed every other day. 

Composition of the culture medium was: 80% of Schneider’s medium, 20% of fetal bovine 

serum (PAA ref: A11-101), freely adapted from Ayaz et al., 2008. Explants were cultured for 

up to 4 weeks in a 25°C incubator without CO2. CNS viability was monitored by visualizing 

GFP fluorescence in the confocal microscope:  the explants were considered alive when they 

displayed strong fluorescence at low laser intensity with normal features of cell labelling.  

 

Fluorescence recovery after photobleaching (FRAP): FRAP experiments were performed on 

a Nikon A1 confocal microscope. Culture chambers were placed on a microscope slide under 

a 40X water-immersion objective. Areas of interest were defined according to the amount of 

synaptic zones and the presence or not of cell bodies in the ventral nerve cord of the 

drosophila. Photobleaching was performed with a a 488-nm laser at 1 frame per second and 

100% intensity during about 45 sec. The activation time was adjusted to induce a loss of 

more than 90% of the fluorescence, such that fluorescence recovery can only originate from 

mobile elements in the preparation. These conditions were previously described to efficiently 
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trigger disappearance of GFP fluorescence (Füger et al., 2007). Image recording was 

performed every 2 min during about 1 hour, i.e. 5 min previous to and 45 min after 

photobleaching.   

 

Data analysis: Image recordings were analysed with ImageJ 1.43r software. Alignment were 

performed thanks to the Image stabilizer plugin (authors: Kang Li and Steven Kang), ROI 

were defined and analysed thanks to ROI Manager Plugin (author: Tiago Ferreira). Statistical 

analyses were performed with GraphPadPrism software (GraphPad Software, La Jolla, CA, 

USA), using ANOVA with post hoc Tukey–Kramer or Student’s t test. Statistical significance 

in figures: *P < 0.05, **P < 0.01, ***P < 0.005, n.s not significant.  

 

Results: 

Development of a method for explant culture of whole Drosophila CNS 

We developed a simple method to culture whole CNS explants that uses a very common 

ingredient: agarose. The challenge was to find an easy way to prevent the CNS in culture 

from moving around, to allow for repeated imaging experiments, and still keep the explants 

alive and undamaged. We prepared small culture chambers by punching a hole in a piece of 

water-resistant adhesive tape. The hole was filled with a drop of 0.5% agarose, upon which 

the CNS were laid (Fig. 1A). At first, we tried to trap the explants in the solidifying agarose 

but this did not really hampered the CNS from moving.  Therefore, a thin layer of additional 

agarose was added to cover the CNS (Fig. 1B).  

 

Viability of the CNS ex vivo 
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To assess the viability of cultured whole Drosophila CNS, we took advantage of the UAS-

Gal4 system, a powerful gene expression tool available in Drosophila (Brand and Perrimon 

1993). We expressed the Drosophila vesicular Glu transporter tagged with GFP 

(DVGluT::GFP), a specific synaptic vesicle marker (Cassar et al., submitted), in DNs with 

TH-Gal4 or ni GNs with DVGlut-Gal4. Fig. 2 shows aspects of the CNS explants expressing 

DVGlut-GFP in GNs after various times in culture. After 1 day, CNS show a strong 

fluorescence in GN cell bodies and axons (Fig. 2A). A similar fluorescent signal could be 

observed after 21 (Fig. 2B, B’) or 28 (Fig. C, C’) days in culture. Therefore, this method 

permits survival of the CNS explants ex vivo for up to 4 weeks.  

 

Synaptic vesicle dynamics in DNs and GNs 

As a first application of this method, we studied by FRAP synaptic vesicle dynamics along 

axonal tracks in the same living CNS during two weeks. We observed that fluorescent 

recovery is preserved and does not seem to vary significantly during this period in DNs (Fig. 

3A). We analysed initial speed of the fluorescence recovery, which corresponded to the 

recovery speed between t = 0 and t = 2 min because fluorescence reached a plateau and did 

not change much after the second minute of recording (see curves in Fig. 3A). In DNs, speed 

appeared to be lower after 7 days in culture (average of 3.75 percent per min compared to 

~5 after 1 day in culture). However, the speed did not decrease more after 2 weeks (3;75 

percent per min) and the differences were not significant at any time (p>0.05, N=10, N=4 and 

N=4 for 1, 7 and 15 days respectively) (Fig. 3B). Similarly, we observed no significant effect 

with time on total NF recovery, which amounted in average to 25% of fluorescence recovery 

at 1 day in culture and around 15-20% at 7 and 15 days (Fig. 3C).  

Similar results were found with GNs (Fig. 4A). The initial fluorescence recovery speed seems 

to decrease between 1 and 15 days in culture (5,5 and 4 percent per min, respectively) (Fig. 

4B). The maximal fluorescence recovery also slightly decreased from 30 to 23 % for 1 and 
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15 days respectively (Fig. 4C). Both variations appeared not significant with the statistics 

treatment we used (p>0.05, N=10 and N=4 for 1 and 15 days respectively). These results 

may suggest however a tendency for vesicle trafficking to decrease over time in both types of 

neurons.  

 

α-synA30P impairs axonal transport of synaptic vesicles 

We then performed similar FRAP experiments on explant cultures of whole CNS dissected 

from flies expressing DvGlut::GFP and human α-synA30P in DNs, or DVGlut::GFP alone as 

control. The presence of α-synA30P induced a strong decrease in normalized fluorescence 

recovery after the FRAP experiment that persisted during all along the experiment (Fig. 5A). 

Quantitative analysis revealed that initial speed was markedly decreased in CNS that 

express α-syn-A30P compare to controls: 2.5 against 5 percent per min, respectively 

(p=0.024, N=10 and N=4 for 1 and 15 days respectively) (Fig. 5B). Interestingly, the maximal 

fluorescence recovery was also significantly decreased: 12.5 against 25 percent (p=0.002, 

n=10 and N=4 for 1 and 15 days respectively) (Fig. 5C).  

 

Discussion 

Even if a few techniques exist to culture explants of adult Drosophila brain, there was still no 

method that allowed ex vivo analyses of whole adult CNS maintained in a fixed position 

during all the time in culture. Here we report a new technique that was developed to facilitate 

studies of neurodegenerative disorders in Drosophila models. We show that this procedure 

preserved both the general structure and physiological properties of the nervous system. In 

these conditions, the time in culture could be prolonged up to four weeks without any visible 

detrimental effects on the CNS. Therefore our system should permit long term ex vivo 
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observation of identified cells and advanced in situ observations on neurodegenerative 

disease mechanisms in a living CNS tissue. 

We used FRAP experiment to check the viability of the CNS in culture and address the effect 

of aging or pathological proteins on synaptic vesicle trafficking along the axon. FRAP showed 

that the velocity of vesicle transport tends to decrease over the course of two weeks in 

culture, both in DNs and GNs. The same was observed for average fluorescence recovery, a 

measurement of the total amount of vesicles recruited in the region of interest. Although this 

effect was consistently observed in each experiment, it is not a very strong decrease and we 

need to perform more experiments to get statistical significance and confirm this result. Such 

an effect could result either from CNS aging from a relative dysfunction of the neurons after 

several days ex vivo. It is known that ageing alter neuronal excitability (Papatheodoropoulos 

and Kostopoulos 1996) and axonal transport (Cross et al. 2008) in the vertebrate CNS. 

Previous studies also showed that, in vitro, axonal transport decreases with age (Cross et al. 

2008).  

α-syn accumulation plays a central role in PD. Mutations of this protein affect vesicle 

exocytosis and recycling at the synapse in DNs (Abeliovich et al. 2000). Here we focused on 

the effect of α-synA30P synaptic vesicle transport in DNs through the axon up to the 

presynaptic varicosities. We observed a dramatic decreasing effect of α-synA30P on initial 

speed as well as on average fluorescence recovery, and after only one day in culture, which 

corresponds to ~8 days after adult eclosion. A strong enlargement of DA axonal varicosities 

also accompanied this effect (not shown), in agreement with previous observations of our 

team (Riemensperger et al., unpublished). It was already shown that mutated forms of α-syn 

are responsible for a decrease in vesicle recycling at synapses (Nemani et al. 2010). Here 

we provide new evidence for an effect α-synA30P on vesicle trafficking along the 

dopaminergic axon. These results are in accordance with suspected disturbance of synaptic 

vesicle trafficking at synapses by α-syn in a pathological state. However, our results 
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contribute a new finding, i.e. that accumulation of α-synA30P induces global disturbance of 

vesicle trafficking in the axons as well. 

Further studies will focus on the effect of mutated α-syn on synaptic vesicle transport over 

age, accompanied with anatomical studies. We also wish to study the effect of mutated α-

syn on neuronal activity by calcium imaging experiment performed on explants of whole CNS 

in culture. Our simple culture method should greatly facilitate the use of this technique as 

well as other brain imaging approaches compared to in vivo experiments.  
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Figure 1: Method for explant cultures of whole Drosophila CNS. A) Schematic representation 

of the culture technique. Dissected whole CNS are placed in a hole punched in an adhesive 

tape inside a 40-mmm Petri dish and filled with a drop of 0.5% agarose. The CNS are then 

covered with a thin layer of 0.5% agarose and 2 ml of culture medium is added. This system 

prevents the CNS from moving around. B) Picture of a culture chamber. The inset is an 

enlargement of the hole that contains one Drosophila CNS (red arrows).  
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Figure 2: Structure of whole CNS explants at various times of culture. A) Picture of a whole 

CNS from DVGlut>DVGlut::GFP Drosophila showing projections of glutamatergic neurons 

after 1 day in culture. B, B’) Picture of a brain (B) and a ventral nerve cord (B’) after 21 days 

in culture. C, C’) Picture of a brain (C) and a ventral nerve cord (C’) after 28 days In culture. 

GFP fluorescence intensity and structure of the CNS are well preserved after several weeks 

in culture. Scale bars: 100 µm in A and 50 µm in B-C’.  
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Figure 3: Axonal transport of synaptic vesicles in DNs of cultured CNS. A) Monitoring of 

FRAP in explant CNS from TH>DVGlut::GFP Drosophila after 1, 7 and 15 days in culture. 

Data are presented as normalized fluorescence (NF) over time (min) in percentage of the 

pre-activation value. B) Initial speed of fluorescence recovery after 1, 7 and 15 days of 

culture. No significant decrease could be observed during this period. C) Maximal 

fluorescence recovery over 45 min at 1, 7 and 15 days of culture. No significant decrease 

with age could be observed. Data are represented in average of percentage normalized 
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fluorescence recovery (NF(%)).
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Figure 4: Axonal transport of synaptic vesicles in GNs of cultured CNS. A) Monitoring of 

FRAP in explant CNS from DVGlut>DVGlut::GFP Drosophila after 1 and 15 days in culture. 

B) Initial speed of fuorescence recovery after 1 and 15 days of culture. C) Maximal 

fluorescence recovery over time at 1 and 15 days of culture. Velocity of synaptic vesicle 

dynamics decreased with age in GNs. Same data representation as in Figure 3. 
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Figure 5: Effect of α-syn-A30P on axonal transport of synaptic vesicles in DNs. A) FRAP 

recovery in CNS from TH>DVGluT::GFP co-expressing α-syn-A30P or not in DNs, after 1 

day  in culture, B) Initial speed of fluorescence recovery. C) Maximal fluorescence recovery 

over time after 1 day in culture. Velocity of axonal transport is dramatically decreased in the 

presence of α-syn-A30P. Same data representation as in Figure 3. 
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Etude des propriétés physiologiques des neurones d’horloge LNv par imagerie 

calcique.  

Cassar M., Arave R., Klarsfeld A. and Birman S. 

Laboratoire de Neurobiologie, CNRS, ESPCI ParisTech, 10 rue Vauquelin, 75005 Paris,  

Données supplémentaires 

Résumé 

Les neurones d’horloge contrôlent la périodicité des fonctions physiologiques et du 

comportement au cours du cycle jour-nuit. Chez la drosophile, un sous-groupe ventral de 

neurones d’horloge latéraux (LNv) exprime le neuropeptide PDF (pigment-dispersing factor). 

Même si les circuits formés par ces neurones sont assez bien caractérisés (Helfrich-Förster, 

Nitabach, and Holmes 2011), de nombreuses inconnues persistent sur les neurones 

efférents et afférents à ces neurones d’horloge. Un des projets de l’équipe concerne 

l’identification des neurones situés anatomiquement et fonctionnellement en amont ou en 

aval des neurones LNv. L’étude préliminaire présentée ici visait à tester s’il était possible 

d’enregistrer des réponses calciques dans les neurones LNv en utilisant le système de 

culture d’explants de cerveaux entiers de drosophile décrit auparavant (Partie II, chapitre 3).  

La méthode utilisée est décrite dans le chapitre Matériels et Méthodes. Les premiers 

résultats ont permis d’obtenir avec le senseur calcique GCaMP3 une réponse à un stimulus 

dépolarisant au KCl à 150 mM (Fig. 1). Dans une même préparation, on obtenait 

régulièrement un neurone répondant au stimulus pendant que le neurone à PDF voisin ne 

s’activait pas. Ce phénomène n’a pas pu être expliqué mais étant donné le nombre encore 

insuffisant d’expériences, on peut imaginer soit qu’il s’agit d’un problème technique, soit que 

l’activation d’un des deux neurones entrainerait l’inactivation de l’autre. Deux phases ont pu 

être distinguées dans la réponse des neurones : une première phase qui correspond sans 

doute à la réponse propre du neurone et une seconde qui pourrait être l’activation par le 
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réseau des neurones à PDF, réseau qui sera étudié plus profondément dans la suite du 

projet.  

Ces premiers résultats sont encourageants car ils montrent que la technique de culture des 

SNC entiers de drosophile convient bien à l’imagerie calcique. Les futures expériences 

viseront à confirmer ces premiers résultats en utilisant des doses décroissantes de KCl ainsi 

que des agents connus pour activer les neurones à PDF tels que la dopamine. Il sera 

ensuite envisageable d’effectuer de plus amples expériences sur le réseaux des neurones 

afférents et efférents aux neurones d’horloges de la drosophile.  

— Ces expériences ont été effectuées avec l’aide d’une étudiante américaine en début de 

licence venue pour un stage d’été.  
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Fig. 1: Réponse des neurones à PDF à une dépolarisation par le KCl. A) Réponse de deux 

neurones en fonction du temps. On peut voir qu’un seul neurone répond à l’application de 

KCl (150 mM) alors que l’autre ne semble pas être activé par le stimulus. B) Le graphique 

représente la moyenne des réponses normalisées des neurones ayant bien répondus 
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(courbe rouge) ou n’ayant pas répondu (courbe bleu) dans deux expériences indépendantes 

avec les écarts standard médian (traits rouges clairs ou bleus clairs).  
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Discussion	
  
	
  

 

Le sujet de ma thèse a porté sur l’étude de deux causes majeures d’induction de la MP : 

d’une part, les causes environnementales, en analysant la neurotoxicité du PQ, et d’autre 

part, les causes génétiques, en étudiant les effets progressifs d’une accumulation neuronale 

de l’α-syn. Je me suis également attachée à étudier les interactions entre des deux modes 

d’induction de la MP. Dans ce contexte, le choix de la drosophile s’est imposé à moi tant les 

avantages de ce modèle sont nombreux. En effet, outre leur facilité d’utilisation, les 

drosophiles expriment de nombreux gènes conservés chez les mammifères ou associés à 

des maladies chez l’homme.  

1 Le	
  paraquat	
  dans	
  l’étude	
  de	
  la	
  MP	
  
 

Malgré de nombreuses études indiquant que le PQ est un facteur de risque dans la MP, ce 

pesticide reste toujours très utilisé dans de nombreux pays d’Asie ou même aux Etats-Unis 

(Anon.). Pourtant, on sait qu’il provoque un stress oxydatif délétère, le plus souvent mortel, 

dans l’ensemble des tissus et plus particulièrement au niveau du système nerveux, Les cas 

de suicide au paraquat restent encore très élevés, notamment au Brésil (Vale, Meredith, and 

Buckley 1987; Neves et al.; Dinis-Oliveira et al. 2008), et il n’existe à l’heure actuelle aucun 

traitement contre les cas d’intoxication.  

Au cours de ma thèse, j’ai tenté de comprendre le mode de fonctionnement du PQ, plus 

particulièrement au niveau du cerveau. La partie I présente les résultats que j’ai obtenus sur 

ce sujet, divisée en deux chapitres: 1) l’étude de l’altération de la machinerie de biosynthèse 

des miARNs, 2) l’étude de l’implication de la dopamine dans la toxicité du PQ.  
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1.1 Les	
  miARNs	
  :	
  une	
  cause	
  ou	
  une	
  conséquence	
  de	
  la	
  MP	
  ?	
  

Alors que de nombreuses preuves de l’altération de ces petites molécules d’ARN dans la MP 

s’accumulent, il reste encore beaucoup d’inconnues quant à leur implication dans la 

pathogénèse de cette maladie et, de façon plus générale, dans les maladies 

neurodégénératives. Les études qui ont été menées jusqu’à présent ont permis d’identifier 

des variations du niveau d’expression de certains miARNs en condition pathologique 

(Miñones-Moyano et al. 2011; Gehrke et al. 2010; J. Kim et al. 2007; Bilen et al. 2006; N. Liu 

et al. 2012; Abe and Bonini 2012; Junn and Mouradian 2012). Cependant, leurs cibles 

restent encore dans l’ensemble peu connus. Dans le cas de la MP, une sous-régulation du 

gène codant pour miR-133b a été rapportée (J. Kim et al. 2007). Ce miARN, qui est exprimé 

spécifiquement dans les neurones dopaminergique du mésencéphale, participerait à leur 

différenciation en inhibant l’expression de l’une de ses cibles majoritaires, l’homéoprotéine 

Pitx3. Ce résultat constitue l’une des premières indications de l’implication des miARNs dans 

la MP. 

Au cours de ma thèse, j’ai effectué des expériences préliminaires qui suggèrent que la 

machinerie responsable de la synthèse et de l’activité des miARNs est altérée 

spécifiquement dans les neurones dopaminergiques en condition de stress oxydatif . Ces 

observations ouvrent de nombreuses perspectives. D’une part, la voie de biosynthèse des 

miARNs fait intervenir de nombreux partenaires protéiques dont les niveaux d’expression 

dans les mêmes conditions pourraient être vérifiés. D’autre part, il serait intéressant de 

savoir si le blocage de la machinerie des miARNs est une cause ou une conséquence du 

dysfonctionnement neuronal induit par le stress oxydatif. Une possibilité serait d’inactiver 

spécifiquement par ARNi certaines protéines de la machinerie des miARNs, comme par 

exemple le gène dicer-1, et d’en examiner les conséquences sur les neurones 

dopaminergiques.  

Les résultats obtenus avec le biosenseur AutomiR lors d’une intoxication au PQ suggèrent 

que les neurones dopaminergiques qui expriment la GFP, et qui ont donc une machinerie 

des miARNs inactive, présentent en général une diminution significative du marquage TH. Il 
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est possible que cet effet soit lié à la présence de la GFP elle-même. En effet, une étude 

précédente chez la drosophile a établie qu’il existe un lien entre l’accélération de l’induction 

de défauts locomoteurs au cours du temps et la présence de la GFP dans certains types 

cellulaires, suggérant que l’utilisation de la GFP dans un contexte de stress devrait sans 

doute être évitée (Mawhinney and Staveley 2011). Cependant, dans notre cas, la quantité de 

GFP synthétisée à partir de l’AutomiR est très modérée, et le co-marquage de neurones 

dopaminergiques avec la TH et la GFP est monnaie courante dans notre laboratoire. Il est 

donc probable que la baisse d’expression de la TH dans les neurones soit liée à l’inhibition 

de la machinerie des miARNs plutôt qu’à la présence de la GFP.  

Une conclusion directe que l’on peut tirer de ces résultats, est que la machinerie des 

miARNs est très sensible au stress oxydatif, au moins dans les neurones dopaminergiques. 

Les miARNs jouent un rôle important dans la régulation de l’homéostasie cellulaire (Castoldi 

and Muckenthaler 2012; Brandt et al. 2012; Meng, Wang, and Lin 2012; Cohen et al. 2011). 

Il est donc possible que leur dysfonctionnement entraine une aggravation de l’état global de 

la cellule en stress. Cette hypothèse pourrait ainsi suggérer que les miARNs soient de bons 

candidats dans les recherches de thérapie pour ces maladies, par exemple, en essayant de 

mimer leurs effets dans les cellules en dégénérescence.  A l’inverse, l’altération de la 

machinerie des miARNs pourrait constituer une défense du neurone contre le stress oxydatif, 

qui permettrait de désinhiber l’expression de certains gènes neuroprotecteurs comme les 

protéines Hsp ou d’autres. SI c’était vrai, un blocage temporaire de la machinerie des 

miARNs pourrait avoir dans certains cas un effet positif.  

 

1.2 Une	
  forte	
  implication	
  de	
  la	
  signalisation	
  dopaminergique	
  dans	
  la	
  pathologie	
  

Dans la mesure où les neurones dopaminergiques de la substance noire sont la cible 

principale de la MP, il est soupçonné depuis longtemps que la dopamine est impliquée dans 

la pathogenèse de la maladie. Ainsi, le catabolisme de la dopamine génère du stress 

oxydatif, ce qui pourrait en partie expliquer la susceptibilité spécifique des neurones 
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dopaminergiques envers les réactifs oxydants. Bien que le PQ soit aujourd’hui reconnu 

comme un facteur de risque de la MP, son mode d’action reste encore en partie mal compris. 

Il a longtemps été considéré comme agissant de façon analogue au MPTP, à cause de la 

ressemblance structurale des deux molécules. On pense maintenant qu’il pénètre, comme le 

MPTP, dans les neurones dopaminergiques via le transporteur de la dopamine chez les 

mammifères (Rappold et al. 2011). Cela nécessiterait une conversion en sa forme 

monovalente réactive (PQ+) dans le milieu extracellulaire par des enzymes comme la 

NADPH oxidase microgliale. D’autres transporteurs comme le transporteur de cation 

inorganique Oct3 permettrait au PQ de pénétrer sous cette forme dans d’autres neurones.  

Un effet protecteur paradoxal de la dopamine contre la toxicité du PQ chez la drosophile 

avait été mis en évidence dans un précédent article (Chaudhuri et al. 2007). Une partie 

importante de mon projet a consisté à étudier par quels mécanismes la dopamine module la 

neurotoxicité du PQ. Nos résultats suggèrent que l’action toxique du paraquat implique 

l’activation d’un récepteur dopaminergique, le récepteur DAMB, connu chez la drosophile 

pour son implication dans les processus mnésiques et dont l’activation induit une 

augmentation simultanée du Ca2+ et de l’AMPc dans le cytosol. J’ai ainsi montré qu’une 

partie de la neurotoxicité du PQ pourrait être liée à la suractivation de ce récepteur au niveau 

des neurones glutamatergiques, sous l’effet d’une libération anormale de dopamine, du 

stress oxydatif, ou de l’action directe du PQ sur DAMB, générant au final un phénomène 

délétère pour le système nerveux de type excitotoxique.  

J’ai également observé que l’expression ectopique de DAMB dans tous les neurones ou 

dans les neurones dopaminergiques, entraîne la mort des drosophiles au stade pupal tardif, 

en l’absence de stress oxydatif d’origine exogène. Au cours du développement des 

drosophiles, chaque période de mue s’accompagne d’un pic de libération de dopamine, le 

dernier pic accompagnant la pupaison étant le plus important. Il est possible que la mort 

observée au moment de la pupaison, lorsque DAMB est exprimé dans tous les neurones, 

soit due à une suractivation brutale de ce récepteur à ce moment précis de la vie de la 

drosophile. Cette hypothèse est en accord avec l’effet létal de la dopamine lorsque ce 
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neurotransmetteur est appliqué sur des drosophiles décapitées (résultat non présenté). La 

dopamine ajoutée  suractiverait les récepteurs DAMB et donc les neurones glutamatergiques 

de la corde nerveuse ventrale. Des expériences d’imagerie calcique et d’électrophysiologie 

pourraient permettre de vérifier l’activation de DAMB dans le corde ventrale sous l’effet de la 

dopamine ou du PQ.  

2 L’	
  α-­‐synucléine	
  dans	
  l’étude	
  de	
  la	
  MP	
  

 

L’accumulation intraneuronale de l’α-syn, le composant majoritaire des corps de Lewy, 

semble être une des causes majeures de la MP. Cette protéine ne possède pas 

d’homologue structural chez la drosophile, alors que tous les autres acteurs génétiques de la 

maladie, soit ~15 gènes sont conservés dans ce modèle. Il est donc probable que les 

interacteurs normaux de l’α-syn sont présents chez la drosophile. Reste à savoir pourquoi 

l’α-syn n’est pas exprimée et s’il existe une autre protéine fonctionnellement homologue qui 

joue le rôle de l’α-syn chez cet organisme. Il est maintenant largement accepté que les 

espèces toxiques ne sont pas les agrégats fibillaires présents dans les corps de Lewy mais 

des oligomères solubles de l’α-syn (Auluck, Caraveo, and Lindquist 2010).   

Au cours de ma thèse, j’ai participé à des travaux tentant d’évaluer la toxicité d’une forme 

pathogène de cette protéine causée par la mutation A30P dans le modèle drosophile. Cette 

étude m’a amené a développer une technique de mise en culture de systèmes nerveux 

entiers pour pouvoir étudier in situ le devenir des neurones dopaminergiques en 

dégénéresccence sous l’effet de l’α-syn.  

 

2.1 Une	
  forte	
  toxicité	
  de	
  l’α-­‐synucléine	
  A30P	
  pour	
  les	
  neurones	
  dopaminergiques	
  

de	
  la	
  drosophile	
  

Une partie de mon travail de thèse a consisté à comparer les effets de deux formes de l’α-

syn : la forme sauvage et la forme mutante A30P. Ainsi, avec d’autres membres de l’équipe, 
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j’ai participé à l’étude de défauts spécifiques liés à l’expression de ces protéines, comme 

l’apparition précoce de troubles locomoteurs, décrits initialement par (Feany and Bender 

2000). Ce travail nous a permis d’identifier un groupe d’environ 15 neurones 

dopaminergiques, faisant partie du cluster PAM qui serait impliqué dans le contrôle de la 

locomotion chez la drosophile. L’expression de l’α-synA30P dans ce petit groupe de 

neurones entraine les mêmes déficits locomoteurs que son expression dans les 200 000 

neurones du cerveau de la drosophile. Ces neurones innervent spécifiquement les lobes 

horizontaux β’ des corps pédonculés. Les corps pédonculés sont connus pour être le siège 

de la mémoire olfactive chez la drosophile, mais on sait aussi qu’ils interviennent dans le 

contrôle de l’activité locomotrice (Helfrich-Förster, Wulf, and de Belle 2002; J. R. Martin, 

Ernst, and Heisenberg 1998; Serway et al. 2009). Nos résultats suggèrent un rôle essentiel 

de la signalisation dopaminergique dans le contrôle de la locomotion par les corps 

pédonculés 

Une autre partie de mon travail de thèse a consisté à mettre en évidence des ressemblances 

mais également des différences dans les modes d’actions des formes sauvage et mutée 

A30P de l’α-syn. De façon générale, même si ces protéines pathogènes n’entrainent pas de 

neurodégénérescence évidente des neurones dopaminergiques chez la drosophile, nous 

avons établi que tant la forme sauvage que la forme mutée sont capables d’induire de 

graves dysfonctionnements lorsqu’elles sont exprimées dans ces neurones. Ceux–ci sont 

caractérisés par une diminution de la biosynthèse de la dopamine et des défauts 

morphologiques des mitochondries, qui grossissent anormalement ou fusionnent, ainsi que 

des varicosités axonales, qui grossissent elles aussi par l’accumulation de vésicules 

synaptiques. Les conséquences physiologiques sont sans doute une perte de la libération 

normale de la dopamine qui serait responsable de la déficience progressive des capacités 

locomotrices. Chez les mammifères en effet, il est connu que l’α-syn l’intervient dans la 

libération des neurotransmetteurs et que sa surexpression conduit à des dérégulations de la 

libération synaptique de la dopamine (Lundblad et al. 2012). De plus, l’accumulation de l’α-

syn mutée ou sauvage semblent inhiber l’expression des protéines PINK1 et parkine qui sont 
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impliquées dans la dynamique mitochondriale et plus particulièrement dans le contrôle 

qualité des mitochondries. Cela pourrait expliquer au moins en partie les défauts de structure 

des mitochondries observés dans le modèle et peut-être jouer un rôle dans la 

dégénérescence des neurones dopaminergiques dans la MP.  

C’est lorsque nous avons entrepris l’étude des interactions éventuelles entre les 

mécanismes cytotoxiques du PQ et de l’α-syn, les deux facteurs de risque de la MP que 

nous avions choisi d’étudier, que nous avons mis en évidence des différences majeures 

dans la neurotoxicité des formes sauvage (α-synWT) et mutante (α-synA30P) de l’α-syn. En 

effet, l’expression de l’α-synA30P dans tous les neurones mais également seulement dans 

les neurones dopaminergiques induit une aggravation globale de la réponse au PQ, qui se 

traduit par une diminution de la survie des drosophiles. Nous avons observé que le PQ induit 

une activation de casp-3, une caspase effectrice pro-apoptotique dans les neurones 

dopaminergiques, après 24 h d’exposition à la toxine. Cette activation est augmentée en 

présence d’α-synA30P. Ces résultats suggèrent que la forme mutée est très toxique pour les 

neurones dopaminergiques. Ces résultats sont en accord avec des résultats antérieurs 

obtenus in vitro sur des cellules en culture (Choong and Say 2011; S. S. Park and Lee 2006).  

A l’inverse, et de façon surprenante, la forme sauvage de l’ α-syn semble avoir un effet 

protecteur contre le stress oxydatif induit par le PQ. En effet, en présence d’α-synWT 

exprimée dans tous les neurones ou sélectivement dans les neurones dopaminergiques, les 

drosophiles ayant ingéré du PQ survivent plus longtemps en moyenne et les neurones 

dopaminergiques ne présentent plus de casp-3 activée. Ces résultats démontrent in vivo 

l’effet neuroprotecteur et anti-apoptotique de l’α-syn sauvage dans les neurones 

dopaminergiques, en accord là encore avec des données antérieures obtenues in vitro (C A 

da Costa, Ancolio, and Checler 2000; Sidhu, Wersinger, and Vernier 2004; Jin et al. 2011).   

De plus, nous avons observé que la toxicité de l’α-synA30P n’est pas autonome mais a 

besoin de la présence de dopamine pour s’exprimer. En effet, alors que les neurones 

sérotonergiques de drosophile ne sont normalement pas affecté par l’α-synA30P et 



 

 221 

n’activent pas la casp-3 en présence de cette protéine, l’expression de la TH dans ces 

neurones leur confère à la fois la propriété de synthétiser la dopamine et d’activer la casp-3 

en présence d’α-synA30P. On sait que la dopamine peut interagir avec l’α-syn et induire des 

changements conformationnels de cette protéine qui pourraient jouer un rôle dans la 

pathologie (Martinez-Vicente et al. 2008; Outeiro et al. 2009). Nos résultats indiquent que 

l’interaction directe ou indirecte avec la dopamine est une cause probable de la sélectivité 

neuronale des effets délétères de l’α-synA30P, au moins dans le modèle drosophile.  

Dans les formes sporadiques de la MP, l’α-syn n’est pas a priori mutée. Nos résultats 

suggèrent qu’initialement, la forme sauvage de la protéine serait protectrice contre le stress 

oxydatif. Cependant, nous avons également montré qu’au cours du temps, l’α-synWT induit 

un dysfonctionnement général des neurones dopaminergiques, avec des effets 

spectaculaires sur la structure des mitochondries et des axones. L’ensemble de ces troubles 

pourrait mener à terme à une dégénérescence globale des neurones dopaminergiques et à 

l’induction des premiers symptômes de la MP. Ces résultats indiquent donc un double rôle 

pour l’α-syn, d’abord neuroprotecteur et anti-apoptotique, puis délétère au fur et à mesure 

que cette protéine s’accumulerait de façon anormale.  

3 Avancées	
  technologiques	
  

 

L’un des enjeux majeurs de la thèse a été de développer de nouvelles techniques ou d’en 

améliorer d’autres. Ainsi, j’ai passé beaucoup de temps en début de thèse à mettre au point 

les conditions permettant d’obtenir un niveau de reproductibilité satisfaisant pour les 

expériences de survie en présence de PQ, que ce soit par ingestion ou application de la 

toxine sur drosophiles décapitées. En même temps, j’ai adapté et simplifié une méthode 

colorimétrique d’évaluation de la quantité de nourriture ingérée par les drosophiles, qui m’a 

value d’être pour la première fois co-auteure d’un article scientifique (Riemensperger, Isabel, 

Coulom, Neuser, Seugnet, and Kume 2011). J’ai longuement mis au point et optimisé la 

méthode de culture d’explants de SNC entiers de drosophiles afin de pouvoir suivre le 
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devenir des neurones sur une longue période, allant jusqu’à un mois, et ainsi observer les 

effets de l’α-syn au cours du temps. Il a fallu également développer des techniques connues 

mais non utilisées en routine dans l’équipe, comme le FRAP et l’imagerie calcique. Ces 

techniques d’imagerie ouvrent la voie à l’étude de l’influence de l’α-syn sur le transport 

axonal des vésicules synaptiques ou des mitochondries au cours du temps. Les premiers 

résultats que j’ai obtenus semblent indiquer que l’α-syn provoquerait un ralentissement quasi 

total de la vitesse de transport des vésicules. Cependant, il reste à détudier les effets 

physiologiques que cela peut entraîner sur les capacités de transmission des neurones 

dopaminergiques. Il est probable que l’altération du bon fonctionnement synaptique des 

neurones dopaminergiques, ainsi que l’altération de la dynamique des mitochondries sont en 

partie responsables de leur dégénérescence, 

 

 En conclusion, les travaux effectués au cours de ma thèse pourront, je l’espère, contribuer à 

une meilleure compréhension des mécanismes neurotoxiques des facteurs 

environnementaux et génétique de la MP, bien que de nombreuses questions restent encore 

en suspens. De plus, les techniques de culture et d’imagerie que j’ai introduites devraient 

non seulement initier de nouvelles collaborations au sein de l’équipe et avec d’autres 

laboratoires, mais également permettre de répondre à certaines questions spécifiques de 

physiopathologie cellulaire qui sont difficiles à étudier in vivo pour des raisons évidentes et 

qui ne peuvent être abordées in vitro en l’absence d’une structure tissulaire organisée. Mon 

souhait est que les hypothèses soulevées par ces travaux et leur continuation conduisent un 

jour à de nouvelles voies thérapeutiques dans la MP.	
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The neuromodulatory function of dopamine (DA) is an inherent
feature of nervous systems of all animals. To learn more about the
function of neural DA inDrosophila, we generatedmutantflies that
lack tyrosine hydroxylase, and thus DA biosynthesis, selectively in
the nervous system.We found that DA is absent or belowdetection
limits in the adult brain of these flies. Despite this, they have a life-
span similar to WT flies. These mutants show reduced activity, ex-
tended sleep time, locomotor deficits that increase with age, and
they are hypophagic. Whereas odor and electrical shock avoidance
are not affected, aversive olfactory learning is abolished. Instead,
DA-deficient flies have an apparently “masochistic” tendency to
prefer the shock-associated odor 2 h after conditioning. Similarly,
sugar preference is absent, whereas sugar stimulation of foreleg
taste neurons induces normal proboscis extension. Feeding the DA
precursor L-DOPA to adults substantially rescues the learning deficit
as well as other impaired behaviors that were tested. DA-deficient
flies are also defective in positive phototaxis, without alteration in
visual perception and optomotor response. Surprisingly, visual
tracking is largely maintained, and these mutants still possess an
efficient spatial orientation memory. Our findings show that flies
can perform complex brain functions in the absence of neural DA,
whereas specific behaviors involving, in particular, arousal and
choice require normal levels of this neuromodulator.

neurotransmitters | locomotor activity | memory formation | choice
behavior | feeding behavior

An important challenge in neuroscience is to understand the
roles of specific neurotransmitter systems on brain homeo-

stasis and functioning. Dopamine (DA), a biogenic amine bio-
synthesized from tyrosine, is an essential neuromodulator in the
mammalian central nervous system that is involved in attention,
movement control, motivation, and cognition. Studies in Dro-
sophila melanogaster indicate that DA also plays central regula-
tory roles in insects, specifically in the neural networks controlling
locomotor activity and stereotypical behaviors (1–3), sleep and
arousal (4–7), registration of salient stimuli (4, 8, 9), and asso-
ciative olfactory learning (10–15). Some of these studies were
based on genetic inactivation or overactivation of dopaminergic
neurons. Dopaminergic neurons can corelease other neuroactive
agents, such as neuropeptides, however. Therefore, one must
ensure that the behavioral phenotypes observed specifically result
from the lack of DA release to draw firm conclusions on brain
DA function.
Nearly all neuropil regions of the insect CNS receive dense

dopaminergic innervation. In particular, the Drosophila adult
brain contains six paired clusters of dopaminergic neurons, some
of which specifically project to higher brain centers, such as the
central complex and the mushroom bodies (1, 10, 12, 13, 16–18).
Tyrosine hydroxylase (TH) catalyzes the first and rate-limiting
step in DA biosynthesis (Fig. S1A). Because DA is also required
in Drosophila as a precursor substrate for cuticle sclerotization
andmelanization, inactivating mutations of the genomic TH, alias

pale (ple) locus, results in unpigmented cuticle and late embryonic
lethality (19).
Alternative splicing of Drosophila TH (DTH) produces two

enzyme isoforms, DTH1 and DTH2 (20, 21) (Fig. S1B). DTH1 is
selectively expressed in DA neurons within the CNS, whereas
DTH2 is expressed in peripheral nonnervous tissues, which in-
clude the hypodermal cells that secrete the cuticle matrix (20,
22). Here, we take advantage of this tissue-specific alternative
splicing to construct a mutated transgene, DTHgFS±, that only
expresses an active TH enzyme in nonneural cells. Homozygous
ple mutants are rescued by this transgene to adult stage, gener-
ating Drosophila essentially devoid of DA in the adult brain. We
then studied the consequences of this neural-specific DA de-
pletion on adult survival and behavior.

Results
Generation of Viable DA-Deficient Drosophila. We first established
the conditions for full rescue of DTH deficiency with the GAL4-
upstream activation sequence (UAS) binary expression system by
expressing genomic DTH (DTHg) driven by TH-GAL4 and Ddc-
GAL4, each of which contains regulatory sequences from genes
involved in DA biosynthesis (Fig. S1A). The combined action of
the Ddc-GAL4 and TH-GAL4 drivers is required for full rescue,
with neither GAL4 driver alone being sufficient for full rescue to
adult stage (Table S1).
We then used in vitro mutagenesis to introduce frameshift

mutations inDTHg (Fig. S1CandD andSIMaterials andMethods).
DTHgFS+ contains one additional base in a hypoderm-specific
exon, and DTHgFS± contains the same mutation plus another
compensating mutation that removes one base in an adjacent
common exon. When transcribed, DTHgFS+ only expresses active
TH in neural tissues and, conversely, DTHgFS± only expresses ac-
tive TH in nonneural tissues. No ple rescue could be observed with
DTHgFS+ (Table S2), confirming that an active DTH2 isoform
producing cuticular DA is required for Drosophila development
(22). In contrast, expression of DTHgFS± yielded full rescue of ple
to adulthood (Table S2), indicating that biosynthesis of neural DA
is not essential for fly development and survival.
Immunohistochemistry confirmed that TH and DA are not de-

tectable in adult brain of the DTHgFS±-rescued ple mutants (Fig.
1A 3 and 6), whereas they are present inWT flies (Fig. 1A 1 and 4)
or ple mutants rescued by the native DTHg construct (Fig. 1A 2
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and 5). Accordingly, RT-PCR shows that the neural-specific
DTH1 mRNA is absent in head and brain extracts of DTHgFS±;
ple (Fig. 1B). Similarly, no TH is present in the larval CNS of
DTHgFS±; ple, whereas it is expressed at this stage in DTHg; ple
(Fig. S2A). In contrast, DA is detected in larval neurons of both
strains, although fewer positive cells could be seen in larval brain
hemispheres of DTHgFS±; ple versus DTHg; ple (Fig. S2 A3 and
A4). This suggests that systemic DA produced by peripheral TH
can partially supply the mutant larval CNS with the missing bio-
genic amine.
DA was then assayed by HPLC to determine the absolute

magnitude of reduction of DA level in adult brain (Fig. 1C and
Tables S3 and S4). Brain extracts from control flies and DTHg;
ple showed equivalent levels of DA per brain (52.0 and 48.9 pg
per brain, respectively), indicating that expression of the DTHg
transgene quantitatively restored brainDA. In contrast,DTHgFS±;
ple flies apparently had 7.5 pg of DA per brain, suggesting a strong
(∼85%) but incomplete reduction of DA level in these mutants.
HPLC was then repeated using a decreased detector potential of
+420 mV, near the half-maximal oxidation potential of DA.
Whereas the DA peak in an extract from a control brain behaves
as expected (relative DA peak area at +420 vs. 500 mV: 0.43), the
residual peak in the DTHgFS±; ple strain was unaffected by the
reduced detector potential (relative “DA” peak area: 1.05) (Fig.
1C and Tables S3 and S4). We conclude that the residual peak in
this strain is largely, if not totally, a non-DA contaminant and that
brains ofDTHgFS±; ple flies lack detectable DA, with an estimated
sensitivity limit of 2% WT levels.

Nevertheless, adult brain of DA-deficient flies contains differ-
entiated dopa decarboxylase (Ddc)-positive neurons that do not
express serotonin and so are most likely “dopaminergic” neurons
devoid of TH and DA. These cells indeed distribute in clusters
identical to the WT pattern of dopaminergic neurons (Fig. S2B1–
3). Moreover, characteristic dopaminergic innervation of the
mushroom bodies appears normal in the mutant (Fig. S2B4–6).
Therefore, maintenance of the adult brain dopaminergic system
does not seem to depend on the activity of TH or the presence of
DA in Drosophila.

DA Deficiency Reduces Activity and Arousal. Unexpectedly, we ob-
served that both DTHg; ple and DTHgFS±; ple lines show similar
and normal adult life expectancy (Fig. S3A), demonstrating that
the lack of neural DA has no detrimental effect on Drosophila
lifespan. This enabled us to compare the behaviors of these lines.
First, we studied the effect of neural DA deficiency on walking
behavior of young adult flies. DTHg FS±; ple show reduced
walking speed (median = 7.8 mm/s) compared with DTHg; ple
(median = 10.8 mm/s) and WT (median = 15 mm/s) (Fig. 2A,
Left). Similarly, the distance covered for 15 min is much shorter
in DTHg FS±; ple (median = 193 cm) than in DTHg; ple (me-
dian = 425 cm) and WT (median = 474 cm) (Fig. 2A, Right).
Therefore, flies deficient in neural DA show markedly decreased
locomotor behavior.
Startle-induced negative geotaxis monitors climbing ability

and excitability in Drosophila, and DA modulates this behavior
(1, 23). WT flies placed in a vial or a column respond to a gentle

Fig. 1. Lack of TH expression and DA in the brain of DTHgFS±-rescued ple Drosophila. (A) Anti-TH immunostaining on whole-mount adult brains of WT Dro-
sophila (1) and DTHg (2) or DTHgFS±-rescued (3) plemutants. No TH immunoreactivity was detected in the brain of DTHgFS±; ple. Anti-DA immunostaining. DA-
positive cells can be observed in the brains ofWT (4) andDTHg; ple (5) flies (arrows) but not in the brains ofDTHgFS±; ple flies (6). (B) Detection of the DTH1- and
DTH2-specific spliced mRNAs by RT-PCR in heads (Left) and dissected brains (Right) of control or DTHgFS±; ple flies. No DTH transcript is present in the brain of
DTHgFS±-rescued flies. (C) Representative graphs of DA assay by HPLC in brain extracts of control w1118 (a and b) and DTHgFS±; ple (c and d) detected with an
optimal potential of +500mV (a and c) or reduced to+420mV (b andd). (d) Reducedpotential did not decrease the amplitudeof the residual “DA”peakof neural
TH-deficient flies, indicating that this peak is not DA. The small additional peak on the right corresponds to a contaminant from eye pigments.
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mechanical shock by fast climbing. This behavior is stable over the
first 3 wk of adult life and then progressively declines with age,
such that by day ∼55, WT flies show no response (Fig. 2B). The
DTHgFS±; ple flies do not perform well in this test, although they
are definitely able to climb. Just after eclosion, their performance
index (PI) was ∼0.4, and at 15–21 d of age, their PI was only ∼0.2,
comparable to the PI of 50-d-old WT flies (Fig. 2B, dotted line).
DTHg; ple show PIs between those of WT and DA-deficient flies
(Fig. 2B).
Monitoring activity over the light/dark cycle indicates that

DTHgFS±; ple are overall less active and possibly sleep more
frequently than DTHg; ple during the day (Fig. S3B). Because
both strains showed frequent periods of relative inactivity, we
also monitored sleep by direct observation. The results demon-
strate that DTHgFS±; ple do sleep more than DTHg; ple during
both day and night (Fig. S3C). Furthermore, we found that sleep-
ing DTHgFS±; ple flies respond less frequently to mild and mod-
erate mechanical stimuli (Fig. S3D), whereas response to strong
stimuli was comparable to that of DTHg; ple flies. Overall, these
results argue for a decreased arousal state in the absence of
brain DA.
Treatment with 3-iodotyrosine (3IY), a TH inhibitor, de-

creases activity and increases resting periods in WT flies (4),
whereas caffeine has the opposite effects (24). We observed
that the neural TH-deficient DTHgFS±; ple, as expected, are not
responsive to 3IY, whereas DTHg; ple flies reacted like WT
(Fig. S5). In contrast, caffeine was found to decrease resting
periods of both DTHg; ple and DTHgFS±; ple (Fig. S4), sug-

gesting that caffeine does not act by modulating DA release
in Drosophila.

Impaired Aversive Olfactory Learning and Feeding Behavior.We used
classical olfactory conditioning to evaluate the ability of DTHgFS±;
ple flies to associate an aversive stimulus (electrical shock) with an
odor. Either immediately (t = 0) or 2 h after training, these flies
did not show any avoidance of the shock-associated odor (Fig. 3A).
This is in contrast to the DTHg-rescued controls that demonstrate
associative memory (PI = ∼0.6) (Fig. 3A), similar to WT (25).
Interestingly, the DA-deficient flies showed an inverse tendency to
choose the shock-associated odor during testing, an effect that was
significant 2 h after training (PI = −0.13 ± 0.05, n = 9). We
checked that shock avoidance (Fig. S5A) and odor perception (Fig.
S5B) are preserved in DA-deficient as well as DTHg-rescued flies.

Pharmacological rescue experiments were performed in adult
flies to distinguish between physiological or developmental
effects of brain DA deficiency. Remarkably, treatment of adult
DTHgFS±; ple with the DA precursor L-DOPA significantly im-
proved their negative geotaxis behavior (Fig. S6A). This indicates
that progressive locomotor impairments directly result from DA
deficiency and not from developmental abnormalities. Similarly,
L-DOPA feeding of adult DA-deficient flies substantially in-
creased their learning performance index towards a positive
value (PI = 0.26 ± 0.08 with L-DOPA compared to -0.11 ± 0.07
without L-DOPA at t = 0, n = 6) (Fig. S6B), confirming that the
lack of neural DA induces an absolute defect in aversive olfac-
tory memory.
Preparatory to appetitive conditioning trials, we tested the flies

for sugar preference after a 21-h period of starvation. Whereas
DTHg-rescued controls respond positively and comparably to
WT, DTHgFS±; ple flies showed no significant response to sucrose
(Fig. 3B). The proboscis extension reflex appears normal in these
mutants (Movie S1), however, indicating that sugar perception
and reflex appetitive reactions are preserved. This suggests that
neural DA is specifically required for behavioral attraction to
sugar. Quantification of food intake revealed that DTHgFS±; ple
eat one-third as much as DTHg; ple (Fig. S6C), demonstrating
that they are markedly hypophagic. Again, L-DOPA significantly
improves this phenotype, whereas the drug has no effect on food
intake of DTHg; ple flies. Interestingly, L-DOPA also has a posi-
tive effect on food intake of heterozygous ple flies (Fig. S6C),
suggesting a dominant effect of ple on feeding behavior.

Lack of Phototaxis but Preserved Visual Orientation and Spatial
Memory. Positive phototaxis is a characteristic behavior of Dro-
sophila and many other insect species. In countercurrent assay,
DTHgFS±; ple flies were mainly recovered in the first tube of the
apparatus, indicating that they are not attracted by light, whereas
DTHg; ple showed partial rescue of phototactic behavior (Fig.
3C). The mutants have normal electroretinograms (Fig. S5C) and
optomotor response (Fig. S5D), indicating that visual functions
are preserved.We also performed individual assays to rule out the
possibility that the lack of positive response in the countercurrent
test was attributable to reduced activity. A single fly was placed at
the entrance of a T-maze and allowed to choose freely between
a dark tube and an illuminated tube until it reached one of the
vials. Similar to WT, neurally rescued DTHg; ple show a signifi-
cant preference toward the lighted tube. In contrast,DTHgFS±; ple
single flies show no preference, choosing either tube with equal
probability (Fig. 3D).
We further checked the flies for visual tracking and orienta-

tion in the Buridan’s paradigm, a cylindrical virtual reality arena
in which two dark vertical stripes are presented opposite to each
other. Under standard conditions, WT flies patrol between two
given visual targets for a considerable length of time. Whole
orientation curves indicate that DTHg; ple and DTHg FS±; ple are
comparably able to target the two stripes, with a fixation ability

Fig. 2. Neural DA-deficient flies show locomotor deficits. (A) Box-and-
whisker plots showing the distribution of walking speed (Left) and cov-
ered distance (Right) during spontaneous locomotor behavior of 5-d-old
adult flies monitored in an open arena. The DA-deficient DTHgFS±; ple
flies show a statistically significant reduction compared with rescued
DTHg; ple in both walking speed (P = 0.015) and covered distance (P =
0.001). DTHg; ple show a difference compared with WT flies for walking
speed (P = 0.0003) but not walking distance (P = 0.130). Plots represent
the median (horizontal line), mean (square), 25% and 75% quartiles
(box), 10% and 90% quantiles (whiskers), and extreme values (crosses)
(**P < 0.02 and ***P < 0.005). (B) Climbing abilities of WT flies, DTHg; ple,
and DTHgFS±; ple monitored by startle-induced negative geotaxis as
a function of adult age. The robust negative geotactic behavior of young
WT Drosophila declines steadily over time after 3 wk. DTHgFS±; ple show
from the eclosion a strong impairment in this behavior; after 2 wk, their
mean PI was only 0.2 (horizontal dotted line). DTHgFS±; ple values were
compared for significance with DTHg; ple values (*P < 0.05 and **P <
0.02, Student’s t test).
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different from random behavior, although less efficiently than
WT flies (Fig. 4A). A closer look at the curves shows that both
mutants differ in their orientation ability at small deviation
angles (Fig. 4B), suggesting that the lack of DA makes visual
orientation slightly less accurate. Therefore, in Drosophila, the
presence of neural DA improves visual tracking but, neverthe-
less, is dispensable for this behavior.
Orientation in a changing environment requires the ability to

retain and recall the position of a target. Drosophila possesses
such a spatial orientation memory that can be tested by the detour
paradigm. In this test, a fly walks toward a landmark that suddenly
disappears while, simultaneously, a vertical distracter stripe
appears laterally to the fly. After the fly approaches this second
landmark, the distracter stripe also disappears within 1 s. In this

situation, WT flies will turn back to their previous, still invisible,
landmark, demonstrating a spatial orientation memory for their
former target with a median frequency of ∼80% (26). We ob-
served that both DTHg; ple and DTHgFS±; ple do recall the po-
sition of the first landmark with a median frequency of 90% and
73%, respectively (Fig. 4C). This demonstrates that the lack of
brain DA has only a minor impact on spatial orientation memory
in Drosophila.

Fig. 4. Visual fixation and spatial memory are largely preserved in the
absence of brain DA. (A) Whole orientation curves showing frequency of
angle deviation between the fly trajectory and approached target. Mutant
and rescue flies show a frequency distribution significantly different from
the calculated random behavior (DTHg; ple: P = 0.007 and DTHgFS±: ple: P =
0.005, F test), whereas both strains do not differ from each other (P =
0.455; mean of 13 flies of each genotype). This confirms that DTHg; ple and
DTHgFS±; ple flies are able to visualize and target the landmarks, although
less consistently than WT flies (DTHg; ple: P = 0.028 and DTHgFS±; ple: P =
0.036, F test). (B) Differences between angles to the approached target
and calculated random behavior for small deviations (derived from shaded
area of curves in B are shown. Trajectories of DTHgFS±; ple target the
landmarks but are not accurate, making angle frequency not significantly
different from random behavior for small deviations [*P < 0.05, not sig-
nificant (n.s.)]. This defect is rescued in DTHg; ple flies that contain neural
DA (***P < 0.005). The Wilcoxon signed-rank test was used against 0 as
random behavior. (C ) Test of spatial orientation memory in the detour
paradigm (details are provided in Materials and Methods). Ten flies per
genotype and 10 tests per fly were recorded. The frequency of positive
choices is represented by box-and-whisker plots showing the median
(horizontal line), mean (square), 25% and 75% quartiles (box), 10% and
90% quantiles (whiskers), and extreme values (crosses). Random behavior
would result in a reference value of 58% (horizontal dotted line). The
DTHgFS±; ple flies still retain spatial orientation memory (**P = 0.0015,
one-sample sign test against the random value), although their perfor-
mance is reduced compared with the DTHg; ple flies (*P = 0.034, Mann–
Whitney U test).

Fig. 3. Behaviors disrupted in neural DA-deficient Drosophila. (A) Aver-
sive olfactory learning. The PI of flies tested either immediately (t = 0) or
2 h after electrical shock training is shown. Whereas DTHg; ple show
normal conditioned avoidance of the aversive odor, the neural DA-
deficient DTHgFS±; ple do not learn. They rather show an abnormal pref-
erence for the shock-associated odor that is statistically significant 2 h
after training (P = 0.312 at t = 0 and **P = 0.012 at t = 2 h, Wilcoxon signed-
rank test against 0 as random behavior). (B) Sugar preference. After a 21-h
starvation period, flies were tested in a T-maze for their response to su-
crose. WT and DTHg-rescued Drosophila show positive responses to sugar,
whereas DTHgFS±; ple flies appear not to be attracted (*P < 0.05, Student’s
t test). The sugar response of the DTHgFS±; ple flies was not different from
0 as random behavior (Wilcoxon signed-rank test). (C ) Phototaxis assayed
by countercurrent distribution. WT Drosophila display strong phototactic
behavior and mostly distributes toward the light source in tubes 5 and 6. In
contrast, most DTHgFS±; ple flies remain in tube 1. This behavioral im-
pairment is partially rescued in DTHg; ple flies [***P < 0.0001, one-way
ANOVA (Bonferroni-corrected) compared with WT values]. (D) Single-fly
phototaxis assay. Flies were allowed to distribute freely between an illu-
minated tube and a dark tube. WT and DTHg-rescued Drosophila showed
a strong preference for the illuminated tube. In contrast, the neural DA-
deficient DTHgFS±; ple distributed equally [***P = 6.1 × 10−5, **P = 0.012,
and P = 0.499 (not significant [n.s.]) for WT, DTHg; ple, and DTHgFS±; ple,
respectively, Wilcoxon signed-rank test; mean tested against reference
constant (50% for equal distribution)].
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Discussion
Here, we describe specific genetic tools to study DA as a signaling
molecule in the Drosophila brain. We show that the embryonic
lethality of ple is fully rescued by a combination of dopaminergic
drivers (Ddc-GAL4 and TH-GAL4) expressing a frameshift mutant
of the TH gene (DTHgFS±). TheDTHgFS±; plemutants only express
TH in nonneural tissues, principally the cuticle-producing cells of
the hypoderm. This leads to the absence of DA in adult brain
without apparent morphological disturbance of the dopaminergic
system, as attested by L-DOPA rescue of defective behaviors. The
resulting flies are fully viable with a normal lifespan and they show
a number of distinctive phenotypes.
Mutants without neural DA show reduced locomotor activity

and arousal, and they sleep significantly more than control flies
during both day and night, consistent with previous reports on the
role of DA in these behaviors (4–6). The lack of further effect of
a TH inhibitor (3IY) demonstrates that spontaneous activity is
not influenced by trace levels of neural DA or by cuticular DA
in these flies. Other reports indicate that blockade of dopami-
nergic synaptic transmission increases activity, particularly startle-
induced activity (1, 7, 27). This apparent discrepancy cannot be
fully explained at present but might be related to the fact that only
part of brain DA signaling is inhibited with the use of GAL4
drivers that do not express in the entire dopaminergic system.
The role of dopaminergic neurons in Drosophila aversive ol-

factory learning has been widely studied before (10–15). The
present results show conclusively that DA is the critical signaling
molecule released by these neurons that is required for this form
of associative memory. Interestingly, although electrical shock
avoidance is not altered, we observed that the DA-deficient flies
have a striking tendency to choose the shock-associated odor 2 h
after training, indicative of an inversion of the evaluation system.
Such an apparently “masochistic” behavior could result from an
inability of these flies to attribute a negative value to a reinforc-
ing stimulus, leading to a bias toward an appetitive behavior. In
a possibly related observation, Krashes et al. (12) recently re-
ported that specific DA neurons can inhibit the expression of an
appetitive memory performance.
Our study reveals the requirement for neural DA in sugar

preference and normal food intake in Drosophila. The fact that
serotonin is also involved in feeding in flies (28) suggests that
these two biogenic amines directly interact in the control of this
behavior. The lack of sugar preference, despite the intact pro-
boscis extension reflex, may suggest that DA is required for re-
ward and motivation in flies, as is the case in mammals, but this
would need further work to be established. Remarkably, several
of the deficits we observe in DA-deficient Drosophila, (e.g.,
hypoactivity and hypophagy readily rescued by L-DOPA) are
quite similar to phenotypes observed in DA-deficient mice (29).
The same is true for the preservation of dopaminergic neuron
circuits. This argues for partial conservation of brain DA func-
tions between flies and mammals.
The lack of phototaxis does not result from blindness because

flies without neural DA have normal electroretinograms and
optomotor response. Circadian entrainment to dim light also
requires neural DA (30). We suspect that this is not related to the
phototaxis defect, which was tested under high levels of illumi-
nation. An unexpected result of this study is that visual tracking
and spatial orientation memory are largely retained in Drosophila
lacking neural DA. Although neural DA improves visual fixation
and orientation toward a landmark, possibly by increasing arousal
level and attention (8), this neuromodulator appears to be dis-
pensable for these behaviors. Our results, in agreement with
previous findings (26, 31), suggest that the neural circuits involved
in the formation of spatial memory do not depend on neural DA.
In conclusion, we find that activity, feeding, and certain choice

behaviors are markedly altered or abolished in neural DA-deficient

flies, whereas other complex behaviors are surprisingly well main-
tained and might be similar to WT without the decrease in arousal.
This suggests that DA is implicated in many but not all aspects of
brain functioning in Drosophila. The specific behaviors that abso-
lutely require DA could be related to the primordial and evolu-
tionarily conserved functions of this essential neuromodulator in
primitive nervous systems.

Materials and Methods
Further details and references of the procedures are provided in SI Materials
and Methods.

Drosophila Strains. DTHg- and DTHgFS±-rescued homozygous ple Drosophila
were generated before each experiment by crossing a line containing the
combined TH-GAL4 and Ddc-GAL4 drivers with the respective UAS trans-
gene, each in a heterozygous ple mutant background. The Canton S strain
was used as WT flies for comparison in behavior tests.

Immunohistochemistry. Adult brains were dissected in ice-cold Drosophila
Ringer’s solution and processed for whole-mount immunostaining by
standard procedure. The following primary antibodies were used: rabbit
anti-DA (1:100; ImmunoStar), rabbit anti-serotonin (1:500; Sigma-Aldrich),
mouse monoclonal anti-TH (1:50; ImmunoStar), rat anti-Ddc (1:200; pre-
pared in the laboratory of J.H.), and rabbit anti-GFP (1:500; Invitrogen
Molecular Probes).

DA Assay. DA levels in Drosophila brain extracts were determined by HPLC
coupled to electrochemical detection essentially using a mobile phase con-
taining 4 mM decanesulfonic acid, 50 mM citrate/acetate (pH 4.5), and 20%
(vol/vol) acetonitrile. Standard detection of DA was performed at a detector
potential of +500 mV relative to an Ag/AgCl electrode. Electrochemical
confirmation of the identity of the DA peaks was performed at a reduced
potential of +420 mV.

Locomotor Behavior. Two methods were used to test for spontaneous loco-
motor behavior of 2- to 5-d-old adult Drosophila. First, walking speed and
covered distance were computed from video-based recordings of individual
flight-disabled flies walking freely for 15 min in an open arena. Second,
activity was monitored by recording infrared beam crossings in glass tubes
(6.5-cm length, 3-mm inside diameter) using a Drosophila activity monitor-
ing system (TriKinetics).

Olfactory Conditioning. To test for aversive olfactory learning, groups of about
35 flies were conditioned in a barrel-type machine by sequential exposure to
two odors, octanol and methylcyclohexanol, for 60 s with 45-s rest intervals
between presentation of odors (25). Exposure to the first odor was paired
with electrical shocks.

Phototaxis. Phototactic behavior was tested by mass and single-fly assays. The
mass assay was carried out in a dark room with the countercurrent procedure.
The results were the mean of the scores from five trials. Data were statistically
analyzed with a one-way ANOVA (Bonferroni-corrected). The single-fly pho-
totaxis assay was performed using a T-maze system in which flies choose freely
between an illuminated vial and a dark vial. The test was repeated five times
with each fly (n = 16), and the percentage of photopositive choices was scored.
Data were analyzed with the Wilcoxon signed-rank test.

Visual Fixation and Orientation. Orientation toward a landmark was analyzed
in the Buridan’s paradigm on freely walking 5-d-old Drosophila with short-
ened wings. The angular deviation between fly trajectory and the
approached target was measured every 0.2 s for 15 min. Spatial orientation
memory was tested in the detour paradigm (26). Ten consecutive trials of at
least 10 flies per genotype were recorded. Data were analyzed with the
Kruskal–Wallis ANOVA test.
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SI Materials and Methods
Drosophila Culture and Transformation. Fly stocks and crosses were
raised at 25 °C on standard corn meal-yeast-agar medium sup-
plemented with methyl-4-hydroxy-benzoate as a mold protector
under a 12-h/12-h light/dark cycle and at around 50% humidity.
Drosophila transformants were obtained by standard procedure:
w1118 embryos were microinjected in their posterior pole with
375 μg/mL transformation vector and 80 μg/mL helper plasmid
pπ25.7wc (1) as a source of transposase.

Drosophila Strains.The followingfly strainswere used: Canton S for
behavior tests and w1118 for HPLC assays as WT flies, TH-GAL4
(2), Ddc-GAL4 (3), UAS-DTHg (4), UAS-DTHgFS+ and UAS-
DTHgFS± (see below). The ple2cl chromosome (2), which contains
the null DTH mutant allele ple2 (5) cleared from other chromo-
somal mutations, was kept balanced by the TM6B (Tb) chromo-
some. DTHg- and DTHgFS±-rescued homozygous ple Drosophila
were generated by crossing a line containing the combined TH-
GAL4 and Ddc-GAL4 drivers with the respective UAS transgene,
each in a heterozygous ple mutant background. Because both
male and female flies are fertile, DTHg; ple and DTHgFS±; ple can
be maintained as stable lines. To reduce the risk of genetic
compensation over generations, however, we preferred to gen-
erate them by crossing heterozygous ple progenitors before each
experiment. The DTHgFS±; ple/+ flies generated in these crosses
were used as heterozygous ple controls in Fig. 1B and Fig. S6. If
not stated otherwise, all experiments were performed with 3- to 5-
d-old adult female flies.

DNA Constructs. Frameshift mutations were introduced in vitro in
the DTH gene by a modification of the three-primer PCR mu-
tagenesis procedure (6) as described previously (7). Mutageniz-
ing antisense DTH primers OTH+ (5′-GCTGTTGTGTTGC-
CTTCTGG) and OTH− (5′-CCAACAAAA_CTCGTCCTCGG)
were used, respectively, to introduce a base near the end of exon
d or to remove a base at the beginning of exon e (Fig. S2B).Mutated
DTHgFS+ or double-mutatedDTHgFS± segments were then inserted
in place of the corresponding WT sequence in the pUAS-DTHg
vector (4), generating pUAS-DTHgFS+ and pUAS-DTHgFS±. These
mutations were checked by PCR and confirmed by double-stranded
DNA sequencing before Drosophila transformation. DTHgFS+

produces amutated hypodermal enzyme isoform (DTH2FS+) that is
truncated before the catalytic domain and terminated by a nonsense
mutation (Fig. S1 C and D) and a normal neural DTH1 isoform.
DTHgFS± produces a mutated hypodermal enzyme isoform
(DTH2FS±) that contains 15 missense amino acids in a noncritical
region between the regulatory and catalytic domains (Fig. S1 C and
D) and a truncated inactive CNS splice isoform.

ple Rescue.To compare the ple rescue capability of differentGAL4
driver/UAS-DTH combinations, the following procedure was used
as described previously (4). First and second chromosome in-
sertions of the X-GAL4 (i.e., Ddc-GAL4, TH-GAL4, or both) and
UAS-DTH transgenes were homozygosed in ple2cl/TM6B (Tb,
Hu, e) background, and third chromosome insertions were re-
combined to the ple2cl chromosome and balanced by TM6B. X-
GAL4, ple/TM6B virgin female flies were mated toUAS-DTH, ple/
TM6B male flies, and reciprocal crosses were set up (i.e., UAS-
DTH, ple/TM6B virgin female flies mated to X-GAL4, ple/TM6B
male flies). Rescue from ple embryonic lethality was determined by
scoring the relative number of homozygous ple (i.e., Tb+, Hu+)
pupae and adults recovered in the progeny of these crosses.

RT-PCR. RNA was extracted from 15 adult heads or 25 dissected
adult brains by the TRIzol (Invitrogen) procedure (8). The final
RNA pellets were washed in 75% (vol/vol) ethanol before re-
suspension in diethylpyrocarbonate-treated water. After an-
nealing with a DTH antisense primer (OTH5, exon e, 5′-ATT-
GCGATCTCGGCAATTTCCTTGCGACGCTGGC), RT was
carried out in the presence of SuperScript II RNase H-Reverse
Transcriptase (Invitrogen). PCR primers (OTH2, DTH antisense
exon e, and OTH3, DTH sense exon a) and reaction conditions
were as previously described (9), leading to the amplification of
a 195-kb fragment and a 408-kb fragment from the DTH1 and
DTH2 cDNAs, respectively.

Immunohistochemistry. According to the experiments, the sec-
ondary antibodies were goat anti-mouse, anti-rabbit, or anti-rat
IgG conjugated to Alexa Fluor 488 or 555 (1:500; Invitrogen
Molecular Probes). For TH, Ddc, serotonin, and GFP immu-
nostaining, brains were dissected in Drosophila Ringer’s solution
[130 mM NaCl, 4.7 mM KCl, 1.8 mM CaCl2, 0.3 mM Na2HPO4,
0.35 mM KH2PO4 (pH 7.5)] and fixed for 2 h on ice in 4%
(wt/vol) paraformaldehyde in PBS (130 mM NaCl, 7 mM
Na2HPO4, 3 mM KH2PO4), followed by three 20-min washes in
PBS. After 2 h of preincubation in PBS containing 0.5% Triton
X-100 (PBT) plus 2% (wt/vol) BSA, brains were incubated
overnight at 4 °C with the primary antibodies diluted in the same
solution. This was followed by three 20-min washes in PBT, a 2-h
incubation with the secondary antibodies at room temperature,
three 20-min washes in PBT again, and one final wash in PBS.
For DA immunostaining, brains were dissected in Ca2+-free
Drosophila Ringer’s solution supplemented with 1.25% (wt/vol)
glutaraldehyde plus 1% sodium metabisulfite (Na2S2O5) (Sigma)
to protect DA from oxidation and then were fixed in the same
solution for 3 h on ice. After three 20-min washes in PBS, brains
were incubated for 20 min in PBS containing 0.5% sodium bo-
rohydride (NaBH4) to saturate double bonds, followed by 20 min
in PBS plus 1% (wt/vol) Na2S2O5. After overnight preincubation
in blocking solution (PBS + 2% (wt/vol) BSA), brains were in-
cubated for 2 d at 4 °C with the primary antibody diluted in the
same solution and then washed three times in PBS at room
temperature before being incubated for 2 d with the secondary
antibody in PBS. Brains were finally washed in PBS for 2 d at
4 °C to reduce background. Tissues were mounted in Vectashield
(Vector Laboratories). Confocal microscopy was performed with
a Zeiss LSM 510 microscope.

Lifespan Analysis. Survival in standard conditions was determined
at 25 °C on a population of 100–125 female flies of each genotype
divided in five batches. Each batch was treated independently.
Newly eclosed flies were placed in vials and transferred every 2–
3 d into fresh vials to minimize death caused by bacterial infection
or moist medium. The number of surviving flies was recorded
every 2 d. Survival curves represent the percentage of surviving
flies as a function of time.

Locomotor Behavior. Two methods were used to test for sponta-
neous locomotor behavior of 2- to 5-d-old adult Drosophila. First,
walking speed and covered distance were computed from video-
based recordings of individual flight-disabled flies (wings cut to
one-third of length 1 d before the experiment under cold anes-
thesia) walking freely for 15 min in an open arena (10). Path
lengths were calculated for five successive 3-min intervals of un-
disturbed walking and averaged over individuals. Walking speeds
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were calculated for every transition between the landmarks. Be-
cause some data were not normally distributed (Shapiro–WilksW
test), we used the Mann–Whitney U test for pairwise comparison
(n = 13 flies). Alternatively, activity was monitored by recording
infrared beam crossings in glass tubes (6.5-cm length, 3-mm inside
diameter). In this case, events were scored at 1-min intervals for
3 d (with light/dark or dark/dark circadian cycles) using a Dro-
sophila activity monitoring system (DAM; TriKinetics) (11). To
analyze the effect of drugs on locomotor activity, 2- to 3-d-old
male flies were placed in monitor tubes in which regular food was
replaced by either sucrose alone (control) or sucrose supple-
mented with 0.5 mg/mL caffeine or 3 mM 3IY, a TH inhibitor.

Negative Geotaxis. Startle-induced negative geotaxis was assayed
as previously described (2). Groups of 10–20 flies were placed in
a vertical column (25 cm long, 1.5 cm in diameter) with a conical
bottom end. They were suddenly startled by gently tapping them
down, to which Drosophila respond by climbing up. After 1 min,
flies having reached the top of the column (above 20.5 cm) and
flies remaining at the bottom end (below 6.5 cm) were separately
counted. Three trials were performed at 1-min intervals. The
scores are the mean of the numbers of flies at the top (ntop) and
bottom (nbot), expressed as percentages of the total number of
flies (ntot). Results are the mean ± SEM of the scores obtained in
three independent experiments. The PI is defined as 1/2((ntot +
ntop − nbot)/ntot). To test for the effect of aging on negative
geotaxis, 30 flies of each condition were evaluated each week
throughout a period of 8 wk. Dead flies were replaced by sub-
stitutes of the same age. Statistical analysis was performed on the
PIs with the Student’s t test.

Sleep and Arousal. Circadian activity was followed with a DAM
system for 72 h at 18 °C in a 12-h/12-h light/dark cycle. Individual
flies were placed in small glass tubes (5-cm length, 3-mm inside
diameter) containing food medium with an infrared laser beam
passing through the midline of the tubes. Apparent sleep was
defined as periods of 5 min or longer without laser beam breaks.
To monitor sleep by direct observations, individual flies placed in
similar tubes were visually observed for 30-min periods during
day [Zeitgeber time (ZT) 8–10] or night (with a red light, ZT 14–
15) to determine the duration of quiescent intervals. Sleep was
defined as periods of 5 min or longer without any movement.
Similar results were obtained with three independent batches of
flies. Arousal state was evaluated by applying mechanical stim-
ulations during sleep as previously described (11). Mild and
moderate stimuli were delivered by quickly removing 7- or 16-
mm thick plastic cushions, respectively, from below the monitors.
Flies maintained in 12-h/12-h light/dark cycles were stimulated
every 2 h with mild stimuli on days 1 and 3 and with moderate
stimuli on days 2 and 4. Results were classified in three cate-
gories: “awake” (flies that moved at least once during the 10
min that preceded stimulation), “responding” (flies that started
moving within 1 min after stimulation and crossed the laser beam
at least twice), and “not-responding” (flies that did not move or
moved only once after stimulation).

Olfactory Conditioning. To test for aversive olfactory learning,
groups of about 35 flies were conditioned in a barrel-type machine
as described (12) by sequential exposure to two odors, octanol
(OCT) and methylcyclohexanol (MCH), for 60 s with 45-s rest
intervals between odor presentation. Exposure to the first odor
was paired with electrical shocks (twelve 1.5-s pulses of 60 V dc
with 5-s intervals between pulses). Flies were tested for odor
avoidance by simultaneous exposure to both the shocked and
control odors in a T-maze (13), either immediately (t = 0) or 2 h
after conditioning. After 1 min, the flies trapped in either T-
maze arm were scored. In each experiment, a reciprocal condi-
tioning was run with different flies of the same genotype, by

applying electrical shocks during exposure to the second odor, to
rule out bias from odor preference. The results are the mean of 6
to 11 independent experiments. The PI corresponds to an av-
eraged and normalized probability of the correct answer, such
that a 50:50 distribution (no memory) would yield PI = 0 and
total avoidance of the shock-paired odor would yield PI = 1 (13).

Odor and Electrical Shock Avoidance. Both OCT or MCH are
naturally slightly aversive to unconditioned flies. To test for ol-
factory acuity, the odor avoidance responses were quantified by
giving naive flies a choice between odor and air in a T-maze. After
1min, the flies were trapped in their respective tubes and counted.
The PI was calculated as the normalized percentage of flies
avoiding the odor. Two groups of the same stock were run suc-
cessively, and the side of the test tube with odor was alternated.
To remove odor traces from the previous run before each ex-
periment, odor and fresh air, respectively, were aspirated through
the relevant test tubes for 1 min in the absence of flies. Electrical
shock avoidance of untrained flies was quantified by giving them
a choice between “shock” and “no shock” for 1 min in a T-maze.
Two barrels, identical to those normally used for conditioning,
were connected to each other by a Plexiglas dish. Flies were
trapped in the center of the compartment and allowed to choose
for 1 min between the two barrels, one of which was electrified
with pulses of 60 V DC identical to those normally used for
conditioning. The PI was determined as for olfactory avoidance.

L-DOPA Treatment. Flies were incubated for 72 h at 25 °C on
a piece of Whatman 3MM paper soaked with a solution of 5%
(wt/vol) sucrose, 2% (wt/vol) yeast, and 10 mM sulforhodamine
B (Sigma) containing or not containing (control) 1 mg/mL L-
DOPA (Sigma). Before the behavior tests, flies were visually
selected under CO2 for sulforhodamine B staining in the abdo-
men to check for feeding and left to recover from anesthesia for
at least 4 h in vials containing Whatman 3MM paper soaked with
the same sucrose solution with or without L-DOPA.

Sugar Preference. Flies were starved for 21 h at 25 °C and 80%
humidity. Their responses to sugar were quantified by giving
them a choice between sucrose and an empty tube in a T-maze as
described previously (14). After 1 min, the flies were trapped in
their respective tubes and counted.

Phototaxis. Phototactic behavior was tested by mass and single-fly
assays. For both assays, flies were raised in 12-h/12-h dim light/
darkness conditions. Before the tests, 3- to 5-d-old adult female
flies were selected under CO2 and allowed to recover in fresh
food vials for at least 3 h in darkness. The mass assay was carried
out in a dark room with the countercurrent procedure described
by Benzer (15). The apparatus consists of two rows of six re-
locatable horizontal tubes, one row proximal (labeled A1–6) and
one distal (labeled B1–6) to the light source (a 4-V blue light
diode was placed at a distance of 15 cm from the apparatus). Any
tubes of each row can be connected to form double tubes. To
start the experiment, 10 female flies were placed inside the A6–
B1 double tube and brought to the distal end of tube B1 by
gentle tapping. They were allowed to distribute freely for 1 min.
Thereafter, swift sliding of the rows let tube A6 join tube B2 and
tube A5 connect to tube B1. Again, the flies were gently tapped
to the distal end of the two connected double tubes and then
were allowed to distribute freely for 1 min. After six cycles, all
the tubes were connected and the number of flies present in each
double tube (e.g., A1–B1, A2–B2) was scored. In each experi-
ment, the results were the mean of the scores from five trials.
Data were statistically analyzed with a one-way ANOVA (Bon-
ferroni-corrected). The single-fly phototaxis assay was performed
using a T-maze system in which flies choose freely between an
illuminated vial (12-V blue light) and a dark vial, as described by
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Le Bourg and Buecher (16). Individual flies were transferred
without anesthesia into a 1-mL syringe connected to the appa-
ratus and gently pushed to the starting point of the maze. A trial
ended when the fly reached one of the vials, and it was then re-
covered. The test was repeated five times with each fly (n = 16),
and the percentage of photopositive choices was scored. Data
were analyzed with the Wilcoxon signed-rank test, mean-tested
against the reference constant (50% for equal distribution).

Electroretinograms. Electroretinograms (electrophysiological re-
cordings from the surface of the eye) were performed on 3-d-
old flies, attached to a holder by dental cement (Protemp). Bo-
rosilicate glass microelectrodes (Clark) filled with physiological
saline solution (200 mM NaCl, 2 mM CaCl2, 5 mM KCl) were
placed in the thorax (reference electrode) or just beneath the
cornea in the center of the eye (recording electrode, tip resistance
∼10–15MΩ). Recordings were performed at 19 °C after at least 20
min of dark adaptation under dim red light. A lamp equipped with
a mechanical shutter was used for stimulation.

Optomotor Assay. Visual movement responses of walking flies
were measured as described (17). In this paradigm, tethered
flies walked on an 8-mm Styrofoam sphere supported by a gentle
stream of humidified air in the center of a rotating striped drum
(20 black stripes, spatial wavelength = 18°). The rotations of the
Styrofoam ball were recorded optoelectronically, providing a
quantitative measure of the turning responses. Performance de-
pends on the contrast in the environment and increases with
increasing light intensity.

Visual Fixation and Orientation.Orientation toward a landmark was
analyzed in the Buridan’s paradigm (10, 18) on freely walking
5-d-old Drosophila with shortened wings. Single flies were con-
fined to an elevated circular arena (8.5-cm diameter) surrounded
by a water-filled moat and, beyond, a white cylindrical screen
containing two opposing vertical black stripes. In this situation,
WT flies spontaneously walk from one of these inaccessible land-
marks to the other. Trajectories were recorded from above at
200 frames per second with a video-scanning device. The angular

deviation between fly trajectory and the approached target was
measured every 0.2 s for 15 min. The curve for random orien-
tation was calculated as described by Strauss and Pichler (10).

Detour Paradigm. Spatial orientation memory was tested in the
detour paradigm as recently described (19). The device was
comparable to that of the Buridan’s test with a larger arena (16-
cm diameter). As soon as the fly had traveled once between the
two inaccessible vertical stripes and crossed the midline again,
the landmarks disappeared and, simultaneously, a vertical dis-
tracter stripe appeared laterally at a 90° angle to the fly. After
the fly approached for 1 s toward this landmark, the distracter
stripe also disappeared and no stripes were visible thereafter. In
this situation, a WT fly will turn back to the previous, still in-
visible, landmark, demonstrating memory of its anterior spatial
orientation. Such a behavior was quantified by measuring the
angle deviation between the actual trajectory of the fly and the
direction of its initial target [further details are provided by
Neuser et al. (19)]. Ten consecutive trials of at least 10 flies per
genotype were recorded. Because some data were not normally
distributed (Shapiro–Wilks W test), we used the Mann–Whitney
U test for statistical analysis.

Food Intake Assay. For each determination, ten 3- to 5-d-old flies
were starved for 1 h at 25 °C before being incubated for 20 min on
a piece of Whatman 3MM paper soaked with a solution of 5%
(wt/vol) sucrose, 2% (wt/vol) yeast, and 10 mM sulforhodamine B
supplemented or not with 1 mg/mL L-DOPA. They were frozen
at −20 °C for 2 h; then the heads were removed to prevent
contamination by eye pigments, and the bodies were homoge-
nized in 0.5 mL of PBS. After centrifugation at 17,000 × g in an
Eppendorf 5415 R microcentrifuge for 7 min at 4 °C, the su-
pernatant was collected, mixed with 0.2 mL of chloroform, and
microcentrifuged again for 6 min. Optical density of the super-
natant was determined with a NanoDrop (ThermoScientific) at
570 nm. Results are the mean of three independent determi-
nations of each genotype.
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Fig. S1. Structures of the DTH gene, derived transgenes, and mutant isoforms. (A) DA biosynthesis pathway in Drosophila. Two tissue-specific isoforms of TH
(neural DTH1 and nonneural DTH2) hydroxylate L-tyrosine to produce L-DOPA, which is decarboxylated in a second step to DA by Ddc. (B) Exon-intron structure
and alternative splicing of the DTH gene (DTH). (a–g) Exons are represented as wide boxes separated by introns. Gray-filled boxes represent constitutive exons
(a, b, e, f, and g), and black-filled boxes represent the two cassette exons (c and d). Exons c and d are skipped in the CNS but are normally spliced in nonnervous
tissues, leading to expression of the neural DTH1 and hypodermal DTH2 isoforms, respectively. ATG and STOP represent the initiation and arrest of translation.
(Scale bar: 1 kb.) (C) UAS-DTH transgenes. The 6.7-kb coding part of DTH with introns was fused downstream of GAL4-binding UASs. DTHg, WT DTH; DTHgFS+,
frameshift mutant with one supplementary base inserted in exon d; DTHgFS±, frameshift mutant with one supplementary base in exon d and one compen-
satory deleted base in exon e. On the right is indicated in which tissue, either nervous (CNS) or hypodermal (HYP), these transgenes are expected to give an
active or inactive form of TH after alternative splicing. (D) Amino acid sequence alignments of native DTH2 and mutant DTH2FS+ and DTH2FS± isoforms. Amino
acids of the acidic segment encoded by exons c and d are shown in green. The sequences generated by the mutagenesis and unrelated to DTH are in shown

Legend continued on following page
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red. Stars indicate identical amino acids. The DTH2FS+ cDNA contains an additional base at the end of exon d, which generates a frameshift mutation leading
to translation of a truncated and inactive enzyme. The DTH2FS± cDNA contains both the additional base in exon d and a nearby compensatory base deletion
in exon e, leading to translation of an active enzyme. Indeed, DTH2FS± only differs from the native DTH2 by a short 15-aa segment at the boundary of exons
d and e. This segment is not conserved in vertebrate TH and is not essential for enzyme activity.

Fig. S2. Lack of TH does not hamper development of the brain dopaminergic system. (A) Anti-TH and anti-DA immunostaining on whole-mount third instar
larval CNS of DTHg- or DTHgFS±-rescued ple mutants. TH immunoreactivity was detected in the ventral nerve cord and larval brain of DTHg; ple (1) but not of
DTHgFS±; ple (2). In contrast, DA-immunopositive neurons could be observed in the larval nerve cord (arrows) and brain (arrowheads) of both DTHg; ple (3) and
DTHgFS±; ple (4). The number of DA-positive cells appeared reduced in the brain hemispheres of the DTH-deficient mutants compared with the DTHg-rescued
larvae. (B) Double immunostaining with anti-Ddc (green) and antiserotonin (magenta) in whole-mount adult brains of DTHgFS±-rescued ple mutants. (Right)
Colocalizations appear in white in the merged pictures. (1–3) Regular pattern of dopaminergic neurons, which express Ddc but not DTH, can be recognized in
the adult brain of DTHgFS±; ple flies. Specific dopaminergic clusters are indicated (1 and 3, arrows) that are distinct from Ddc-expressing serotoninergic cells (2
and 3, arrowheads). (4–6) Magnification of the mushroom body lobe region reveals Ddc-positive and serotonin-negative projections on the vertical lobe (α), the
tip of the horizontal lobes (β), and the heel (h). This indicates preservation of the characteristic innervation pattern of the adult mushroom body by dopa-
minergic neurons in the absence of DTH and DA. PPL, lateral posterior protocerebral neurons; PPM, medial posterior protocerebral neurons; SEG, sub-
esophageal ganglion neurons. (Scale bars: 50 μm).
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Fig. S3. Lifespan, sleep, and arousal in the absence of neural DA. (A) Survival curves of adult DTHg- and DTHgFS±-rescued Drosophila maintained at 25 °C in
standard conditions. The maximal lifespan of the rescued flies was ∼70 d, which was indistinguishable from that of WT animals. (B–D) Neural DA-deficient flies
show increased sleep and arousal thresholds. (B) Activity of 5-d-old female adult flies monitored in a DAM system for 24 h. Apparent sleep was defined as
periods of quiescence without laser beam breaks lasting for 5 min or longer. The DA-deficient DTHgFS±; ple flies appear less active than the neural DA-
expressing DTHg; ple flies during the day. Direct observation indicated that inactive flies of both strains were frequently not actually asleep but just did not
move enough to break the laser beam. (C) Box-and-whisker plots showing results of direct visual observation of individual flies for 30-min periods during day
(ZT 8–10, n = 21) or night (ZT 14–15, n = 9). Flies not moving at all for at least 5 min were considered to be sleeping. The DTHgFS±; ple flies do spend more time
asleep during both day and night compared with the DTHg; ple flies (day, ***P < 0.001; night, ***P < 0.005.) Plots represent the median (horizontal line), mean
(square), 25% and 75% quartiles (box), 10% and 90% quantiles (whiskers), and extreme values (crosses) (Student’s t test). (D) Response of sleeping flies to
mechanical stimulations. Mild, moderate, and strong stimuli were applied as described in Materials and Methods. Flies awake before the stimulation were
excluded. The percentage of sleeping DTHgFS±

flies responding to mild and moderate stimuli was significantly reduced compared with the DTHg flies, sug-
gesting a higher arousal threshold (*P < 0.05, χ2 test).
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Fig. S4. Effect of TH inhibitors and caffeine on the activity of rescued ple flies. Total locomotor activity [i.e., infrared beam crossings (A), mean resting periods
(B)] of adult DTHg; ple and DTHgFS±; ple. Spontaneous locomotion was recorded over a 3-d period in activity monitor tubes containing either sucrose alone
(control) or sucrose supplemented with 0.5 mg/mL caffeine (CAF) or 3 mM 3IY, a TH inhibitor. After CAF ingestion, DTHgFS±; ple show increased locomotor
activity and both mutants show a decrease in mean resting period. 3IY decreases total activity and increases the mean resting period of DTHg; ple, making
activity of these flies indistinguishable from that of DTHgFS±; ple. In contrast, 3IY has no effect on the activity or resting periods of neural TH-deficient DTHgFS±;
ple (*P < 0.05, Student’s t test). n.s., not significant.
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Fig. S5. Neural DA deficiency does not alter sensory perceptions and optomotor response. Electrical shock (A) and odor (B) avoidance behaviors of untrained
flies appear normal both for DTHg; ple and DTHgFS±; ple. (C) Representative electroretinogram (ERG) recordings. ERGs of DTHgFS±; ple flies were similar to
those of WT and DTHg; ple flies. The sustained negative potential represents light-evoked currents of photoreceptors. The positive on (arrows) and negative
off (arrowheads) transients indicate normal activation of the postsynaptic lamina neurons in response to input from the photoreceptor neurons. (D) Opto-
motor response. The flies are fixed at the back on a Styrofoam ball centered in a rotating arena of black and white stripes. They try to compensate for the
rotation of the environment by their own movements. Performance depends (arbitrary units) on the contrast in the environment and increases with increasing
light intensity (arbitrary units). Either WT, DTHg; ple, or DTHgFS±; ple show an intact capability to compensate for their environment. Plots represent 10 re-
cordings of one representative fly per genotype.
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Fig. S6. L-DOPA rescue of disrupted behaviors in neural DA-deficient Drosophila. (A) Climbing abilities of 1-wk-old DTHgFS±; ple flies fed for 3 d on sucrose
alone (gray bars) or on sucrose plus 1 mg/mL L-DOPA (white bars), monitored by startle-induced negative geotaxis. Tests were repeated three times for each
group (trials 1–3). The defect in negative geotactic behavior of DTHgFS±; ple flies was significantly rescued by L-DOPA feeding at each trial (**P < 0.02 and *P <
0.05, Student’s t test; n = 13). (B) Aversive olfactory learning. PI of flies was tested immediately (t = 0) after electrical shock training. (Left, bars) Feeding DTHgFS±;
ple flies for 3 d on sucrose plus 1 mg/mL L-DOPA significantly increased their conditioned avoidance of the aversive odor, compared with the same flies fed on
sucrose alone (**P = 0.015, Student’s t test; n = 6). (Right, bars) L-DOPA did not alter the learning performance of control DTHgFS±; ple/+ flies. (C) Food intake
measured as light absorbance of ingested sulforhodamine B. a.u., arbitrary units. Starved flies were exposed for 20 min to a sucrose solution containing
the colorimetric dye and then chloroform-extracted. DA deficient DTHgFS±; ple eat one-third as much as DTHg; ple. This aphagic phenotype is rescued by L-DOPA
feeding. Food intake by control DTHgFS±; ple/+ flies is also significantly improved by L-DOPA (Left), whereas DTHg; ple show no significant difference in the
absence or presence of L-DOPA (Center). Results from three independent determinations. (*P < 0.05, **P < 0.02, and ***P < 0.005, Student’s t test.)
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Table S1. Rescue of ple mutants to adult stage with a combination of dopaminergic drivers

Pupae* Adult female flies† Adult male flies†

Tb Tb+‡ Tb Tb+‡ Tb Tb+‡

Ddc-GAL4§ 153 0 73 0 87 0
TH-GAL4§ 374 123 (24.7) 254 0 287 0
Male TH/Ddc-GAL4 324 142 (30.5) 219 121 (35.6) 278 0¶

Female TH/Ddc-GAL4 94 55 (36.9) 76 56 (42.4) 45 32 (41.5)

Male or female ple/TM6B (Tb) flies with homozygous insertion of the indicated GAL4 drivers were mated to ple/
TM6B (Tb) flies with homozygous insertion of the UAS-DTHg transgene. Rescue from ple late embryonic lethality
was determined by scoring the relative number of homozygous ple (i.e., Tb+) pupae and adult flies in the progeny.
Values indicate the number of progeny obtained in two to six independent crosses. Only the combination of one
copy each of TH-GAL4 and Ddc-GAL4 (TH/Ddc-GAL4 strain) led to rescue of ple to adult stage.
*Number of pupae scored 10 d after parent cross.
†Number of adult progeny scored from 12 to 22 d after parent cross.
‡Percentages of Tb+ progeny are in italics.
§For Ddc-GAL4 and TH-GAL4 alone, either male or female flies were used with similar results.
¶No Tb+ adult male flies were recovered with male GAL4 parents because Ddc-GAL4 is inserted on the X
chromosome.

Table S2. Rescue of ple by DTH gene frameshift mutants

Adult male flies Adult female flies

Tb Tb+* Tb Tb+*

UAS-DTHg 49 36 (42.3) 50 46 (47.9)
UAS- DTHgFS+ 80 0 70 0
UAS- DTHgFS± 52 37 (41.6) 53 31 (36.9)

Female ple/TM6B (Tb) flies with homozygous insertion of the Ddc-GAL4: TH-GAL4 double driver were mated to
male ple/TM6B (Tb) flies with homozygous insertion of the indicated UAS transgene. Rescue from ple late em-
bryonic lethality was determined by scoring the relative number of homozygous ple (i.e., Tb+) adult flies in the
progeny. Values indicate the number of progeny obtained in two to three independent crosses.
*Percentages of Tb+ progeny are in italics.

Table S3. Determination of DA levels in brain extracts by HPLC: Data from HPLC at +500-mV
oxidation potential (n = 3)

Strain “DA” (pg/brain) SEM

w1118 52.0 5.5
DTHg; ple 49.0 3.1
DTHgFS±; ple 7.5 1.0

A standard HPLC analysis for DA performed with the fully oxidizing +500-mV electrochemical potential indi-
cates that DA levels in the DTHgFS±; ple strain are reduced to ∼15% of WT levels (but see Table S4) and that the
DTHg; ple line shows fully restored levels of DA.

Table S4. Determination of DA levels in brain extracts by HPLC: Relative “DA” peak area at +420-
vs. +500 mV-detector potential (n = 3)

Strain Relative peak area SEM

w1118 0.43 0.07
DTHg; ple 0.46 0.01
DTHgFS±; ple 1.05 0.18

To determine whether the reduced peak in DTHgFS±; ple was authentic DA, the HPLC was repeated using
a reduced detector potential of +420 mV, near the half-maximal detector sensitivity for DA. This analysis showed
that the residual peak in the DTHgFS±; ple strain is unaffected by the reduced detector potential (relative peak
area = 1.05), in contrast to w1118 and DTHg; ple flies. Thus, the residual peak in the neural TH-deficient strain is
largely, if not totally, a non-DA contaminant. This shows that the DTHgFS±; ple brain extract lacks detectable DA.
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Movie S1. Proboscis extension reflex is normal in DA-deficient Drosophila. Representative movie successively showing two presentations of water (with
a soaked standard cotton swab) followed by two presentations of 5% (wt/vol) sucrose to the foreleg tarsi of a female DTHgFS±; ple fly. Only the sucrose solution
triggers proboscis extension as in WT flies.

Movie S1
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