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potentiation) 

 

- M - 

MAPKKK Mitogen-activated protein kinase kinase 

kinase 

MCJ Maladie de Creutzfeld-Jacob 

MEKK1 Mitogen extracellular signal-regulated 

kinase kinase 1 

MET Microscopie électronique par transmission 

mTOR Mammalian target of rapamycin 
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- N - 

Ngsk Souris Nagasaki Prnp0/0 

NMDA N-Methyl-D-aspartate 

NSE Neuron Specific Enolase 

 

- P - 

PA  )&$%&.$+'/,13&.)% 

PAF Paraformaldéhyde 

pb Paires de bases 

PB Phosphate buffer 

PBS Phosphate buffer saline 

PE Phosphatidyléthanolamine 

PDK1 3-phosphoinositide-dependent kinase 1 

PI3K Phosphoinositide 3-kinase 

PK Protéinase K 

PMCA Protein-Misfolding Cyclic Amplification 

PrnP Gène codant la protéine prion cellulaire 

Prnp0/0 Souris knock-out pour le gène Prnp 

PrPC Protein Prion cellulaire 

PrPSC Protein Prion pathologique (Sc pour 

Scrapie) 

 

- R - 

RE Réticulum endoplasmique ; REL : lisse et 

REG : granuleux 

recPrP Protéine prion recombinante 

RIP Receptor-interacting protein 

RML 
Rocky Montain Laboratory (souche de 

tremblante) 

RMN Résonance Magnétique Nucléaire 

 

- S - 

SAF Scrapie associated Fibrils 

SNARE Sensitive factor attachment protein receptor 

SNC Système nerveux central 

 

 

 

 
 

- T - 

TACE Tumor necrosis factor -converting enzyme 

TBS Tris Buffered Saline 

TNF-  Tumor Necrosis Factor-  

TNFR1 Tumor Necrosis Factor  Receptor 1 

TRADD TNFR-associated Death Domain 

TRAF2 TNFR-associated factor 2 

TRAIL TNF-Related Apoptosis Inducing Ligand 

 

- U - 

ULK Unc-51-like kinase 

UV Ultra-Violet 

 

- Z - 

ZII(+) Zébrine-II-positive 

ZII(-) Zébrine-II négative 

ZH-I Souris Zürich-I Prnp0/0 
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« De toutes les blessures corporelles, la démence est de loin la pire. 

Celui qui en est atteint ne sait plus le nom de ses esclaves, ne reconnaît 

(+*#'+,17.'15$3'J*.'.+'1'/T%"'+1'5$.++$D'%.'3$*9'J*,.+'1 engendrés et élevés. 

Et par un cruel testament, il déshérite les siens et fait don de toutes ses 

propriétés à Phiale. »  

 

JUVENAL,  

Satires (trad. P. de Labriolle & F. Villeneuve). 

 Paris: Belles-Lettres (CUF), 1996 [Satire X, vers 232-238]. 
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Une forme pathologique de la protéine prion cellulaire endogène (PrPC), la protéine prion infectieuse 

(PrPScR'$#&'3)%#./"!"$'3)77$'+,10$%&'.%N$3&.$*9'*%.J*$'responsable des maladies à prionsA'U.%#.D'<'+,$%3)%tre du 

dogme de la transmission des agents infectieux par réplication des acides nucléiques, les maladies à prions 

semblent transmises par la seule conversion conformationnelle de la protéine prion cellulaire. Ce mécanisme 

aboutit à +1' N)!71&.)%'/,)+.0)7@!$#'%$*!)&)9.J*$#' $&' /$'/"(V&#' N.-!.++1.!$#' 17>+)W/$#' /$' ! Sc dans le système 

nerveux central (SNC) entrainant la spongios$D' +1'($!&$' #>%1(&.J*$D' +,1&!)(?.$'/$%/!.&.J*$'$&' +1'7)!&'%$*!)%1+$'

accompagn"$#' /,une réaction astrocytaire et microgliale. La neurotoxicité intrinsèque de PrPSc, la perte des 

fonctions neuroprotectrices de PrPC $&'+,.%N+1771&.)%'#)%&'1*&1%&'/$'7"31%.#7$#'distincts qui peuvent conduire à 

la mort des neurones dans le SNC infecté par les prions. Si les recherches menées ces dernières années ont 

($!7.#' /,.7()!&1%&$#' 151%3"$#' /1%#' +1' 3)7(!"?$%#.)%' /$' 3$#' (1&?)+)0.$#' neurodégénératives, des questions 

cardinales restent encore sans réponse et concernent les mécanismes sous-jacents à la mort neuronale induite 

(1!'+$#'(!.)%#D'+1'%1&*!$'/$#'(1!17@&!$#'$%/)0@%$#'/$'+1'#("3.N.3.&"'3$++*+1.!$'/$'+,1&&$.%&$'%$*!)%1+$'/1%#'+$'6NC 

et la part des mécanismes inflammatoires dans la neurotoxicité des prions.  

Un premier axe de mes recherches doctorales a consisté à étudier les modalités de mort neuronale dans 

différents modèles de %$*!)/"0"%"!$#3$%3$' .%/*.&$' (1!' +$#' /"N.3.&#' /,)!.0.%e transgénique et infectieuse de la 

protéine prion. G,1.' +.7.&"'7$#'"&*/$#'1*'3$!5$+$&'/$'#)*!.#D'*%'3$%&!$'/)%&' +1'#&!*3&*!$'#.7(+$'$#&'-.$%'3)%%*$'

aux plans fonctionnels et structural et où les mécanismes de mort neuronale ont été des plus étudiés. Le cervelet 

$#&' /$' (+*#' *%$' !"0.)%' 3$%&!1+$' &!@#' 5*+%"!1-+$' 1*9' (!.)%#A' G,1.' *&.+.#"' <' 3$&' $NN$&' *%' (1%$+' /,1((!)3?$#'

7)!(?)+)0.J*$#'3)7-.%"$#'<'+,1%1+>#$'.77*%)3?.7.J*$'/$'71!J*$*!#'/$'7)!&'%$*!)%1+$'$&'/$#'&>($#'%$*!)%1*9'

#("3.N.J*$#' 3)%3$!%"#A' F$&&$' "&*/$' 7,1' 17$%"$' <' 7$&&!$' $%' X*5!$' *%' #>#&@7$' ex vivo de cultures 

)!01%)&>(.J*$#' /$' &!1%3?$#' /$' 3$!5$+$&' J*.' #,$#&' 15"!"' (!"#$%&$!' +$#' 151%&10$#' %"3$##1.!$#' <' +,1((!)3?$'

mécanistique des phénomènes dégénératifs induits par les déficits de la protéine prion.  

Le deuxième axe de mes recherches a porté sur la signification physiopathologique du patron des dépôts 

/$' (!)&".%$' (!.)%' 17>+)W/$' /1%#' +$' 3$!5$+$&' .%N$3&"' (1!' +1' &!$7-+1%&$' YYOA' G,1.' (*' 1(()!&$!' /$#' 1!0*7$%&#'

3)%51.%31%&#' $%' N15$*!' /$' +1' 3)%&!.-*&.)%' /,*%' (1!17ètre endogène lié à la compartimentation 

anatomofonctionnelle du cortex cérébelleux à la pathogenèse de ces prions. 

O$' &!).#.@7$' 19$' /$' 7$#' !$3?$!3?$#' $#&' +$' (!)+)%0$7$%&' /,*%$' "&*/$' !"3$%&$' /*' 0!)*($' /$' C$%)T&'

Schneider et Odile Kellerman à laquelle nous 15)%#' 3)++1-)!"' $&' 7$&&1%&' $%' "5./$%3$' +1' 7.#$' $%' =$*' /,*%'

mécanisme neuroinflammatoire capable de détruire les neurones infectés in vitro (Pietri et al., 2013). Cette étude 

7)%&!$'$%'$NN$&'+,1*07$%&1&.)%'/*'!"3$(&$*!'ZEB[\'<'+1'3>&)].%$'ZEB-  à la surface des neurones à la suite de 

+,1-)+.&.)%' /$' +1' 31#31/$' $%K>71&.J*$' !$#()%#1-+$' /$' #)%' !$3>3+10$' $&' %)!71+$7$%&' 3)%&!V+"$' (1!' +1' (!)&".%$'

prion cellulaire PrPc convertie en PrPSc .%13&.5$'/1%#'+$#'%$*!)%$#'.%N$3&"#A'G,1.'()*!#*.5.'3$&&$'"&*/$' in situ dans 

le cervelet de souris infectées in vivo (1!'+1'7^7$'#)*3?$'/$'&!$7-+1%&$'$&'7.#'$%'"5./$%3$'+,1*07$%&1&.)%'/$'

ZEB[\' 1*' %.5$1*' /$#' N.+17$%&#' 0+.1*9' ("!.#>%1(&.J*$#' #*00"!1%&' +,13&.51&.)%' /1%#' +$' &.##*' 3"!"-$++$*9' /,*%'

mécanisme dépendant de TNFR1 différent de celui mis en jeu dans les neurones cérébelleux en culture primaire. 

O,.%&!)/*3&.)%'-.-+.)0!1(?.J*$'/$'71'&?@#$'$%'&!).#'(1!&.$#'(1!3)*!&'+,$##$%&.$+'/$'+1'(?>#.)(1&?)+)0.$'/$#'

maladies à prions, présente une description détaillée des mécanismes de +,1()(&)#$' $&' /$' +,1*&)(?10.$' $&'

+,.7(+.31&.)%' /$' 3$#' 5).$#' /1%#' +$#'71+1/.$#' <' (!.)%#' $&' $%N.%' (!"#$%&$' +$' 3$!5$+$&'7)/@+$' /$' 3$#' "&*/$#A'L$#'

résultats sont présentés en trois études sous le format de données non-publiées qui font enfin +,)-=$&' /,*%$'

discussion. 
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CHAPITRE I  
 

Les maladies à prions 

 

 

 

Les maladies à prions ou encéphalopathies spongiformes transmissibles (ESTs) sont des pathologies 

%$*!)/"0"%"!1&.5$#'J*.'1NN$3&$%&'+,?)77$'$&'+,1%.71+A'8++$#'.%3+*$%&'+1'71+1/.$'/$'F!$*&KN$+/-Jacob, le syndrome 

de Gerstmann-Sträussler-63?$.%]$!' QH66RD' +,.%#)7%.$' N1&1+$' N17.+.1+$' Q;BBR' $&' +$' ]*!*' 3?$K' +,?)77$D'

+,$%3"(?1+)(1thie spongiforme bovine (ESB), la tremblante du mouton (« scrapie »)D'+,86Z'N"+.%$'$&'+1'71+adie du 

dépérissement chronique chez les cervidésA' F$'%,$#&' J*,1(!@#'*%$'("!.)/$'/,.%3*-1&.)%' +)%0*$'$&' 3+.%.J*$7$%&'

#.+$%3.$*#$' ()*51%&' 1&&$.%/!$' (+*#.$*!#' /.K1.%$#' /,1%%"$#' J*$' +$#' (1&.$%&#' 1&&$.%&#' /,EST développent les 

symptômes sévères de cette maladie incurable et fatale, dont les principales manifestations sont la dysfonction 

motrice progressive, le déclin cognitif et +,1&19.$'3"!"-$++$*#$ (Thompson et al., 2014). 

O$#'71+1/.$#'<'(!.)%#')%&'/,1-)!/'"&"'3)%#./"!"$#'3)77$'!1!$# et seulement connues des vétérinaires et 

des spécialistes. La maladie de Creutzfeldt-G1])-'J*.'%,1NN$3&1.&'J*,\D_ cas par an et par million (Ladogana et al., 

2005) ne constituait alors pas une cause médicale prioritaire. Cependant, les accidents de contamination par 

transmission iatrogène observés en pratique médicale humaine et animale, l'apparition de l'encéphalopathie 

bovine spongiforme en Grande Bretagne dans les  !!"#$% &''()% * +$#% ,-+!#% *./$#%  0/1#!2 /.#%13!,/ 0#% #2% 0 %

,"13!$2. 2/3!% ,+% 4 $$ 5#% ,#% 06 5#!2% 738/!% 9% 06:311#% 3!2% 1/$% #!%  8 !2% 0-/143.2 !*#% ,#$% .#*:#.*:#$%

fondamentales et cliniques sur ces maladies. Encore de nos jours, aucune thérapie ne permet de contrer de 

manière efficace les déficits observés et seuls des traitements palliatifs sont apportés aux patients.  

; % *311+! +2"% $*/#!2/</=+#%  % .#*:#.*:"% 0- 5#!2% .#$43!$ 70#% ,#% *#$% 1 0 ,/#$% 4#!, !2% ,#$%  !!"#$>%

?3!2. /.#1#!2% +@% 5#!2$%/!<#*2/#+@%*3!8#!2/3!!#0$)% 0-/!<#*2/3!%!#%4.383=+#%4 $%,-inflammation classique   une 

encéphalite aigüe et chronique provoquée par une réaction immunitaire spécifique   mais une 

encéphalopathie caractérisée par une dégénérescence lente et irréversible du système nerveux central (SNC). 

?311#% 0 % 1 0 ,/#% ,-A0B:#/1#.)% 0 % 1 0 ,/#% ,#% C .D/!$3!% 3+% 0 % 1 0 ,/#% ,#% E+!2/!523!)% 0#$% FGH$% $3!2% ,#$%

pathologies neurodégénératives associées à la présence de dépôts et fibrilles amyloïdes. La compréhension des 

mécanismes cellulaires et moléculaires de la mort neuronale dans les maladies neurodégénératives liées à 

0- 5."5 2/3!%,#%4.32"/!#$%.#$2#%9%*#%I3+.%+!%$ujet majeur en matière de santé publique.  
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1. Etiologie des maladies à prions 

 

Mentionnée pour la première fois en 1732 par des vétérinaires anglais (Parry, 1983), la tremblante est 

décrite comme affectant des brebis qui « trottent du devant et galopent du derrière », grincent des dents et 

montrent une exagération des mouvements de la tête et du cou (Hunter, 1993). Le premier rapport scientifique 

publié en 1788, est bientôt suivi par plusieurs publications qui en décrivent les symptômes   réflexes de léchage 

et de grattage, prurit, perte de poids, tremblements   #2% $-/!2#..35#!2% $+.% 0-étiologie de cette maladie1. Le 

caractère transmissible de la tremblante est démontré par Cuillé & Chelle (1936) J%0-/!3*+0 2/3!%,#%13+23!$%$ /!$%

avec des homogénats de moelle épinière de moutons contaminés par la tremblante leur transmet la maladie 

(Cuillé & Chelle, 1936). Ces auteurs suggèrent alors que la tremblante doit être causée par un virus. Les travaux 

pionniers du groupe de K/0$3!% L&'M(N%1#22#!2% #!% "8/,#!*#% *#.2 /!#$% 4.34./"2"$% 4 .2/*+0/O.#$% ,#% 0- 5#!2% ,#% 0 %

tremblante   sa forte résistance à la chaleur (100°C pendant 30 minutes), aux formaldéhydes, aux phénols et 

chloroforme (dénaturants des protéines !) et à de fortes doses de rayons ultra-violets (Wilson et al., 1950)  . 

G/5+.,$$3!)%+!%4 2:3035/$2#% /$0 !, /$)%4.343$#%,#%*0 $$#.% 0- 5#!2%,#% 0 %2.#170 !2#%*311#%+!%P virus lent » car, 

selon lui, les symptômes de la tremblante ressemblent à ceux provoqués par le virus visna don2%0-/!*+7 2/3!%#$2%

longue et cause une encéphalopathie et une pneumonie chez le mouton (Sigurdsson et al., 1954).  

Le kuru2, une atteinte fatale du système nerveux central qui touche de façon endémique une tribu de 

Nouvelle-Guinée (les Fores) est découverte par Gadjusek & Zigas en 1957 et les similitudes cliniques et anatomo-

pathologiques entre la tremblante et le kuru sont rapidement remarquées (Gajdusek & Zigas, 1957 ; Hadlow, 

1959N>%;-37$#.8 2/3!%,#$%Q3.#$%4."$#!2 !2%0#$%$R142S1#$%,-#!*"4: 034 2:/#%$43!5iforme par Gadjusek et in fine 

$3!%#@4"./#!*#%,-/!3*+0 2/3!%,#%2/$$+$%!#.8#+@%4."0#8"$%*:#B%,#$%4 2/#!2$%,"*","$%, !$%0#%*#.8# +%,#%*:/14 !B"$%

ont démontré le caractère transmissible de cette maladie (Gajdusek et al., 1966 ; prix Nobel de médecine en 

1976). Aussi, la fin de$%./2#$%* !!/7 0#$%*:#B%*#22#%434+0 2/3!% %4#.1/$%0#%,"*0/!%,#%0-/!*/,#!*#%,#%*#$%1 0 ,/#$)%

confirmant =+#%0 %2. !$1/$$/3!%,+%D+.+%$#%< /$ /2%4 .%0-/!5#$2/3!%,#$%2/$$+$%*3!2 1/!"$> 

T/<<".#!2#$%:R432:O$#$%$3!2% 03.$%"1/$#$%43+.%#@40/=+#.%0 %! 2+.#%,#%0- 5#!t de la tremblante, certaines lui 

*3!<". !2% 0#$% 4.34./"2"$% ,-+!% 8/.+$% </0 1#!2#+@)% ,-+!% ."2.38/.+$)% ,#% 23@/!#$)% ,#% 430R$ **: ./,#$% 3+% #!*3.#% ,#%

viroïdes (ARN circulaire sans capside).  

L#$%* 4 */2"$%,#%."$/$2 !*#%,#%0- 5#!2%,#%0 %2.#170 !2#% +@%. R3!!#1#!2s ionisants3 #2%9%0-/.. ,/ 2/3!%+02. -

violette (UV) $+55O.#!2%=+#% 0- 5#!2% /!<#*2/#+@%!#%4#+2%U2.#%,e nature virale (Alper et al., 1967N>% ;-/.. ,/ 2/3!%9%

,/<<".#!2#$% 03!5+#+.$%,-3!,#%VW%13!2.#%=+#% 0- 5#!2% ."$/$2#%,#%1 !/O.#%"=+/8 0#!2#%9%,#$% 03!5+#+.$%,-3!,e de 

280 et 250 nm, classiquement utilisées contre des micro-organismes contenant des acides nucléiques (Alper et 

al., 1967N>% T !$% 0 % 0/22". 2+.#)% 0 % ! 2+.#% ,#% 0- 5#!2% #$2%  03.$%  *2/8#1#!2% ,/$*+2"#>% ;-:R432:O$#% "0 73."#% 4 .%

Dickinson et Outram (1979) puis .#4./$#% 4 .% X/17#.0/!% #2% K/0#$1/2:% L&''YN% 43$2+0#% =+-+!% 8/./!3)% +!%  5#!2%

/!<#*2/#+@%*3143$"%,-+!#%4.32"/!#%#2%,-+!%4#2/2% */,#%!+*0"/=+#%P nu », séquestré par la protéine hôte et codant 

des copies de lui-même, serait responsable de la maladie. Cette hypothO$#% 4#.1#2% ,-#@40/=+#.% 0-#@/$2#!*#% ,#%

différentes souches de prion, les acides nucléiques étant capables de mutations et donc de variations 
                                                      
1 En 1848, Roche-Lubin propose notamment que la tremb0 !2#%43+.. /2%U2.#%4.383=+"#%4 .%0- *2/8/2"%$#@+#00#% **.+#%,#$%7"0/#.$%

3+%"8#!2+#00#1#!2%4 .%0#$%3. 5#$>%Z-[3\ !%$+55O.#%#!%&'&Y%0-/140/* 2/3!%,+%4 . $/2#%Sarcosporidium comme agent infectieux. 

Enfin, la cause virale est postulée pour la première fois en 1899 par Besnoît. 
2 Le terme kuru signifie frisson en Fore. 
3 ; %,3$#%,#%]M%(((%[. R$%L[RN%!-#$2%=+#%2.O$%4#+%#<</* *#%*3!2.#%0- 5#!2%,#%0 %2.#170 !2#%LGibbs et al., 1978 ; Latarjet, 1979). 

En comparaison, la dose inactivante du virus Herpès est de 100 Gy et de 5000 Gy pour le VIH (Spire et al., 1985 ; Henderson et 

al., 1992). 
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phénotypiques (Dickinson & Outram, 1979 ; Kimberlin & Wilesmith, 1994). De nombreuses techniques ont été 

1/$#$%#!%^+vre pour découvrir cet acide nucléique sans obtenir de preuve de son existence. 

C3+.%0 %4.#1/O.#%<3/$)%#!%&'_`)%0- 5#!2%/!<#*2/#+@%est supposé être une protéine (Pattison & Jones, 1967) 

et la théorie de la « protéine-seule » postulée par Griffith (1967) est soutenue par différentes données. Aucun 

virus ni particule .#$$#170 !2%9%+!%8/.+$%!-3!2%4+%U2.#% /,#!2/</"$%en microscopie électronique, 7/#!%=+-+!%agent 

infectieux de nature virale pourrait être trop petit pour être détecté. Le traitement par des RNases ou des DNases 

!- 02O.#%4 $%0#%* . *2O.#%/!<#*2/#+@%,#%0- 5#!2%LPrusiner, 1982N>%;- 5#!2%#$2% +%*3!2. /.#%$#!$/70#%4 .2/#00#1#!2%9%0 %

digestion par des protéases (Prusiner, 1979N)% $+55". !2% =+- +% 13/!$% +!#% 4.32"/!#% 0#% *3143$#>% T#% 40+$)% ,#$%

traitements à la chaleur : 160°C, voire 300°C pendant 1h, de même que la chaleur sèche (600°C), efficaces 

contre les micro-3.5 !/$1#$)%!#%0#%$3!2%4 $%*3!2.#%0- 5#!2%,#%0 %2.#170 !2#%LDickinson & Taylor, 1978 ; Brown et 

al., 1990). Ces expériences ont mené Prusiner à créer le terme « prion » défini comme étant une petite particule 

protéique infectieuse (« small proteinaceous infectious particles ») pour désigner cet agent non-conventionnel qui 

."$/$2#% +@%4.3*",+.#$%,-/! *2/8 2/3!%13,/</ !2%,-3.,/! /.#%0#$% */,#$%!+*0"/=+#s (Prusiner, 1982). 

V!#% 8 !*"#%1 I#+.#% %"2"%< /2#%03.$%,#%0 %1/$#%#!%"8/,#!*#%,#%0-#@/$2#!*#%,# cette « petite particule ». En 

1982, la purification de fractions de cerveau de hamsters infectés 4 .%0 %2.#170 !2#%4#.1#2%,-/$30#.%0- 5#!2%,#%0 %

tremblante : la protéine prion. La molécule la plus abondante retrouvée dans ces fractions de cerveau est en effet 

une protéine résistante aux protéases (PrPres))%,-+!%43/,$%130"*+0 /.#% $/2+"%#!2.#%]`%#2%a(%DT % LBolton et al., 

1982 ; McKinley et al., 1983). Cette protéine PrPres est 0#% ."$/,+% ,-+!#% ,/5#$2/3!% 4 .2/#00#% ,-+!#% 4.32"/!#% 40+$%

large dont le poids moléculaire est situé entre 33 et 35 kDa (Barry et al., 1986N>%; %,"*3+8#.2#%,-+!#%4.32"/!#%

prion de même poids moléculaire et présente chez les animaux sains a montré que la protéine prion de la 

tremblante appelée protéine prion « scrapie » (PrPScN%,"./8#%#!%< /2%,-+!#%4.32"/!#%4./3!%#@4./1"#%4 .% 0-:S2#)% 0 %

protéine prion « cellulaire » (PrPC) (Caughey & Raymond, 1991). 

 

2. La protéine prion cellulaire PrPC 

 

2.1. Expression et distribution de PrPC  

La présence de PrPC a été initialement mise en évidence dans les homogénats de cerveau infecté par les 

prions (Bolton et al., 1982). PrPC est codée par le gène Prnp localisé sur le bras court du chromosome 20 chez 

0-:311# (Sparkes et al., 1986 ; Basler et al., 1986) et sur le chromosome 2 chez la souris (Shyng et al., 1995). 

Le gène Prnp contient deux exons *:#B%0-:311# (Puckett et al., 1991) et le hamster (Westaway et al., 1994) ou 

trois exons chez le rat (Saeki et al., 1996), la souris, le mouton (Westaway et al., 1994) et les bovins (Horiuchi et 

al., 1998) (Figure 1). La comparaison de séquences traduites du gène Prnp de plus de 40 espèces montre un 

important degré de conservation entre les séquences des mammifères, suggérant une fonction importante de 

PrPC 9% 2. 8#.$% 0-"830+2/3!>% ;#$% 8 ./ 2/3!$% #@/$2 !2#$% #!2.#% #$4O*#$% #2% #!2.#% /!,/8/,+$% 4#+8#!2% *3!$2/2+#.% ,#$%

< *2#+.$%,#%$+$*#42/7/0/2"%9% 0-/!<#*2/3!%4 .% 0#$%4./3!$> Le promoteur de Prnp (Mahal et al., 2001) est une région 

riche en acides aminés GC qui contient une boîte CCAAT et de nombreux sites de fixation pour les facteurs de 

transcription SP1, AP1 et AP2. ;#% *3!2.S0#% ,#% 0-#@4.#$$/3!% ,+% 5O!#% Prnp  % "2"%  22./7+"% 9% +!#% $"=+#!*#% #!% M-%

située dans le premier intron et une séquence non-2. ,+/2#%#!%a->%;-#@4.#$$/3!%,#%Prnp peut être modulée par de 

!317.#+@%4 . 1O2.#$%2#0$%=+#% 0#%$2.#$$%*#00+0 /.#% /!,+/2%4 .%#@#140#%4 .% 0 %*: 0#+.%3+% 0-:R4350R*"1/#%LShyu et 

al., 2000, 2005N)% 0-/!<0 11 2/3!% =+/% 4.383=+#% +!#%  +51#!2 2/3!% ,# 0-#@4.#$$/3!% ,#% Prnp, notamment dans la 
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4# +% #2% 0-"4/2:"0/+1% 5 $2.3-intestinal (Pammer et al., 1998, 2000), le stress oxydatif (Sauer et al., 1999) ou 

#!*3.#%0- +51#!2 2/3!%,#$%2 +@%,#%*+/8.#%LArmendariz et al., 2004). 

PrPC est fortement exprimée dans le SNC mais également dans de nombreux tissus et organes : les 

3.5 !#$%0R14:3b,#$)%0#$%.#/!$)%0-#$231 *)%0-/!2#$2/!)%0#%*^+.)%0#$%1+$*0#$%$=+#0#22/=+#$)%0#$%43+13!$)%0#$%38 /.#$)%

les testicules et les glandes mammaires et dans le sang dans les lymphocytes et les cellules folliculaires 

dendritiques. Dans le SNC, son expression la plus forte est observée dans le cervelet et le néocortex (Fournier et 

al., 1995 ; Salès et al., 1998 ; Haeberlé et al., 2000 ; Lainé et al., 2001 ; Mironov et al., 2003 ; Bailly et al., 

2004 ; Galvan et al., 2005 ; Rial et al., 2014 ). Elle est aussi exprimée dans le bulbe olfactif)% 0- 1R5, 0#)% 0#%

putamen, la s+7$2 !*#% !3/.#)% 0-:/443* 14#, le tronc cérébral et le striatum. Au niveau cellulaire, PrPC est 

principalement exprimée dans les neurones et plus faiblement dans les cellules gliales et les cellules de Schwann 

(revue : Linden et al., 2008 p. 680-681). La distribution intracellulaire de PrPC dans les neurones reste un sujet 

controversé. Certains travaux démontrent sa présence dans la membrane plasmique neuronale, en particulier au 

!/8# +%,#%0- @3!#%1 /$%4 $%, !$%0#%*3.4$%*#00+0 /.#%LSalès et al., 2002N)%,- +2.#$%+!#%03* 0/$ 2/3!%40+$%/143.2 !2#%

$+.%0#$%1#17. !#$%,#$%8"$/*+0#$%,-#!,3*R23$#%3+%, !$%0#%*R23$30%,#$%!#+.3!#$%, !$%0-:/443* 14#)%0#%2: 0 1+$%#2%

le néocortex (Mironov et al., 2003) et sur les boutons synaptiques des neurones (Fournier et al., 1995 ; Herms et 

al., 1999 ; Haeberlé et al, 2000 ; Bailly et al, 2004N>%T#%40+$)%,#%1 !/O.#% $+.4.#! !2#)% 0-#@4.#$$/3!%,#% 0-Acd1%

codant PrPC détectée par hybridation in situ !-#$2%$3!2%4 $%23+I3+.$%*3.."0"#% 8#* la présence de PrPC visualisée 

par immunohistochimie, peut-U2.#% ,+% < /2% ,-+!% . 4/,#% renouvellement de PrPC dans certains types cellulaires 

comme les cellules granulaires du cervelet (Ford et al., 2002).  

 

2.2. Structure et trafic de PrPC 

;-Acd1%,#% 0 % C.CC humaine code une protéine initialement constituée de 254 acides aminés, subissant 

ensuite des modifications post-traductionnelles dans le réticulum endoplasmique (RE) J% 0-"0/1/! 2/3!% ,-+!#%

séquence signal de 22 résidus localisée à son extrémité N-2#.1/! 0#%#2%,-+!#%$"=+#!*#%,#%]a% */,#$% 1/!"$%9%$3!%

extrémité C-2#.1/! 0#)% 4#.1#22 !2% .#$4#*2/8#1#!2% 0- ,.#$$ 5#% ,#% C.CC à la face externe de la membrane 

plasmique dans des . ,# +@%0/4/,/=+#$%3+%. <2$)%."5/3!$%./*:#$%#!%*:30#$2".30%#2%$4:/!530/4/,#$%#2%0- I3+2%,#%0- !*.#%

GPI. PrPC est ainsi formée de 209 acides aminés. Au cours de son trafic dans le Golgi, un pont disulfure est établi 

entre les cystéines 179 et 214, la protéine peut accepter des glycosylations sur les asparagines Asn181 (située 

sur la seconde hélice- ) et Asn197 (située sur la boucle entre les hélices  2 et  3) et le peptide signal situé en N-

terminal est clivé. Trois glycoformes de PrPC peuvent donc exister : la forme non-glycosylée, mono- ou 

diglycosylée. Des profils de glycosylation différents peuvent influencer la formation et la précipitation de PrPSc 

dans le cerveau. La diminution du ratio des formes di-glycosylée/mono-glycosylée est rapportée dans la maladie 

familiale de la MCJT183A. En effet, la mutation T183A abolit le site de glycosylation en N-terminal situé sur le résidu 

181 (N-181) (Grasbon-Frodl et al., 2004 ; Capellari et al., 2000). PrPC peut être synthétisée dans le RE sous trois 

topologies différentes : une forme majoritaire sécrétée et deux formes transmembranaires CtmPrP et NtmPrP dont la 

région C- ou N-terminale reste respectivement dans le RE e2% ."$+02#!2%,#% 0- I3+2%,-+!#%."5/3!%:R,.34:37#%2.O$%

conservée entre les résidus 110/135. Le rôle de *#$% <3.1#$% 2. !$1#17. ! /.#$% !-#$2% 4 $% "0+*/,">% CtmPrp est 

toxique et provoque la mort neuronale chez des souris transgéniques (Hegde et al., 1998 ; Stewart et al., 2001). 

CtmPrP est détectée dans la maladie de GSS où PrPC est mutée (Hegde et al., 1998). T#%40+$)%0- **+1+0 2/3!%,#%

PrPSc favorise la formation de CtmPrP, suggérant son implication dans les maladies à prions (Hedge et al., 1999).  
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La structure tridimensionnelle de PrPC a été recherchée chez différentes espèces par spectroscopie en 

."$3! !*#%1 5!"2/=+#%!+*0" /.#%LcZdN>%;#$%.#*:#.*:#$%$- **3.,#!2%$+.%+!#%4.32"/!#%<3.1"#%,-+!#%03!5+#%=+#+#%

N-terminale, de trois hélices-  #2%,#%,#+@%*3+.2$%<#+/00#2$%e% !2/-parallèles (Figure 1). Le deuxième feuillet-e%#2%0 %

deuxième hélice-  sont connectés par une large boucle. Les résidus constituant cette boucle  2-e]%$3!2%$+443$"$%

être impliqués dans la conversion de PrPC en PrPSc et intervenir dans la constitution de la barrière inter-espèce. 

;-#@2."1/2"%?-terminale est stabilisée par un pont di-sulfure qui lie les hélices 2 et 3 (souris : Riek et al., 1996 ; 

mouton : James et al., 1997 ; homme : Zahn et al., 2000 ; bovin : López Garcia et al., 2000). Plus récemment, la 

structure RMN de PrPC décrite ci-dessus a été confirmée par la structure cristalline de PrPC (Eghiaian et al., 2004 ; 

Antonyuk et al., 2009). 

 

 

Figure 1. Structure de PrPC murine. PrPC possède une région C-terminale organisée en trois hélices   (A, B et C ; rectangles 

bleus) et deux courts feuillets-e% L.#*2 !50#$% !3/.$N% #2% +!#% ."5/3!% d-terminale qui contient la région neuroprotectrice des 

octapeptides répétés liant le cuivre. Les sites de glycosylation sur les groupements asparagine (CHO) ainsi que le pont disulfure 

(-S-S-) sont représentés (adaptée de Watts & Westaway, 2007a). 

 

A la membrane plasmique, PrPC peut subir différents clivages protéolytiques, ce qui permet la régulation 

de ses fonctions : le clivage-  en position 110/111 chez la souris, le clivage-e%#!%43$/2/3!%ffg'(%#2%+!%*0/8 5#%

proche de la membrane (résidu 230) appelé « shedding » =+/%4#.1#2%0 %0/7". 2/3!%,#%0-#!2/O.#%C.CC , !$%0-#$4 *#%

extracellulaire (Altmeppen et al., 2013 pour revue). Des métalloprotéases ADAM10 et ADAM17 (TACE) ont été 

impliquées dans le clivage-  (Vincent et al., 2001). 

Le clivage-  permet la genèse d-+!%<. 51#!2%d&%,#%&&%DT %$/2+"%, !$%0 %."5/3!%d-terminale qui est libéré 

, !$% 0#%1/0/#+%#@2. *#00+0 /.#%#2%,-+!%<. 51#!2%?&%,#%17 kDa situé en position C-terminal qui reste attaché à la 

membrane plasmique par le groupement GPI (Chen et al., 1995). Le lieu du clivage a été recherché : bien que C1 

$3/2%.#2.3+8"%9%0 %$+.< *#%*#00+0 /.#)%/0%$#170#. /2%=+#%0#%*0/8 5#%!- /2%4 $%0/#+%, !s les radeaux lipidiques et semble 

intervenir dans la voie de sécrétion tardive (Walmsley et al., 2009). Le rôle du clivage-  et des fragments C1 et 

N1 a été étudié chez des souris transgéniques déficientes en PrPC qui expriment une PrPC tronquée dans sa partie 

N-terminale : PrPC tronquée dans la région hydrophobe de PrPC proche du site de clivage, ou PrPC tronquée dans 

la région du clivage-  elle-même (« charged cluster region »). Ces mutations qui réduisent ou bloquent la 

formation du fragment C1 provoquent des dégénérescences importantes se traduisant par des symptômes 

ataxiques et paraplégiques et de sévères altérations de la myélinisation en périphérie qui conduisent à la mort 

des animaux (Baumann et al., 2007). Ces résultats suggèrent que le blocage du clivage-  est neurotoxique. Le 

clivage-  de PrPC $-#<<#*2+#%#!%#<<#2%, !$% 0#%,31 /!#%!#+.323@/=+#%,#%C.CC (situé entre les acides aminés 105-

&]M% *:#B% 0 % $3+./$N% #2% #14U*:#% 0 % <3.1 2/3!% #2% 0- *2/8/2"% neurotoxique du peptide PrP(106-126). Il permet de 

lutter contre la conversion de PrPC en PrPSc en clivant la région polybasique en N-terminal impliquée dans 

0-/!2#. *2/3!%,#%C.CC avec PrPSc (Chen et al., 1995 ; Turnbaugh et al., 2012). De plus, des travaux chez des souris 

transgéniques exprimant un transgène de C1 et infectées par les prions ont montré que la région C1 ralentit la 

4.35.#$$/3!%,#$%1 0 ,/#$%9%4./3!$%#2%#14U*:#%0 %<3.1 2/3!%#2%0- 5."5 2/3!%,#%C.CSc (Westergard et al., 2011). Des 
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données contradictoires obtenues in vitro ind/=+#!2%=+#%?&%$#. /2%* 4 70#%,- *2/8#.%0#%< *2#+.%4.3-apoptotique p53 

#2%,-/!,+/.#%0- 43423$#%LSunyach et al., 2007N>%?#4#!, !2)%*#%."$+02 2%!-#$2%4 $%*3!</.1"% in vivo (Westergard et 

al., 2011). Le fragment N1 lui-aussi, est neuroprotecteur in vitro comme in vivo J%/0%/!:/7#%0- 43423$#%/!,+/2#%4 .%0 %

staurosporine en modulant la transcription de p53 et protège les cellules ganglionnaires de la rétine ,#%0- 43423$#%

induite par hypoxie (Guillot-Sestier et al., 2009). Une autre fonction intéressante du fragment N1 est la protection 

*3!2.#%0- 5."5 2/3!%#2%0 %23@/*/2"%,+%4#42/,#%e-amyloïde (Nieznanski et al., 2012).  

Le clivage-e)% 40+$% . .#% #!% *3!,/2/3!% 4:R$/3035/=+#)% /!2#.8/#!2% #!2.#% 0#$% ."$/,+$% f'g'(% #2% 5"!O.#% 0#$%

fragments N2 et C2 à la surface cellulaire (Chen et al., 1995). Ce clivage-e% % "2"% ,"2#*2"%, !$% 0#% *#.8# +% ,#%

patients atteints de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (Chen et al., 1995 ; Laffont-Proust et al., 2005) et est donc 

corrélé à cette pathologie. Contrairement aux fragments C1/N1, peu de résultats décrivent les fonctions 

physiologiques de C2/N2. Comme ce clivage-e% 4#+2% U2.#% ,/.#*2#1#!2% ." 0/$"% 4 .% ,#$% *3143$"$% ." *2/<$% 9%

0-3@R5O!#)%/0% %"2"%$+55"."%=+-/0%#$2%8. /$#170 70#1#!2%/140/=+"%dans la régulation du stress oxydatif, notamment 

, !$%0#$%1 0 ,/#$%!#+.3,"5"!". 2/8#$%2#00#$%=+#%0 %1 0 ,/#%,-A0B:#/1#.%3+%0#$%1 0 ,/#$%9%4./3!$%(McMahon et al., 

2001 ; Watt et al., 2005). 

Enfin, le « shedding » de PrPC permet la libération de PrPC entière dans le milieu extracellulaire. Ce faisant, 

il permet la régulation du taux de PrPC à la membrane plasmique et contrôle ses multiples fonctions. PrPC soluble 

a été détectée dans le surnageant des cellules en culture (Borchelt et al., 1993) et dans le fluide cérébrospinal 

humain (Tagliavini et al., 1992), lui suggérant un rôle physiologique propre. En effet, PrPC clivée peut agir comme 

un facteur trophique sur les cellules voisines et distantes. De plus, comme le fragment N1 issu du clivage- , elle 

peut lier les oligomères Ae et provoquer leur phagocytose en vue de leur dégradation (Altmeppen et al., 2013). 

Après son adressage à la membrane plasmique, PrPC $+7/2%,#$%*R*0#$%,-/!2#.! 0/$ 2/3!%et de réadressage à 

la membrane plasmique (Shyng et al., 1993) dans des vésicules à clathrine (Taylor et al., 2005) ou des cavéoles 

(Peters et al., 2003). Le cuivre provoque la sortie de PrPC des radeaux lipidiques en vue de son internalisation et 

son trafic vers le RE ou le Golgi (Pauly & Harris, 1998 ; Brown & Harris, 2003). Dans les cultures de 

neuroblastomes privés de sérum, PrPC est internalisée rapidement avec un t1/2 de 3 à 5 min (Sunyach et al., 

2003). Plus de 95% des PrPC $3!2%.#*R*0"#$%9%0 %1#17. !#%#!%13/!$%,-+!#%:#+.#%2 !,/$%=+#%0#$%Mh%$3!2%*0/8"es 

dans les lysosomes (Shyng et al., 1993). La demi-vie de PrPC est estimée à environ 6 h (Taraboulos et al., 1992). 

 

2.3. Les souris déficientes en PrPC 

A</!%,-"2+,/#.%0#$%<3!*2/3!$%,#%C.CC, plusieurs souris déficientes en PrPC ont été générées par des délétions 

plus ou moins larges de Prnp (Figure 2). 

 

2.3.1. Souris Zürich-I et Edinburg Prnp0/0 

Les premières souris déficientes en Prnp Zürich-I (ZH-I) et Edinburg Prnp0/0 se développent et se 

reproduisent normalement (Büeler et al., 1992 ; Manson et al., 1994). Chez la souris ZH-I, les codons 4-187 de 

Prnp sont remplacés par une cassette néomycine (néo). Chez la souris Edimburg, la cassette néo est insérée dans 

le site KpnI qui suit le résidu 93 du cadre ouvert de lecture de Prnp.  

De manière surprenante, *#$%$3+./$%*.""#$%9%0-3./5/!#%43+.%"2+,/#.%0#$%<3!*2/3!$%,#%C.CC, ne présentent pas 

de phénotype spectaculaire, malgré la forte expression tissulaire de PrPC et le fort degré de conservation au 
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*3+. !2%,#%0-"830+2/3!>%Des altérations mineures ont été cependant observées. Les analyses comportementales de 

Tobler et al (1996) montrent que les souris ZH-I Prnp0/0 présentent une perturbation du rythme circadien et des 

troubles du sommeil. Le groupe de Collinge (Collinge et al., 1994) mesure par des enregistrements 

électrophysiolo5/=+#$%,#%2. !*:#$%,-:/443* 14#%F,/!7+.5%Prnp0/0, +!#%,/1/!+2/3!%,#% 0-/!:/7/2/3!%#@#.*"#%4 .% 0#$%

."*#42#+.$%[AiA%A>%; %432#!2/ 0/$ 2/3!%9%03!5%2#.1#%L;HCN%#$2%$/5!/</* 2/8#1#!2%,/1/!+"#%, !$%0 %*3.!#%,-Ammon 

1. Aussi, un dysfonctionnement des courants potassiques dépendants du calcium est mis en évidence dans 

0-:/443* 14#%,#$%$3+./$ Edinburg Prnp0/0 (Collinge et al., 1994 ; Colling et al., 1996 ; Herms et al., 2001). 

;- ! 0R$#%,#%0- 44.#!2/$$ 5#%#2%,#%0 %1"13/.#%,#$%$ouris Prnp0/0 a fourni différents résultats. Des données 

pionnières sur les souris ZH-I Prnp0/0 !#%13!2.#!2%4 $%,#%,"</*/2%,#%! 8/5 2/3!)%!/%,- 44.#!2/$$ 5#%$4 2/ 0%LLipp et 

al., 1998), de mémoire à long terme (test de conditionnement à la peur), ni de leur comportement exploratoire 

(Roesler et al, 1999). En contradiction avec ces observations, des études plus tardives ont cependant pointées 

des altérations du comportement exploratoire et de la mémoire à court- et long-terme de la souris ZH-I Prnp0/0 

âgée de 9 mois (Coitinho et al, 2003N>% T#% 40+$)% 0- 44.#!2/$$ 5#% #2% 0 % 1"13/.#% $4 2/ 0#% ,"4#!, !2$% ,#%

0-:/443* 14#%$3!2%*3.."0"$%9%+!#%.",+*2/3!%,#%0 %;HC%, !$%0#%5R.+$%,#!2"%,#$%$3+./$%F,/!7+.5%Prnp0/0 (Criado et 

al, 2005N>% ;#$% $3+./$% ."*+4O.#!2% ,#$% ,"</*/2$%  4.O$% 0-/!2.3,+*2/3!% ,-+!% 2. !$5O!#% ,#% Prnp sous le contrôle de 

0-"!30 $#% $4"*/</=+#% ,#$% !#+.3!#$% LdGF : neuron-specific enolaseN)% /!,/=+ !2% 0-/140/* 2/3!% ,#% 0- 7$#!*#% ,#% C.CC 

dans les déficits observés (Criado et al., 2005). 

PrPC est capable de fixer le cuivre (Cu2+) in vivo, suggérant que PrPC 43+.. /2% 5/.%$+.%0-#!BR1#%,/$1+2 $#%

superoxide ou même posséder une activité intrinsèque de dismutase superoxide, bien que cela reste controversé 

(Brown et al, 1997a ; Jones et al, 2005). Cette enzyme qui lie Cu2+ est impliquée dans la détoxification des 

. ,/* +@%$+4#.3@/,#$%, !5#.#+@%43+.% 0 %*#00+0#%#!%3@R5O!#%#2%4#.3@R,#%,-:R,.35O!#>%;- *2/8/2"%,#% 0 %,/$1+2 $#%

superoxide diminue dans le cerveau de souris ZH-I Prnp0/0 (Brown et al, 1997b), impliquant la PrPC dans la liaison 

de Cu2+ $+.%0-#!BR1#%,/$1+2 $#%$+4#.3@/,#> 

 

2.3.2. Les souris Nagasaki, RcM0 et Zürich-II 

Chez les souris mutantes Nagasaki Prnp0/0 (Ngsk), la délétion du gène codant la PrPC (Prnp) est plus large 

et com4.#!,%()'%D7%,#%0-/!2.3!%])%&(%pb ,#%0 %."5/3!%M-%!3!-codante, le cadre ouvert de lecture entier et 0,45 kb 

,#% 0 % ."5/3!% a-% !3!-codante (Sakaguchi et al., 1996). Ces souris développent une sévère ataxie, une perte 

importante des cellules de Purkinje du cervelet à partir de 6 mois et la démyélinisation des nerfs périphériques 

(Nishida et al., 1999N>%T- +2.#$%0/5!"#$%2#00#$%=+#%c*1(%(Moore et al., 1999 ; Silverman et al., 2000) et Zürich-II 

(ZH-II) (Rossi et al., 2001) qui ont une délétion large de Prnp, souf<.#!2%,-une perte des cellules de Purkinje et 

,-une ataxie similaires à la lignée Ngsk Prnp0/0. 

Initialement, PrPC a été impliquée dans la survie à long terme des cellules de Purkinje. Cependant, la perte 

des cellules de Purkinje #2%0- 44 ./2/3!%,#%0- 2 @/#%."$+02#!2%,-+!% .2#< *2%5"!"2/=+#%0/"%9%0 %,"0"2/3!%,#%Prnp chez 

les lignées Ngsk, ZH-II et Rcm0. Le gène Prnd situé à 16 kb en aval du locus du gène Prnp murin code la protéine 

Doppel (Dpl), un paralogue de PrPC. Chez les souris Ngsk, ZH-II et Rcm0 Prnp0/0)%0#%$/2#% **#42#+.%,#%0-"4/$$ 5#%

$/2+"% , !$% 0-#@3!%a%,#%Prnp #$2% ,"0"2")% *#%=+/% 4.383=+#% 0 % 4.3,+*2/3!%,-+!% 2. !$*./2% *:/1"./=+#% Prnp-Prnd qui 

place le gène Prnd sous le contrôle du promoteur de Prnp>%; %4.32"/!#%T40%,3!2% 0-#xpression est forte dans les 

2#$2/*+0#$%#2%0#%*^+. mais faible dans le SNC en condition physiologique, va être fortement exprimée dans le SNC 

chez les souris Ngsk, ZH-II et Rcm0 Prnp0/0 (Moore et al., 1999 ; Li et al., 2000).  
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Figure 2. Délétion du gène Prnp chez les souris ZH-I et Ngsk Prnp0/0. Chez Ngsk Prnp0/0, la délétion plus large de Prnp 

4.383=+#% 0-#@4.#$$/3!%ectopique de Dpl dans le cerveau. Dpl est impliqué dans la mort des cellules de Purkinje du cervelet 

(adaptée de Rossi et al., 2001). 

 

2.4. Les fonctions physiologiques de PrPC 

Plusieurs fonctions ont été attribuées à PrPC. Son rôle le plus connu est son activité neuroprotectrice anti-

oxydante (Brown & Sassoon, 2002). PrPC lutte contre 0- 43423$#%4.383=+"#%4ar le facteur pro-apoptotique BAX 

(Laroche-Pierre et al., 2009). De plus, il a été démontré que PrPC peut recruter et interagir avec NCAM (Neural 

Cell-Adhesion Molecule) à la surface cellulaire, suggérant son implication dans la croissance neuritique par des 

voies de transduction impliquant notamment les Fyn kinases (Schneider et al., 2011). Elle permet la prolifération 

,#$% 4.35"!/2#+.$%!#+.3! +@% 03.$% ,#% 0 % !#+.35"!O$#)% 4#!, !2% 0#% ,"8#0344#1#!2% #2% *:#B% 0- ,+02#% LSteele et al., 

2006) et la maintenance de la myéline (Bremer et al., 2010). Sa localisation au niveau des synapses et des 

,3!!"#$% ,-"0#*2.34:R$/3035/#% $+.% 2. !*:#$% ,-:/443* 14e suggèrent que PrPC  % ,-/143.2 !2#$% <3!*2/3!$%

synaptiques (Collinge et al., 1994 ; Fournier et al., 1995 ; Herms et al., 1999 ; Haeberlé et al, 2000 ; Bailly et al, 

2004), notamment via sa liaison au récepteur NDMA (Khosravani et al., 2008) et sa régulation du flux de calcium 

présynaptique via sa liaison au cuivre (Vassallo & Helms, 2003). Elle participe également à la transmission au 

niveau de la jonction neuromusculaire (Re et al., 2006). PrPC possède des homologies avec la famille ZIP des 

2. !$43.2#+.$% ,#$% /3!$%1"2 00/=+#$>% F00#% ."5+0#% 0-:31"3$2 $/#% ,+% *+/8.#% LDavies & Brown, 2008) et modifie le 

métabolisme du fer (Schmitt-Ulms et al., 2009), diminuant ainsi le stress oxydatif induit par le fer (Rana et al., 

2009).  

A%0-:#+.#% *2+#00#)%C.CC #$2%*314./$#%*311#%+!%,- *2/8 2#+.%,#%83/#$% /!2. *#00+0 /.#$%,#%$/5! 0/$ 2/3!%4 .%

son interaction avec des partenaires proté/=+#$% +%$#/!%,-+!%*3140#@#%1+02/130"*+0 /.#>%De cette manière, PrPC 

participe à de nombreux processus cellulaires, de la survie à la plasticité synaptique. 
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2.4.1. PrPC et croissance neuritique 

PrPC est fortement exprimée dans les neurones et est très cons#.8"#%9%2. 8#.$%0-"830+2/3!>%G %03* 0/$ 2/3!%

dans les radeaux lipidiques, des régions connues pour contenir de nombreux récepteurs, second messagers et 

effecteurs suggère que cette protéine contribue à la transduction de signaux intracellulaires par la liaison avec 

différents ligands. Des expériences de cross-linking (pontage chimique par des anticorps) montrent un couplage 

de PrPC à Fyn, une tyrosine kinase membre de la famille Src qui forme un complexe de signalisation relayé par la 

protéine membranaire cavéoline dans les lignées neuronales 1C11 (Mouillet-Richard et al., 2000). Les auteurs 

!-37$#.8#!2%!" !13/!$%4 $%0#$%."43!$#$%13.4:3035/=+#$% $$3*/"#$%9%0 %83/#%,#%2. !$,+*2/3!%,#%QR!>%; %* 8"30/!#%

est un important régulateur de la signalisation intracellulaire (Stern & Mermelstein, 2010). Cependant, la 

* 8"30/!#%#$2%/!$"."#%, !$%0 %7/*3+*:#%0/4/,/=+#%$ !$%23+2#<3/$%0 %2. 8#.$#.%#2%!-/!2#. 5/2%4 $% 8#*%0#%5.3+4#1#!2%

GPI de PrPC (Stern & Mermelstein, 2010), impliqu !2% 0 % 4."$#!*#% ,-+!% /!2#.1",/ /.# supplémentaire pour le 

transfert du signal à travers la membrane. Ainsi, le couplage de PrPC à Fyn a été impliqué dans la croissance 

neuritique dépendante de la protéine NCAM qui est recrutée et liée à PrPC dans les radeaux lipidiques de 

neurones hippocampiques in vitro (Santuccione et al., 2005).4 PrPC  % 0 %* 4 */2"%,#%.#*.+2#.%#2%,-/!2#. 5/.% 8#*%

une autre protéine kinase de la famille Src, la protéine Lyn dont le signal est également transmis par la cavéoline 

(Hernandez-Rapp et al., 2014N>%;-:"2".35"!"/té de composition des radeaux lipidiques implique que le complexe 

PrPC-cavéoline-Lyn est présent au niveau du corps cellulaire et le complexe PrPC-cavéoline-Fyn au niveau des 

terminaisons neuronales (Hernandez-Rapp et al., 2014). PrPC est également capable de lier la laminine (Graner et 

al., 2000a) et le récepteur de la laminine (Hundt et al., 2001) et cette interaction avec la laminine est essentielle 

à la formation de neurites dans les neurones hippocampiques in vitro (Graner et al., 2000aN>% A% 0-/!8#.$#)%

0-/!:/7/2/3!% ,#% C.CC dans la lignée PC12 entraine une inhibition de la croissance neuritique et la rétraction des 

neurites dépendante de la laminine (Graner et al., 2000b). Provoquant la neuritogénèse, le complexe PrPC-Lyn-

laminine agit via les récepteurs 1"2 732.34/=+#$%,+%50+2 1 2#%1[0+c&%#2%1[0+cM%4 .%0- *2/8 2/3!%,#%0 %83/#%C;?)%

PKC et ERK1/2 et la mobilisation du calcium interne dans les neurones primaires sauvages, mais pas déficients en 

PrPC (Beraldo et al., 2011). ;- *=+/$/2/3!%,#%0 %430 ./2"%!#+.3!ale des cellules souches requiert des modifications 

du cytosquelette et il a été montré récemment dans les cellules précurseurs de la lignée neuroectodermale 1C11 

que PrPC *3!2./7+#%9% 0- *=+/$/2/3!%,#% 0 %430 ./2"%!#+.3! 0#%#!%13,+0 !2% 0- *2/8/2"%,#$% intégrines !&)% 0-/!2#. *2/3!%

cellulaire avec la fibronectine et la dynamique du cytosquelette (Loubet et al., 2012). En effet, la suppression de 

PrPc empêche la poussée initale des neurites induite par la différenciation des cellules 1C11, indiquant que PrPc 

#$2%!#**#$$ /.#% 9% 0 %!#+./235#!O$#>%F!%4.383=+ !2% 0- 5.#5 2/3!%,#$% /!2"5./!#$%!1, la perte de PrPc suractive la 

voie RhoA-Rho kinase-LIMK-cofiline qui en retour altère les adhésions focales, augmente la stabilité des 

1/*.3</0 1#!2$%,- *2/!#)%#2%in fine empêche la formation des neurites. Pour résumer, il se dégage des plus récents 

travaux que PrPc est néccessaire à la neuritogenèse 4 .% 0 % ."5+0 2/3!%=+-#00#% #@#.*#% $+.% ,#%1+02/40#$% 83/#$%,#%

signalisation impliquées dans les adhésions focales et la dynamique ,+%*R23$=+#0#22#%,- *2/!#%LAlleaume-Butaux et 

al., 2013).  

 

                                                      
4 Le modèle du couplage simple de PrPC-Fyn à la cavéoline est discuté. Un mécanisme alternatif pourrait impliquer que le 

pontage chimique de PrPC à Fyn induirait un réarrangement des radeaux lipidiques par des mouvements latéraux de différents 

domaines incluant les cavéolines et la protéine NCAM qui coupleraient le groupement GPI de PrPC à la tyrosine kinase du coté 

cytoplasmique de la membrane (Westergard et al., 2007). 
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2.4.2. PrPC régule la plasticité synaptique 

PrPC est trouvée au niveau post-synaptique (Haeberlé et al., 2000 ; Bailly et al., 2004) et interagit avec 

des récepteurs ionotropiques et des récepteurs couplés aux protéines G (Hernandez-Rapp et al., 2014). Par 

#@#140#)%0- *2/8 2/3!g/! *2/8 2/3!%,#%0 %D/! $#%[GXae%L50R*35#!%$R!2: $#%D/! $#N%4 .%C.CC contrôle le trafic et la 

03* 0/$ 2/3!%$+7*#00+0 /.#% /!$/%=+#%0- *2/8/2"%,+%."*#42#+.%$".323!/!#rgique 5-HT1B (Hernandez-Rapp et al., 2014). 

De plus, PrPC #$2%* 4 70#%,-/!2#. 5/.% 8#*%0#$%."*#42#+.$%1"2 732.34/=+#$%,+%50+2 1 2#%*3+40"$%9%0 %4.32"/!#%[=%

L1[0+c&A)%1[0+c&ic%#2%1[0+cMcN%* 4 70#$%,-/!/2/#.%0 %83/#%,#%0 %4.32"/!#%D/! $#%?>%T !$%0-:/443* 14e, la liaison 

du complexe PrPC-STI-1 (stress-inducible protein-1N% 8#*%0#%."*#42#+.%/3!32.34/=+#%,#%0- *"2R0*:30/!#%#!2. /!#%0 %

libération de calcium (Beraldo et al., 2010). Enfin, de nombreux travaux montrent le lien entre PrPC et le 

récepteur NMDA et la plasticité synaptique. PrPC régule négativement la sous-unité GluR2D du récepteur NMDA, 

4.32"5# !2% /!$/%0#$%*#00+0#$%,#%0-#@*/2323@/*/2"%,+%50+2 1 2#>%A+$$/)%#!%* $%,-#@43$/2/3!%9%0-"2: !30)%C.CC contrôle 

0-/!2#.nalisation de la sous-unité GluR2B du récepteur NMDA via la phosphoryation de Fyn (Petit-Paitel et al., 

2012). De plus, 0- 7$#!*#%,#%C.CC perturbe le flux calcique intracellulaire dans des cultures de cellules granulaires 

(Herms et al., 2000) et 0-#!.#5/$2.#1#!2% "0#*2.34:R$/3035/=+#% ,#s cellules de Purkinje de tranches de cervelet 

Prnp0/0 révèle 0-altération des courants potassiques activés par le calcium (Herms et al., 2001). 

 

2.4.3. Propriétés anti-apoptotiques de PrPC 

;-/140/* 2/3!%,#%C.CC dans des mécanismes neuroprotecteurs a été démontrée par son interaction avec la 

protéine STI-1 à la membrane plasmique (Zanata et al., 2002). STI-1 est une protéine de stress (heat-shock 

protein, Hsp) initialement décrite dans un complexe formé des protéines chaperonnes Hsp70 et Hsp90 (Lässle et 

al., 1997). Dans des explants de rétine en culture organotypique)% 0-/!2#. *2/3!%,#%C.CC avec STI-1 protège les 

!#+.3!#$% ,#% 0- 43423$#% /!,+/2#% 4 .% 0- !/$31R*/!#% LZanata et al., 2002N>% ;-+2/0/$ 2/3!% ,-+!% 4#42/,#% $#% 0/ !2%  +%

fragment 113-128 de PrPC active la voie de la 4.32"/!#%D/! $#%A%LCXAN%,"4#!, !2#%,#%0- ,"!3$/!#%13!34:3$4: 2#%

cyclique cAMP et la voie de la kinase ERK (Chiarini et al., 2002N>%; %83/#%,#%CXA%#$2%/140/=+"#%, !$%0-/!:/7/2/3!%,#%

0- 43423$#% /!,+/2#% 4 .% 0- !/$31R*/!#)% 2 !,/$% =+#% 0 % 83/#% ,#% 0 % D/! $#% FcX% ,-3.,/! /.#% #!5 5"#% , !$% 0 % $+.8/#%

(Grewal et al., 1999) est pro-apoptotique dans les neurones immatures de la rétine (Chiarini et al., 2002). Ceci 

$+55O.#% 0-#@/$2#!*#% ,-+!#% 7 0 !*#% #!2.#% 0#$% $/5! +@% 4.3- et anti-apoptotiques qui détermine la voie de 

transduction dépendante de PrPC empruntée par la cellule (Chiarini et al., 2002N>%T#%40+$)%0-/!2#. *2/3!%PrPC-STI-1 

module la synthèse protéique dans des neurones hippocampiques in vitro par la voie PI3K-mTOR qui est 

importante pour la survie neuronale (Roffé et al., 2010). Au cour$% ,#% 0-/!<#*2/3!% 4 .% 0#$% 4./3!$)% PrPSc pourrait 

stimuler la voie ERK en dépit de la voie PKA et serait ainsi 40+$%$+$*#42/70#%,- *2/8#.%0- 43423$#%, !$%0#$%!#+.3!#$%

infectés. 

T- +2.#$%"8/,#!*#$%#!%< 8#+.%,-+!#%<3!*2/3!%!#+.34.32#*2./*#%de PrPC ont été obtenues dans des cultures 

de neurones déficients en PrPC. Les neurones Prnp0/0 sont plus sensibles aux stimuli apoptotiques tels que la 

privation de sérum (Kuwahara et al., 1999 ; Kim et al., 2004) que les neurones sauvages Prnp+/+. Dans ces 

*#00+0#$)% 0-#@4.#$$/3!% ,#% C.CC et de BCL-2 permet aux cellules de résister aux stimuli apoptotiques, suggérant 

0-/140/* 2/3!%,#%C.CC dans la voie apoptotique dépendante de BCL-2/BAX (Kuwahara et al., 1999). En effet, PrPC 

protège les neurones primaires *3!2.#% 0- 43423$#%,"4#!, !2#%,#%iAj>%;-#@4.#$$/3!% 2. !$5"!/=+#%,#%Bax ou de 

Bax et Prnp , !$%*#$%!#+.3!#$%13!2.#%=+#%0-#@4.#$$/3!%,#%Prnp empêche la mort neuronale dépendante de BAX 

chez 90% des neurones (Bounhar et al., 2001). PrPC possède dans la répétit/3!%,-3*2 4#42/,#$)%+!%,31 /!#%iE]%
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similaire à celui de BCL-2 qui est impliqué dans la fonction anti-apoptotique de BCL-25. Une autre étude confirme 

*#$%."$+02 2$%#2%13!2.#%=+#%0-:"0/*#%a%,#%C.CC empêche les changements de conformation de BAX nécessaires à 

0- *2/8 2/3!%,#%0- 43423$#%LLaroche-Pierre et al., 2009).  

Un couplage du complexe PrPC-Fyn-* 8"30/!#%9% 0 %dATCE%3@R, $#)% 0-#!BR1#%4#.1#22 !2% 0 %$R!2:O$#%,#$%

anions superoxydes O2
-, conduit à la 4.3,+*2/3!%2. !$/23/.#%,#%,"./8"$%." *2/<$%,#%0-3@R5O!#%, !$%0#$%cultures de 

neurones sérotoninergiques et noradrénergiques 1C11. Cette production est abolie par 0- 440/* 2/3!%,-+!%/!:/7/2#+.%

sélectif de NADPH oxydase dans le milieu de culture. Les dérivé$% ." *2/<$% ,#% 0-3@R5O!# $3!2% * 4 70#$% ,- 5/.%

comme des seconds messagers qui induisent la phosphorylation des MAPK ERK1/2 impliquée dans la survie 

neuronale (Schneider et al., 2003). T- +2.#$%0/5 !,$%,#%C.CC tels que BCL-2, Hsp60, BIP, Nrf-])%0- 430/434.32éine 

A&)%0-:"4 ./!#)%0 %0 1/!/!#%#2%0#%.écepteur de la laminine suggèrent =+-#00#% %+!%.S0#%/!:/7/2#+.%,#%0- 43423$#>%Par 

ailleurs, 0#$%,"./8"$% ." *2/<$%,#% 0-3@R5O!#%$3!2% * 4 70#$%,- *2/8#.% la métalloprotéase TACE qui libère la cytokine 

TNF-  (Pradines et al., 2009). TACE clive également PrPC ,#%0 %1#17. !#%40 $1/=+#%$+55". !2%=+-#00#% %+!%.S0#%

!#+.34.32#*2#+.% 03.$% ,#% 0-/!<#*2/3!% 4 .% 0#$% 4./3!$% #!% 0/1/2 !2% 0 % *3!8#.$/3!% ,#% C.CC en PrPSc (Alfa Cissé et al., 

2007). En retour, PrPC /!2#.8/#!2% , !$% 0#% *3!2.S0#% ,#% 0- *2/8/2"% ,#% HA?F% 4 .% 0  kinase PDK1. Le clivage des 

récepteurs TNFR1 de la membrane neuronale par TACE désensibilise les neurones aux effets du TNF- "en 

conditions physiologiques (Pietri et al., 2013). 

 

2.4.4. La voie de  !"#$%&'()'(*+,-./-0'102)(34(54267) 

; %83/#%,#%0 %4:3$4:3/!3$/2/,#%a%D/! $#%,#%2R4#%k%LCkaXNgAD2%."5+0#%0-"=+/0/7.#%#!2.#%0 %$+.8/#g4.30/<". 2/3!%

#2%0 %13.2%*#00+0 /.#%#2%$3!% *2/8 2/3!%#$2%/!<0+#!*"#%4 .%0-#@4.#$$/3!%,#%C.CC. Par exemple, l- *2/8/2"%,#$%CI3K est 

plus forte dans le cerveau de souris sauvages que déficientes en PrPC, ainsi que dans les lignées de cellules 

neuronales transfectées avec Prnp comparées aux cellules non-transfectées. Dans des cellules transfectées, la 

résistance au stress conférée par la transfection de Prnp est abrogée par la chélation du cuivre ou la délétion de 

la répétition N-terminale ,-3*2 4#42/,#$%,#%C.CC, suggérant que la liaison de Cu2+ par cette région pourrait être 

/140/=+"#% , !$% 0-/!/2/ 2/3!% ,#% 0 % 83/#% CkaXgAD2% LVassallo et al., 2005N>% T- +2.#$% 2. 8 +@% 13!2.#!2% =+#% 0 %

4:3$4:3.R0 2/3!% ,-AD2% #$2% ,/1/!+"#% , !$% 0#$% *#.8# +@% ,#% $3+./$% Prnp0/0 comparés aux sauvages, dans des 

conditions basales et après une insulte ischémique (Weise et al., 2006).  

 

2.5. La protéine Doppel : paralogue de PrPC 

La protéine Dpl est le premier paralogue de PrPC découvert (Moore et al., 2001). Les deux gènes Prnp et 

Prnd seraient en effet issus ,#%0 %,+40/* 2/3!%,-+!%5O!#% !*#$2. 0%*311+!%LMastrangelo & Westaway, 2001 ; Mo 

et al., 2001N>% A% 0-/!$2 .% ,#% C.CC, Dpl est une protéine N-glycosylée ancrée à la membrane plasmique par un 

groupement GPI (Stahl et al., 1987) constituée de trois hélices   et de deux feuillets-e% !2/-parallèles (Lu et al., 

2000 ; Silverman et al., 2000), mais dont 0-extrémité N-terminale contenant la séquence neuroprotectrice de 

."4"2/2/3!%,-octapeptides est tronquée (Moore et al., 1999 ; Li et al., 2000 ; Figure 3). 

 

                                                      
5 PrPC est exprimée à la membrane neuronale et non dans le cytoplasme, la mitochondrie ni le RE où les membres de la famille 
Bcl-2 exercent normalement leur activité, rendant difficile la classification de PrPC dans la famille Bcl-2. 
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Figure 3. Structure de Dpl. Comme PrPC, Dpl possède trois hélices   et 2 courts feuillets-e%#!%?-terminal, mais est tronquée 

de la région N-terminale de PrPC contenant la séquence neu.34.32#*2./*#%,#%."4"2/2/3!%,-3*2 4#42/,#$>%T#%40+$)% 0-:"0/*#% B de 

PrPC est scindée en hélices « entortillées »  B et  i-%*:#B%T40%=+/%43$$O,#%+!%43!2%,/$+0<+.# supplémentaire (adapté de Watts & 

Westaway, 2007a). 

 

2.5.1. Localisation cellulaire et fonctions physiologiques de Doppel 

;- ! 0R$#%,#%0-#@4.#$$/3!%,#%T40%4 .%,#$%2#*hniques de Northern et de Western blot a montré que Dpl est 

<3.2#1#!2%#@4./1"#%, !$%0#$%*#00+0#$%,#%G#.230/%#2%0#$%$4#.1 23B3b,#$%*:#B%0- ,+02#%LC#3*-:%#2% 0>)%]((] ; Tranulis 

et al., 2001N>%;- 7$#!*#%,#%T40%*:#B%,#$%$3+./$%1+2 !2#$%1l0#$%4.383=+#%0#+.%$2"rilité (Behrens et al., 2002), Dpl 

étant impliquée dans la spermatogenèse (Paisley et al., 2004). ;-expression de Dpl dans la rate, la moelle épinière 

et les muscles squelettiques est plus faible. Bien que Dpl soit exprimée , !$%0#%!"3*3.2#@%,-: 1$2#.$%l5"$%,#%`%9%

12 jours, #00#%#$2% /!,"2#*2 70#%, !$% 0-#!*"4: 0#%adulte (Moore et al., 1999 ; Silverman et al., 2000 ; Behrens et 

al., 2002 ; Li et al., 2008N>% ;- ! 0R$#% ,#% 0-#@4.#$$/3!% ,#% T40% 4 .% ,#$% 2#*:!/=+#$% ,-:R7./, 2/3!% in situ et 

,-/11+!3:/$23*:/1/#% %13!2."%=+#%T40%"2 /2%#@4./1"#%, !$ les cellules endothéliales du cerveau de souris âgées 

,-+!#%$#1 /!#%LLi et al., 2000N)%$+55". !2%0-/140/* 2/3!%,#%T40%, !$%0- !5/35"!O$#%#2)%40+$%4 .2/*+0/O.#1#!2)%, !$%

la maturation de la barrière hémato-encéphalique (Li et al., 2000).  

k0% %"2"%,"13!2."%=+#%0-#@4.#$$/3!%#*234/=+#%,#%T40%#!%0- 7$#!*#%,#%C.CC , !$%0-#!*"4: 0#%,#$%$3+./$%d5$D%

Prnp0/0 est responsable de la dégénérescence des cellules de Purkinje)%*3.."0"#%9%0- 2 @/#%*"."7#00#+$#%(Moore et 

al., 2001 ; Li et al., 2000). Dpl présente en effet un profil de N- et O-glycosylations différent dans le cervelet par 

rapport au cerveau qui pourrait potentialiser la neurotoxicité de Dpl dans cette structure (Al Bersaoui et al., 

2005). 

 

2.5.2. Interaction PrPC-Doppel 

;- 2 @/#%,"2#*2"#%*:#B%0#$%$3+./$%d5$D%Prnp0/0  %"2"%9%0-3./5/!#% 22./7+"#%9%0 %,"</*/#!*#%#!%C.CC. En effet, la 

réintroduction de Prnp chez ces souris par transgénèse a permis de récupérer des déficits et de supprimer 

0- 2 @/#>%T#%même dans des cellules hippocampiques Ngsk Prnp0/0 en culture, les cellules Prnp0/0 dans lesquelles 

0-mcQ%,#%Prnp a été réintroduit par transgénèse (sans les séquences codant les introns) survivent sans sérum et 

0- *2/8 2/3!%,#% 0- 43423$#%!-#$2%4 $%37$#.8"e (Kuwahara et al., 1999). Des expériences de transgénèse de Prnd 

chez des souris ZH-I Prnp0/0 démontrent que PrPC contrecarre les effets neurotoxiques de Dpl, sans que la 

concentration de Dpl dans le cerveau ne soit modifiée (Moore et al., 2001). 

Il a été supposé que Dpl agirait de façon opposée ou complémentaire à PrPC et que leur interaction 

contrôlerait la survie cellulaire (Figure 4) (Sakudo et al., 2005). PrPC et Dpl se lieraient à un ligand commun 

LPrP. La liaison de PrPC à LPrP induirait un signal de survie cellulaire, tandis que celle de Dpl activerait une 

cascade de signalisation menant à la mort cellulaire. Une explication à la survie des neurones chez les souris 
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déficientes en PrPC et ne surexprimant pas Dpl a été proposée par Watts et Westaway (2007a). Selon eux, il 

existerait une protéine # qui, de par sa liaison à LPrP, provoquerait un signal de survie cellulaire. Or, LPrP et # ne 

sont pas encore découvertes. La protéine Shadoo, homologue des PrPC, pourrait être à la protéine #$"

;- 7$#!*#% de phénotype pathologique chez les souris exprimant une protéine de fusion Nt-PrPC-Dpl 

constituée du corps de Dpl et du fragment N-terminal de PrPC montre que la séquence N-terminale de PrPC 

protège les neurones de la toxicité de Dpl (Yoshikawa et al., 2008 ; Baumann et al., 2009). De même, la protéine 

de fusion PrPC-Dpl contenant le domaine central de PrPC (résidus 90-134) et le fragment 65-66 entre les résidus 

65 à 66 de Dpl abolit la toxicité de Dpl (Baumann et al., 2009). Le groupe de Lemaire-Vieille (Lemaire-Vieille et 

al., 2013) en collaboration avec mon équipe, ont montré que les chimères PrPC-Dpl dans lequelles les 57 ou 66 

premiers acides aminés de Dpl sont remplacés respectivement par les 125 ou 134 premiers acides aminés de PrPc 

ne perdent pas de neu.3!#$%*"."7#00#+@>%A%0-/!8#.$#)%0#$%*:/1O.#$%C.CC-Dpl dont les résidus 1 à 24 de Dpl sont 

remplacés par les 124 premiers acides aminés de PrPC qui conservent les résidus 25-57 de Dpl développent une 

ataxie cérébelleuse précoce, suggérant que la neurotoxicité intrinsèque de Dpl est provoquée par ce fragment 25-

57 et dont la partie N-terminale (résidus 1-124) de PrPc ne serait pas à même de compenser la toxicité (Lemaire-

Vieille et al., 2013). Il en résulte que la toxicité de Dpl serait imputable à cette séquence (25-57) et que la 

fonction neuroprotectrice de Prpc résiderait dans son domaine central (90-133). 
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Figure 48(9-3:*)(3+2;')715'2-;(3)( 7 C et Dpl sur un ligand commun. A. Chez les souris sauvages Prnp+/+, PrPC se lie à 

un ligand hypothétique LPrP et initie une cascade de signalisation neuroprotectrice encore inconnue. Deux sites de liaison de LPrP 

à PrPC sont impliqués. B. Chez les souris Prnp0/0, une protéine hypothétique # possédant le domaine N-terminal de PrPC se lie à 

LPrP et induit la cascade de signalisation pro-survie. C. Lorque Dpl ou nPrP sont exprimées dans le SNC et que PrPC est absente, 

la liaison à LPrP de Dpl ou nPrP qui ne possédent pas le domaine N-terminal de PrPC #$2% /!* 4 70#% ,-/!/2/#.% 0 % * $* ,#% ,#%

signalisation pro-survie. D. Lorque Dpl ou nPrP sont exprimées dans le SNC en présence de PrPC, PrPC possède une plus forte 

affinité à LPrP et bloque ou réduit la liaison de Dpl ou nPrP à LPrP L,- 4.O$%Watts & Westaway, 2007a). 

 

 2.6. Shadoo 

 Le gène Sprn codant Shadoo est exprimé dans le SNC selon un patron similaire à celui de Prnp. La 

protéine Shadoo murine est composée de séquences signal similaires à celles de PrPC et Dpl (Premzl et al., 2003). 

Shadoo partage des homologies avec PrPC : la répétition des octapeptides en N-terminal et la région hydrophobe 

centrale sont similaires, tandis que Shadoo possède une région C-terminale distincte N-glycosylée. Les deux 

protéines sont ancrées sur la face externe de la membrane plasmique par un groupement GPI. Aussi, les deux 

protéines partagent des ligands communs et sont toutes deux capables de former des fibrilles amyloïdes in vitro 

(Westaway et al., 2011 pour revue). Shadoo et PrPC divergent dans la composition de leur région N-terminale, 

G: ,33%!#%43$$", !2%4 $%0 %."4"2/2/3!%,-3*2 4#42/,#$ liant le cuivre, mais des sites « RGG o%,#%</@ 2/3!%,-Acd>%; %

."5/3!%:R,.34:37#%*#!2. 0#%,#%G: ,33%!-#$2%4 $%<3.1"#%,-+!%4 0/!,.31#%LA[AAAA[AN%1 /$%,#% 0 %."4"2/2/3!%,#%

cinq tandems de quatre acides nucléiques. Enfin, la région C-terminale de Shadoo ne comprend pas trois hélices-

  comme PrPC.  

Des expériences dans des cultures de cellules granulaires du cervelet et de neuroblastomes SH-SY5Y, 

montrent que Shadoo et PrPC exercent des fonctions neuroprotectrices. Shadoo lutte notamment contre 

0-#@*/2323@/*/2"%du glutamate et contre la neurotoxicité de PrPC dépourvue de son domaine hydrophobe (Watts et 

al., 2007b ; Sakthivelu et al., 2011). La question se pose alors de savoir dans quelle mesure Shadoo lutte contre 

les agressions dans le SNC. 

 

2.7. ZIP 

PrPC est d !$%0-"830+2/3!%,#$*#!, !2#%,#$%2. !$43.2#+.$%,+%B/!*%pkC%LSchmitt-Ulms et al., 2009). En effet, 

,#$%"2+,#$%,-/!2#. *231#%=+ !2/2 2/<$%/,#!2/</#!2%2.3/$%4.32"/!#$%*34+./</"#$% 8#*%C.CC : ZIP5, 6 et 10. Des analyses 

bioinformatiques montrent que les proteins ZIP possèdent des séquences similaires à PrPC (Schmitt-Ulms et al., 

2009 ; Watt et al., 2013) : un fragment de 111 acides aminés situé dans le domaine N-terminal de ZIP10 

ressemble au domaine globulaire C-terminal de PrPC 1+./!#%L&_h%,-/,#!2/2"%#2%Y]h%,# similarité). De plus, les 

4.32"/!#$%pkC%43$$O,#!2%,#$%$"=+#!*#$%./*:#$%#!%:/$2/,/!#%* 4 70#$%,#% 0/#.% 0#$%1"2 +@%,/8 0#!2$%9% 0-/!$2 .%,#% 0 %

région des octapeptides de PrPC>%A+$$/)%0 %4.#1/O.#%$"=+#!*#%2. !$1#17. ! /.#%,#$%pkC$%#2%0- !*.#%[Ck%,#%C.CC 

sont c314 . 70#$)% $+55". !2%=+#% 0#%4#42/,#%$/5! 0% .#$43!$ 70#%,#% 0- 22 *:#1#!2%,#%[Ck%9%C.CC a pu évoluer à 

partir du premier domaine transmembranaire de la protéine ancestrale ZIP (Ehsani et al., 2011). En résumé, 

0-/,#!2/</* 2/3!% ,#% !317.#+$#$% $/1/0 ./2"$% #!2.e les transporteurs ZIP et PrPC suggère que PrPC descend de 

4.35"!/2#+.$% ,#% 0 % < 1/00#% pkC% #2% =+-+!#% "830+2/3!% ,/8#.5#!2#%  +. /2%1#!"% 9% 0 % <3.1 2/3!% ,#$% ,#+@% 4.32"/!#$)%

23+2#$%,#+@%* 4 70#$%,#%,"2#*2#.%#2%,#%2. !$43.2#.%0#%B/!*%#2% /!$/%=+#%,#%."5+0#.%0-:3méostasie du zinc (Schmitt-

Ulms et al., 2009). 
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3. La conversion de PrPC en PrPSc 

 

;-:R4othèse de la protéine seule émise par Prusiner implique que la protéine prion seule est nécessaire et 

suffisante pour transmettre la maladie (prix Nobel de médecine en 1997). Cette hypothèse implique que la 

conversion de PrPC conduit à la forme de protéine prion pathologique possédant la capacité de former des 

agrégats résistants aux protéases (PrPres), (Griffith, 1967 ; Colby & Prusiner, 2011). La conversion est une étape 

critique de la neurotoxicité dans les maladies à prions, car ni la perte de fonction de PrPC ni la déposition de PrPSc 

ne sont suffisantes pour causer la neuropathologie (Büeler et al., 1992 ; Mallucci et al., 2002). Le rôle central de 

la protéine prion a été démontré chez des souris invalidées pour le gène Prnp (Prnp0/0). ;-/!* 4 */2"%,#$%souris à 

propager PrPSc et à développer la tremblante  4.O$%0-/!3*+0 2/3!%,-extraits infectieux démontre que la présence de 

PrPC est indispensable à la neuropathologie (Büeler et al., 1992 ; Brandner et al., 1996N>%T- +2.#$% .5+1#!2$%3!2%

été apportés par des expériences menées chez des souris transgéniques présentant des mutations de PrPC 

$/1/0 /.#$% +@%1+2 2/3!$%$+.8#! !2%, !$%0-/!$31nie fatale familiale ou des mutations rendant rigide la boucle 166-

175. Ces souris transgéniques développent spontanément la maladie et celle-ci peut être transmise à des 

animaux sauvages (Jackson et al., 2009 ; Sigurdson et al., 2009N>% T#% 1U1#)% 0-/!3*+0 2ion intracérébrale de 

fibrilles produites à partir du fragment PrP(89-230) à des souris sauvages et transgéniques exprimant la protéine 

PrP(89-231) déclenche les symptômes cliniques de la maladie (Legname et al., 2004N>% ;-"8/,#!*#% 0 % 40+$%

frappante est certainement la genèse de matériel infectieux à partir de PrPC in vitro par la conversion et la 

réplication de PrPC 9% 0 % <3/$%,-3./5/!#%1 11/<O.#%3+%.#*317/! !2#%LSaborio et al., 2001 ; Castilla et al., 2005 ; 

Delault et al., 2007 ; Wang et al., 2010).  

Une ."*#!2#% 8 !*"#% %"2"% 0#%,"8#0344#1#!2%,-+!#%4.3*",+.#%#@4"./1#!2 0#%,- 140/</* 2/3!%7/3*:/1/=+#%

de PrPres appelée PMCA (protein misfolding cyclic amplification) qui permet, par des cycles successifs de 

$3!/* 2/3!% #2% ,-/!*+7 2/3!)% ,- 140/</#.% C.CSc à partir du substrat PrPC présent dans les homogénats de cerveau 

(Saborio et al., 2001)6. In fine)%/0%#$2%43$$/70#%,-372#!/.%+!/=+#1#!2%0#$% 5."5 2$%C.C.#$%!3+8#00#1#!2%$R!2:"2/$"$%

en réalisant des dilutions en série des réactions PMCA. Castilla et al. réussissent en 2005 à infecter des hamsters 

en utilisant le produit PrPres obtenus 4 .% CZ?A)% 8 0/, !2%  /!$/% 0-:R432:O$#% ,#% 0 % 4.32"/!#-seule. Les animaux 

développent des signes cliniques semblables à ceux de la tremblante 263K (hyperactivité, problèmes moteurs, 

faiblesse musculaire et perte de poids). De plus, les analyses histologiques montrent une dégénérescence 

similaire à celle observée dans le cerveau de hamsters infectés par la souche 263K (vacuolation, accumulation de 

PrPres, astrogliose) (Castilla et al., 2005).  

Le groupe de Delault (Delault et al., 2003 ; Supattapone, 2004) démontre, en utilisant la méthode PMCA 

que la transformation stoechiométrique de PrPC en PrPSc in vitro .#=+/#.2%,#$%130"*+0#$%,-Acd%$4"*/</=+#$%,#%0 %

cellule hôte. A noter que les ARN des préparations issues de mammifères stimulent la prolifération in vitro de 

PrPSc 2 !,/$% =+#% 0#$% 4."4 . 2/3!$% ,-Acd% ,-#$4O*#$% ,-/!8#.2"7."$% !#% 4#.1ettent pas cette prolifération. Ces 

,"*3+8#.2#$% $+55O.#!2% =+#% ,#$% 130"*+0#$% ,-Acd% #!*3,"#$% 4 .% 0-:S2#% 43+.. /#!2%  83/.% +!% .S0#% , !$% 0 %

pathogénèse des ESTs =+3/=+#% 0#% ,#5."% ,- 140/</* 2/3!% 372#!+% 4 .% *#$%  +2#+.$% .#$2#% .#0 2/8#1#!2% < /70#. Le 

groupe de Delault propose ,-+2/0/$#.% *#$% Acd% 43+.% 4#.1#22.#% ,- +51#!2#.% 0 % $#!$/7/0/2é des techniques de 

                                                      
6 ;#% 1"* !/$1#% ,- 140/</* 2/3!% ,#% C.CSc 1/$% #!% ^+8.#% , !$% 0 % 2#*:!/=+#% ,#% CZ?A% #$2% /!*3!!+>% T#$% *R*0#$% $+**#$$/<$% ,#%

sonication sont supposés amplifier le taux de PrPres en fragmentant les larges agrégats de PrPres en produits plus petits, 

 +51#!2 !2%  /!$/% 0#% !317.#% ,#% $/2#$% ,- 22 *:#% ,#% C.C.#$ à PrPC. Il est également possible que la sonication permette la 

*3!8#.$/3!% +2.#1#!2>%F00#%4#+2)%4 .%#@#140#)% 5/.%*311#%+!#%$3+.*#%,-"!#.5/#)%.#=+/$#%43+.%<3.1#.%,#$%<#+/00#2$% e à partir 

,-:"0/*#$%q (Cobb et al., 2009).  
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diagnostic 7 $"#$% $+.% 0- 140/</* 2/3!%,#%C.CSc. Une étude plus récente réalisée par ces auteurs montre que du 

matériel infectieux peut aussi être généré par PMCA en utilisant PrPC purifiée comme substrat (Delault et al., 

2007). La conversion de PrPC en PrPres nécessite des détergents, des polyanions et des lipides. Le groupe de 

DebBurman (DebBurman et al., 1997) avai2%,"I9%1/$%#!%"8/,#!*#%#!%&''`%0-/140/* 2/3!%, !$%0 %*3!8#.$/3!%in vitro 

de PrPC en PrPres, de molécules chaperones qui peuvent la réguler positivement (GroEL, heat shock protein 104) 

ou négativement (sucrose, trehalose, dimethyl sulfoxyde). Il est donc possible que la conversion de PrPC en 

C.C.#$%!"*#$$/2#%,- +2.#$%< *2#+.$)%*#%=+/%!#%*3!2.#,/2%4 $% 0-:R432:O$#%,#% 0 %4.32"/!#%4./3!-seule. Un argument 

$3+8#!2%+2/0/$"%*3!2.#%*#22#%:R432:O$#%#$2% 0-#@/$2#!*#%,#%,/<<".#!2#$%$3+*:#$%,#%4./3!)%+!%4:"!31O!#%,/<</*/0#%9%

concilier avec un agent infectieux exclusivement protéique.  

 

 3.1. La structure de PrPSc 

Aucune modification post-traductionnelle de la structure primaire ne permet de différencier PrPC de PrPSc 

(Stahl et al., 1993N>%?311#%0 %1 0 ,/#%,-A0B:#/1#.)%0#$%1 0 ,/#$%9%4./3!$%$3!2%,#$%!#+.34 2:3035/#$% 1R03b,#$>%k0%

a été établi que PrPSc est vraisemblablement un polymère composé de monomères de PrP organisés en une 

structure intermoléculaire de feuillets-e%LWille et al., 2009 ; Piro et al., 2011 ; Smirnovas et al., 2011). A ce jour, 

la structure de PrPSc reste inconnue. Plusieurs modèles structuraux ont été proposés, basés sur des techniques de 

7/34:R$/=+#%9%7 $$#%."$30+2/3!%#2%$+.%0- ! 0R$#%$2.+*2+. 0#%,#%4./3!$%$R!2:"2/sés.  

La recherche de la structure moléculaire de PrPSc #@2. /2#%,-#!*"4: 0#$%/!<#*2"s se heurte en effet à des 

obstacles techniques insurmontables : 1) PrPSc est insoluble et précipite en agrégats et fibrilles amyloïdes qui sont 

hydrophobes dans le SNC7. PrPSc forme des agrégats non-cristallins qui ne peuvent être solubilisés par aucun 

détergent testé (Gabizon et al., 1987). Bien que la combinaison de traitements chimiques et physiques (chaleur) 

ait permis de solubiliser PrPSc, les échantillons ainsi obtenus perdent leur caractère infectieux et leur capacité de 

réplication (Riesner et al., 1996 ; Wille et al., 1996). 2) PrPSc constitue un assemblage de polymères de 

différentes tailles. Les agrégats ont un poids moléculaire important, allant de 400 à 600 kDa (Silveira et al., 

2005), ce qui complique les analyses biophysiques classiques. 3) Les techniques permettant de générer PrPSc in 

vitro !#%4#.1#22#!2%4 $%,-372#!/.%+!#%=+ !2/2"%,#%C.CSc suffisante aux analyses biophysiques. 4) Les protocoles 

de purification de PrPSc ne permettent pas de séparer PrPSc de contaminants tels que des protéines, lipides ou 

acides nucléiques (Diringer et al., 1997). 

;#$%,/<</*+02"$%2#*:!/=+#$%#14U*: !2%,-372#!/.%C.CSc 9%4 .2/.%,-#!*"4: 0#$%/!<#*2"$%4 .%0#$%4./3!$%ont mené 

les chercheurs vers la production de PrPSc synthétique dont les propriétés biochimiques et infectieuses sont 

préservées. Les premières expériences de génération de PrPSc ont été réalisées par le groupe de Prusiner 

(Baskakov et al., 2004) 4 .% 0- $$#170 5#% in vitro de fibrilles de protéine prion recombinante (recPrP) produite 

, !$%,#$%7 *2"./#$>%;-/!3*+0 2/3!%,#%*#$%</7./00#$%$R!2:"2/=+#$%9%,#$%$3+./$%2. !$5"!/=+#$%$+.-exprimant une forme 

tronquée de PrPC reproduit des symptômes semblables à ceux provoqués par les prions, mais ces symptômes ne 

se développent pas chez des souris sauvages. Un biais existe en effet car ces souris transgéniques ont la capacité 

de développer spontanément des maladies à prions (Westaway et al., 1994 ; Chiesa et al., 1998 ; Nazor et al., 

2005). Plus récemment, il a été démontré que deux passages successifs chez des hamsters sont nécessaires pour 

produire des prions infectieux à partir de recPrP (Makarava et al., 2010N>% i/#!% =+#% 0-/!3*+0 2/3!% ,#% </7./00#$%

                                                      
7 La formation de dépôts amyloïde$% !-#$2% 4 $% +!#% * . *2"./$2/=+#% 37ligatoire des maladies à prions. Seuls 10% des cas 
sporadiques de la maladie de Creutzfeldt-Jakob contre 70% des cas du kuru montrent des plaques amyloïdes. Tous les cas de 
variant de la maladie de Creutzfeldt-Jakob montre!2% ,#$% 40 =+#$%  1R03b,#$% #!23+."#$% ,-+!% : 03% ,#% ,"5"!".#$*#!*#%
spongiforme   ces plaques sont appelées plaques florides (Collins et al., 2001). 
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produites à partir de recPrP chez des souris sauvages ne provoque aucun symptôme, une protéine prion 

infectieuse résistante aux protéases est détectée par immunoblot dans le cerveau infecté. Les informations 

obtenues à partir des analyses biophysiques ont permis de développer plusieurs modèles structuraux de PrPSc et 

de nouvelles avancées ont été obtenues en utilisant des techniques de cristallographie électronique couplées à 

des techniques de modelage computationnel (Govaerts et al., 2004 ; Wille et al., 2009). Trois modèles de 

structure de PrPSc ont été proposés, basés sur des techniques de cristallographie électronique et de résonance 

magnétique nucléaire (Figure 5)8>% T !$% 0#% 13,O0#% ,#% 0-:"0/*#-e)% /0% #2% $+443$"% =+#% 0 % ."5/3!% d-terminale de 

PrP(27-30) se replie en feuillet-e%9%4 .2/.%,+%."$/,+%'(%9%&``>%; %."5/3!%C-terminale (résidus 178-230) maintient la 

structure en hélice-  comme dans PrPC (Diaz-Espinoza & Soto, 2012). Le modèle de la spirale-e%*3!$/$2#%#!%+!%

corps de PrPSc en spirale composé de courts feuillets-e% +@%."$/,+$%&&_-119, 129-132, 135-140 et 160-164. Les 

trois hélices-  de PrPC sont maintenues. Enfin, le modèle des feuillets-e étendus suppose que PrPC est convertie 

en une structure composée pour la plupart de feuillets-e%LDiaz-Espinoza & Soto, 2012). 

 

 

Figure 5. Modèles proposés de la structure de PrPSc. A. Z3,O0#%,#% 0-:"0/*#-e B. Modèle de la spirale-e> C. Modèle des 

feuillets-e%"2#!,+$>%;#$%<#+/00#2$-e%$3!2%.#4."$#!2"$%#!%.3+5#%L,- 4.O$%Diaz-Espinoza & Soto, 2012). 

 

3.2. Les modèles de conversion de PrPC en PrPSc 

A ce jour, le mécanisme de la conversion conformationnelle de PrPC en PrPSC !-#$2%4 $%#!*3.#%*314./$>%

C3+.%2#!2#.%,#%0-#@40/=+#.)%,#+@%13,O0#$%3!2%"2"%4.343$"$ : (1) le modèle du repliement hétérodimérique et (2) 

celui de la polymérisation nucléaire non catalytique. 

Le mécanisme de repliement hétérodimérique suppose que PrPC est thermodynamiquement moins stable 

que PrPSc mais que la conversion de PrPC en PrPSc #$2%0/1/2"#%*/!"2/=+#1#!2>%A4.O$%/!<#*2/3!%,-+!#%*#00+0#%:S2#)%+!%

hétérodimère intermédiaire entre PrPC et PrPSc se formerait et agirait comme une matrice monomérique qui 

pourrait induire la conversion de PrPC. PrPC ,#8/#!,. /2%  03.$% ./*:#% #!% <#+/00#2$% e>% ?#4#!, !2)% /0% #@/$2#% 4#+% ,#%

données expérimentales qui décrivent PrPSc comme un monomère stable. De plus, on sait que la conversion et 

0-/!<#*2/8/2"%$3!2%*3.."0"#$% +%4.3*#$$+$%,- 5."5 2/3!%=+/%!-#$2%4 $%4./$%#!%*3142#%4 .%*#%13,O0#> 

Un autre modèle, plus crédible et qui ne contredit pas le précédent est le mécanisme de polymérisation 

nucléaire non catalytique. Ce m3,O0#%4.343$#% 0-#@/$2#!*#%,-+!% 0 .5#%30/531O.#%*3!$2/2+ !2%+!%!3R +%$2 70#% $+.%

lequel la PrPC monomérique se déposerait et adopterait progressivement la structure de PrPSc. Plusieurs travaux, 

en faveur de cette hypothèse ont montré que PrPC peut être convertie in vitro en une conformation proche de 

                                                      
8 Kurt Wüthrich reçoit en 2002 le prix Nobel pour sa contribution à la technique de NMR pour déterminer les structures tri-

dimentionnelles des protéines et des acides nucléiques en solution (Palmer & Patel, 2002). 
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PrPSc e!% 0-/!*+7 !2%  8#*% ,#$% 4.32"/!#$% 4./3!$% ."$/$2 !2#$%  +@% 4.32" $#$% 4.38#! !2% ,- !/1 +@% /!<#*2"$>% ?#*/%

implique que PrPres seule est responsable de sa propagation. Ces recherches montrent de plus que PrPres ainsi 

formée reste attachée à PrPSc qui agit comme une matrice oligomérique. Ainsi, la conversion se fait en deux 

étapes de cinétiques différentes : la liaison de PrPC 9% 0 % 1 2./*#% C.C.#$% $+/8/#% 4 .% 0-"2 4#% ,#% *3!8#.$/3!%

proprement dite : la transition conformationnelle de PrPC en PrPres. Ces expériences de conversion menées dans 

un système sans cellules ont cependant un rendement faible en PrPSc nouvellement synthétisée ne dépassant 

généralement pas le taux de PrPSc utilisé pour la conversion (Kocisko et al., 1994). 

 

3.3. Les sites de conversion de PrPC en PrPSc 

La détermination du site de la conversion de PrPC en PrPSc est essentielle pour étudier et comprendre ce 

mécanisme. Les techniques immunochimiques de détection de PrPSc sont une étape limitante à l-"2+,#% ,#% *#%

processus car elles ne permettent pas la discrimination des formes PrPC, PrPSc ajoutée expérimentalement et 

PrPSc, produit de la conversion. Goold et al (2011) ont créé un système dans lequel une PrPC chimère couplée au 

marqueur MYC est exprimée dans des neuroblastomes déficients en PrPC>%A4.O$%$#+0#1#!2%&f(%1/!%,-/!*+7 2/3!%

avec des homogénats de cerveau infectés par la souche de tremblante RML (Rocky Montain Laboratory), les 

auteurs observent que PrPSc nouvellement formée, liée à MYC, est présente à la membrane plasmique. Ils 

montrent ainsi que la conversion de PrPC en PrPSc est initiée à la membrane plasmique et confirment les résultats 

,- +2.#$%2. 8 +@%=+/%13!2.#!2%=+#%0 %*3!8#.$/3!%$#%43+.$+/2%, !$%0#$%*314 .2/1#!2$%#!,3*R2/=+#$%LGoold et al., 

2011 ; Borchelt et al., 1992 ; Godsave et al., 2008 ; Marijanovic et al., 2009). 

 

3.4. Agrégation de PrPSc 

Des agrégats fibrillaires (SAF : Scrapie-associated Fibrils) de 100 à 200 nm de long sont détectés en 

microscopie électronique par transmission après digestion par la PK dans le cerveau de souris et de hamsters 

infectés par la tremblante (Merz et al., 1981), de brebis naturellement atteintes de tremblante (Rubenstein et al., 

1987N%#2%,#%0-:311#% 22#/!2%4 .%0 %1 0 ,/#%,#%[GG%LMerz et al., 1983).  

L- 5."5 2/3!%,#%C.CSc $-"2 70/2%$#03!%+!%4.3*#$$+$%,#%!+*0" 2/3!%#2%,#%*.3/$$ !*#%4#!, !2%0 =+#00#%0 %4: $#%

,#%!+*0" 2/3!%#$2%2:#.13,R! 1/=+#1#!2%$2344"#)%*#%=+/%*."#%+!#%4: $#%,#%,"* 0 5#%,#%0 %." *2/3!%,- 5."5 2/3!%

(« lag phase »). Le mécanisme de repliem#!2% ,#% 0 % *: r!#% 430R4#42/,/=+#% 43+.% <3.1#.% 0 % <3.1#% ! 2/8#% ,-+!#%

4.32"/!#%#2%$3!%,".3+0#1#!2%!"*#$$/2#!2%,/<<".#!2$%/!2#.1",/ /.#$%,3!2%*#.2 /!$%$3!2%* 4 70#$%,#%$- $$3*/#.%#!2.#%

eux pour former des espèces oligomériques non-natives de tailles et de structures différentes (Münch & 

Bertolotti, 2011N>% ;-/!2#. *2/3!% ,-+!% 30/531O.#% !3!-natif avec deux autres oligomères par le biais de liaisons 

03!5/2+,/! 0#$%*."#%+!%!3R +%,- 5."5 2/3!%4#.1#22 !2%,#%5"!".#.%,#%!3+8#lles /!2#.< *#$%,#%0/ /$3!% 8#*%,- +2.#$%

monomères de la protéine soluble, stabilisant ainsi les agrégats formés. La phase de décalage peut être éliminée 

in vitro 4 .% 0- ,,/2/3!% ,- 5."5 2$% 4."<3.1"$%  44#0"$% P seeds. » La capacité de recruter et de convertir des 

protéines solubles en agrégats est un processus appelé « seeding » (Come et al., 1993).  

 

3.5. Notion de souches de prion 

Les maladies à prions sont caractérisées par une grande variabilité de leurs symptômes neurologiques et 

de leurs profils neuropathologiques et moléculaires>%F!% **3.,% 8#*%0-:R432:O$#%,#%0 %4.32"/!#%4./3!-seule, PrPSc 
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#$2%+!#%4.32"/!#%=+/%$#%<3.1#%9%4 .2/.%,-+!%$+7$2. 2%C.CC 4."$#!2%*:#B%0-:S2#)%/140/=+ !2%=+#%*#22#%8 ./ 7/0/2"%!#%

peut être expliquée par une variabilité géné2/=+#%#2%$+55O.#%,3!*%0-#@/$2#!*#%,#%,/<<".#!2#$%P souches » de prion. 

La conformation de PrPSc et en particulier sa structure tertiaire pourrait être responsable de la spécificité des 

souches de prion (Tanaka et al., 2004 ; Telling et al., 1996 ; Bessen & Marsh, 1994). Différents paramètres tels 

que la séquence en acides aminés de PrPC)% 0-#!8/.3!!#1#!2% *#00+0 /.#% #2% 2/$$+0 /.#% , !$% 0#=+#0% $-#<<#*2+#% 0 %

conversion de PrPC en PrPSc (Delault et al., 2012) et le mécanisme de recrutement de la souche peuvent expliquer 

les différences conformationnelles de PrPSc. 

;-#@/$2#!*#%,#%,/<<".#!2#$%$3+*:#$%,#%4./3!%#$2%1#!2/3!!"#%43+.%0 %4.#1/O.#%<3/$%#!%&'_&%4 .%C 22/$3!%#2%

Milson chez la chèvre (Pattison & Milson, 1961). Ces auteurs remarquent que les chèvres infectées par le même 

isolat de tremblante ,"8#0344#!2% ,#$% $R142S1#$% *0/!/=+#$% ,/<<".#!2$)% =+-/0$% ,/$2/!5+#!2% #!% $R142S1#$% ,#%

« grattage » (scratching) et de « somnolence » (drowsy)>% ;-/$30 2/3!% #2% 0 % * . *2"./$ 2/3n de deux souches 

,/$2/!*2#$% ,-#!*"4: 034 2:/#% $43!5/<3.1#% ,+% 8/$3!%  , 42"#%  +% : 1$2#.% L0#$% $3+*:#$% P Hyper » : HY et 

« Drowsy » : DY) ont permis ,#% 1#22.#% #!% "8/,#!*#% 0-#@/$2#!*#% ,#% ,/<<".#!*#$% 7/3*:/1/=+#$ entre ces deux 

souches (Bessen & Marsch, 1992). En effet, les souches HY et DY ne possèdent pas les mêmes propriétés 

biochimiques en terme de sédimentation dans le N-lauroylsarcosine9, de sensibilité à la digestion par la protéinase 

K (PK), de mobilité électrophorétique10, ni ne présentent la même immuno-réactivité au niveau N-terminal. Ces 

résultats indiquent que deux souches de PrPSc ayant pourtant pour origine le même hôte possèdent différentes 

*3143$/2/3!$% #2g3+% *3!<3.1 2/3!$>% ;-/!<#*2/3!% ,#% $3+./$% 2. !$5"!/=+#$% #@4./1 !2% +!#% C.CC chimère 

souris/humaine par différentes souches humaines de PrPSc montrent que le profil électroporétique de chaque 

PrPSc après digestion par la PK est maintenu, de même que le ratio de glycosylation de chaque souche, indiquant 

que la PrPC chimérique peut adopter différentes conformations dépendantes seulement de la souche de PrPSc 

(Telling et al., 1996). 

Depuis, de nombreuses souches de prion ont été caractérisées en fonction de leur signes cliniques, de leur 

2#14$%,-/!*+7 2/3!%#2%,#%0#+.%4.3</0%,#%0"$/3!$%:/$23-pathologiques, propagés de manière stable lors de passages 

$+**#$$/<$% *:#B% 0-:S2#% LFraser & Dickinson, 1967, 1968 ; Kim et al., 1987N>% T- +2.#$% 4 . 1O2.#$% 4#.1#22#!2%

 +I3+.,-:+/% ,#% *0 $$#.% 0#$% $3+*:#$%,#% 4./3! : le profil électroporétique après digestion par la PK, le patron de 

glycosylation, la résistance à la digestion par la PK, la sédimentation, la résistance à la dénaturation par des 

agents chaotropiques et la capacité de leur liaison aux métaux. Certaines souches de tremblante adaptées à la 

souris présentent des profils neuropathologiques différents qui sont bien caractérisés. Par exemple, la souche 79A 

13!2.#%+!#%40+$%<3.2#%4 2:3035/#%,#%0 %$+7$2 !*#%70 !*:#%=+#%,- +2.#$%$3+*:#$%LBruce et al., 1991) et la souche 

22L altère préferentiellement les fonctions motrices et provoque de sévères atteintes du cervelet (Fraser & 

Dickinson, 1968 ; Kim et al., 1990).  

;3.$=+#%0 %2.#170 !2#%#$2%2. !$1/$#%#@4"./1#!2 0#1#!2%,-+!#%#$4O*#%9%0- +2.#)%0 %4"./3,#%,-/!*+7 2/3!%#$2%

généralement plus 03!5+#% 03.$% ,#% 0-/!3*+0 2/3!% 9 la nouvelle espèce que celle observée au cours des passages 

répétés chez la première espèce et tous les animaux inoculés ne développent pas la maladie (Carlson et al., 

1989 ; Telling et al., 1994 ; Tateishi et al., 1996). Cette difficulté de transmission de la maladie entre espèces est 

un phénomène complexe appelé « barrière inter-espèce » (Pattison, 1965 ; Dickinson, 1976) qui dépend de 

différents paramètres dont le principal est la souche de prion utilisée (Kimberlin et al., 1987, 1989).  

                                                      
9 Le N-lauroylsarcosine est un détergent anionique utilisé pour la solubilisation et la séparation des protéines membranaires et 
des glycoprotéines. 
10 Les fragments de PrPSc ,/5"."$%4 .%0 %CX%4."$#!2#!2%+!#%,/<<".#!*#%,#%137/0/2"%"0#*2.343."2/=+#%,-#!8/.3!%]%DT >%;-"8 0+ 2/3!%
spectroscopique de Fourier montre que leurs conformations diffèrent dans leur taux de feuillets-e%LCaughey et al., 1998).  
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3.6. Neurotoxicité de PrPSc 

;-#@/$2#!*#%,#%1"* !/$1#$% ,#%13.2% !#+.3! 0#%  *2/8"$% 4 .% 0 % !#+.323@/*/2"% ,/.#*2#%,#%C.CSc est toujours 

débattue. Celle-ci a été recherchée en utilisant PrPSc purifiée à partir de cerveau de souris (Hetz et al., 2003) ou 

des peptides synthétiques tels que PrP(106-&]_N% *3!$/,"."% *311#% 0#% *^+.% ,#% C.CSc * 4 70#% ,-/!,+/.# la mort 

cellulaire par apoptose (Forloni et al., 1993). Aussi, il a été montré que PrPC tronquée de sa partie N-terminale 

4.383=+#%0 %13.2%!#+.3! 0#%#2%0- 2 @/#%chez la souris (Shmerling et al., 1998).  

; % *3.."0 2/3!%  ! 231/=+#% #2% 2#143.#00#% #!2.#% 0- **+1+0 2/3!% ,#% C.CSc et les changements 

!#+.34 2:3035/=+#$% 37$#.8"$% 2#0$% =+#% 0- $2.350/3$#% #2% 0 % 4#.2#% !#+.3! 0#% , !$% 0#$% ."5/3!$% ,+% *#.8# +% 0#$% 40+$%

 22#/!2#$%$+55O.#%=+#% 0- **+1+0 2/3!%,#%CrPSc est la première cause de mort neuronale (Williams et al., 1997). 

Des expériences menées in vitro en utilisant PrPSc entière (Müller et al., 1993), des fragments de PrPSc (Forloni et 

al., 1993), des oligomères de PrPSc ou des fibrilles amyloïdes (Novitskaya et al., 2006) démontrent la toxicité de 

PrPSc dans des cultures primaires de neurones. De plus, des études montrent à la fois in vitro et in vivo que les 

conformations structurales intermédiaires de PrPSc (stade oligomérique) formées avant les fibrilles sont plus 

toxiques que les fibrilles amyloïdes, suggérant que leur agrégation permettrait de limiter leurs effets en 

protégeant les neurones (Simoneau et al., 2007). La fragmentation de PrPSc en oligomères de différentes tailles 

montrent que la plus forte toxicité de PrPSc est exercée par des oligomères de 17-27 nm, tandis que la toxicité 

des fibrilles amyloïdes est plus faible et celle des oligomères de petites tailles < 5 nm absente (Silveira et al., 

2005). Dans la MCJ, les petits fragments oligomériques de PrPSc sont corrélés avec le développement de la 

maladie dans le thalamus (Choi et al., 2011). 

Cependant, de nombreuses évidences indiquent que PrPres !-#$2%4 $%/!2./!$O=+#1#!2%23@/=+#>%F!%#<<#2)%0 %

corrélation entre accumulation de PrPres #2% !#+.323@/*/2"% !-#$2% 4 $% 23+I3+.$% 8"./</"#>% Dans certains cas 

expérimentaux (Flechsig et al., 2000 ; Lasmézas et al., 1997) et certains * $% ,#% 1 0 ,/#$% 9% 4./3!$% ,-3./5/!#%

familiale (Medori et al., 1992 ; Tateishi et al., 1992 ; Brown et al., 1994 ; Collinge et al., 1995 ; Piccardo et al., 

2001), la pathologie se développe en présence de dépôts de PrPres faibles ou inexistants. Des formes subcliniques 

,-/!<#*2/3!%4 .%0#$%4./3!$%$3!2%,"*./2#$%, !$%0#$=+#00#$%0#$% !/1 +@  .73.#!2%+!%!/8# +%"0#8"%,-/!<#*2/8/2"%#2%+!#%

accumulation de PrPres importante, sans présenter toutefois de signes cliniques (Hill et al., 2000 ; Race et al., 

2001 ; Hill & Collinge, 2003 ). De plus, bloquer la conversion de PrPC en PrPSc en supprimant PrPC dans les 

neurones mais pas dans les astrocytes protège les neurones de la toxic/2"%  4.O$% 0-/!<#*2/3!% #2% *3!2.# la 

dégénérescence et ce, malgré la présence de larges dépôts de PrPres (Mallucci et al., 2003, 2007 ; White et al., 

2008). De même, les prions sans ancre glycosyl phosphatidyl inositol (GPI) forment des aggrégats fibrillaires à 

faible capacité neuroinvasive (Bett et al., 2013). Ces résultats indiquent que la présence de PrPC neuronale est 

indispensable au développement et à la propagation de la maladie et suggère que PrPres !-#$2% 4 $%

intrinsèquement neurotoxique. Le processus de conversion lui-même pourrait mener, en aval et de façon 

indirecte, aux effets neurotoxiques. En effet, la conversion est nécessaire à la neurotoxicité (Cronier et al., 2012). 

?#4#!, !2)%0-/!:/7/2/3!%,#%0 %*3!8#.$/3!%!-#$2%4 $%$+<</$ !2#%43+.%#14U*:#.%0 %13.2%,#$%!#+.3!#$)%*#%=+/%/140/=+#%

0-#@/$2#!*#%,-+!#%83/#%*#00+0 /.#%* 4 70#%,#%2. !$1#22.#%0 %23@/*/2"%,#%C.CSc.  

 

3.6.1. Déstabilisation des membranes plasmiques 

La neurotoxicité directe de PrPSc pourrait $-#@#.*#.% 4 .% 0#% 7/ /$% ,#% $3!% /!2#. *2/3!%  8#*% 0#$%1#17. !#$%

cellulaires par la formation de pores provoquant une différence de potentiel entre les compartiments intra- et 
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extracellulaire et la perturbat/3!%,#%0-:31"3$2 $/#%/3!/=+#%LLin et al., 1997 ; Solomon et al., 2010, 2012). En effet, 

le peptide neurotoxique PrP(106-126) augmente la conductance de membranes lipidiques in vitro en formant des 

canaux membranaires. Les canaux sont non-sélectifs et perméables aux ions Ca2+ > Na+ > K+ > Cl- (Lin et al., 

1997). Aussi, la protéine prion délétée des résidus 105-&]M% C.CLn&(M-&]MN% #$2% * 4 70#% ,-/!,+/.#% +!% *3+. !2%

ionique transmembranaire dans les cultures de cellules HEK293 qui est supprimé par la co-expression de PrPC 

entière et bloqué par la co-délétion du domaine chargé N-2#.1/! 0% C.CnL]a-a]N>% C .% *3!2.#)% 0-#@4.#$$/3!% ,#%

C.CLn&(M-&]MN%!-#$2%4 $%23@/=+#%, !$%,#$%*+02+.#$%,#%*#00+0#$%5. !+0 /.#$%,+%*#.8#0#2>%;#$% 22#/!2#$%!#+.323@/=+#$%

dans les maladies à prions pourraient ainsi être provoquées par la formation de pores membranaires (Solomon et 

al., 2010, 2012 ; Aguzzi & Falsig, 2012N>%T#%40+$)%,#$%130"*+0#$% 1R03b,#$%*311#%0#%4#2/,#%Ae%#2%,#$%1"0 !5#$%

de structures riches en feuillets-e% L!311"$% A7./% #2% AT !N% forment, dans des membranes reconstituées, des 

$2.+*2+.#$%=+/%$3!2%$/1/0 /.#$%9%,#$%* ! +@%/3!/=+#$%#2%4#.1#22#!2%0- 44 ./2/3!%,-+!%*3+. !2%/3!/=+#%LQuist et al., 

2005). Ces résultats suggèrent que PrPSc pourrait former des canaux ioniques membranaires capables de 

,"$2 7/0/$#.%0-:31"3$2 $/#%/3!/=+#%!#+.3! 0#%#2%4.383=+#.%0 %!#+.3,"5"!".#$*#!*#>11 

 

3.6.2. Stress du réticulum endoplasmique 

Des analyses histologiques et biochimiques de cerveaux de souris infectées par la souche 139A et de 

patients affectés par 0 %Z?s%13!2.#!2%0- *2/8 2/3!%,#$%* $4 $#$-3 et -12 et des protéines chaperones induites par 

le stress du RE dans les aires cérébrales où la mort neuronale est importante (Hetz et al., 2003 ; Mukherjee et 

al., 2010). Moreno et al (201]N%3!2%*3.."0"%0- **+1+lation de PrPSc , !$%0-:/443* 14#%#2%0- *2/8 2/3!%,#%0 %."43!$#%

aux protéines mal-repliées dans le RE. Ils mesurent une augmentation progressive de la phosphorylation des 

kinases PERK et eIF2  /140/=+"#$%, !$%*#22#%83/#)%, !$%0-:/443* 14#%,#%$3+./$%/!<#*2"es par la souche de prion 

RML (Moreno et al., 2012). Ils montrent une diminution de la traduction protéique et mesurent notamment une 

baisse de la concentration des protéines post-$R! 42/=+#$% /140/=+"#$%, !$% 0-#@3*R23$#g#!,3*R23$#% 2#0$% =+#% les 

SNAREs, SNAP-25 et VAMP-2, mais aussi une diminution de la sous-unité NR1 du récepteur NMDA et de PSD-95. 

Ces baisses de concentration protéique sont associées à un déficit de la transmission synaptique dans 

0-:/443* 14#%#2%9%+!#% 02". 2/3!%,+%*3143.2#1#!2%,#$%$3+./$>%; %.#$2 +. 2/3!%,#% 0 %2. ,+*2/3!%4.32"/=+#%4 .% 0 %

.",+*2/3!% ,+% 2 +@% ,-#kQ]  phosphorylé permet la récupération de la transmission synaptique et des déficits 

*3143.2#1#!2 +@>%;-/!:/7/2/3!%,#%C.CC 4 .% 0-+2/0/$ 2/3!%,-Acd%/!2#.<".#!2$%4.383=+#% 0#$%1U1#$%#<<#2$)%$+55". !2%

=+#% 0- **+1+0 2/3!% ,#% C.CC mal-conformée est la cause du stress du RE et de la diminution de la traduction 

protéique. ?#*/%$+55O.#% +$$/%=+#%0- **+1+0 2/3!%,#%C.C%1 0-conformée provoque des altérations synaptiques en 

diminuant les protéines essentielles à la neurotransmission (Moreno et al., 2012). Une autre étude suggère que 

0-:R4#. *2/8 2/3!% ,#% 0 % * 0*/!#+./!#% ,+% < /2% ,u relargage du calcium consécutif au stress du RE contribue à la 

dysfonction neuronale dans les maladies à prions (Mukherjee et al., 2010). 

 

3.6.38(<1721'2-;(3)(*+)=52'1>2*2'/(34(7/5)?')47(@9A% 

PrPC ."5+0#% 0#% 2. </*% #2% 0- *2/8/2"% ,es récepteurs du glutamate NMDA et AMPA, contribuant ainsi à la 

physiologie et la survie neuronales (Kleene et al., 2007 , Sassoon et al., 2004). En effet, par ses interactions avec 

les sous-unités NR1 et NR2D, PrPC  22"!+#% 0- *2/8/2"% ,+% ."*#42#+.% dZTA, altérée dans les maladies à prions. 

                                                      
11 Cette hypothèse est très vr /$#170 70#>%T- +2.#$%4.32"/!#$ capables de former des canaux membranaires sont connues telles 
que VacA de la bactérie Helicobacter pylori (Tombola et al., 2000 ; Cid et al., 2013), la toxine cholérique de Vibrio Cholerae 
(Cinar et al., 2010N%3+%0- #.30R$/!#%,#%Aeromonias hydrophila (Abrami et al., 1998). 
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Comme PrPC, PrPSc interagit avec les sous-unités NR1 et NR2D du récepteur NMDA et les sous-unités GluA1 et 

GluA2 du récepteur AMPA. PrPSc séquestre NR1 et NR2D et ainsi ,/1/!+#%0-#@4.#$$/3!%,#$%."*#42#+.$%dZTA%9%0 %

membrane plasmique ou interfère avec son adressage à la membrane synaptique (Kleene et al., 2007 , Sassoon 

et al., 2004). Ceci pourrait interférer avec la fonction neuroprotectrice de PrPC (Ratte et al., 2008) qui protège les 

neurones ,#%0-#@*/2323@/*/2"%/!,+/2#%4 .%0#%50+2 1 2#%LKhosravani et al., 2008) et entraîner la mort neuronale. En 

#<<#2)%  03.$% =+#% 0- *2/8 2/3!% ,#% dZTAc% #$2% !#+.34.32#*2rice)% 0- *2/8 2/3!% ,#$% dZTAc% #@2. $R! 42/=+#$% #$2% +!#%

cause de mort neuronale (Hardinghamand & Bading, 2010). De plus, PrPSc #$2%* 4 70#%,-/!,+/.#% 0- 43423$#%4 .%

0-"0"8 2/3!%,#%0 %*3!*#!2. 2/3!%#!%? 2+ dépendante des récepteurs NMDA et AMPA en les rendant plus perméables 

aux ions Ca2+ #2% +51#!2 !2% /!$/%0-#@*/2323@/*/2"%LThellung et al., 2013). 

 

4. Neuroinvasion du système nerveux central par les prions 

 

Dans de nombreux cas de maladies à prions, la contamination par les prions infectieux se fait par voie 

périphérique soit par contamination iatrogène (transfusion sanguine, contact avec des tissus ou matériel 

chirurgical contaminés), par une coupure au niveau de la peau ou le plus souvent par ingestion. Il est évident 

 +I3+.,-:+/%=+#%0-/!5#$2/3!%0-/!5#$2/3!%,- 0/1#!2$%*3!2 1/!"$ par 0-FGi en Grande-Bretagne dans les années 1990, 

est la voie de passage ,+%8 ./ !2%,#%0 %Z?s%9%0-:311# (Mabbott & MacPherson, 2006N>%;3.$%,-+!#%*3!2 1/! 2/3!%

#@4"./1#!2 0#%4"./4:"./=+#%4 .% 0#$%4./3!$)% 0#%2#14$%,-/!*+7 2/3!%#$2%4.303!5"%4 .%. 443.2%9%+!#% /!<#*2/3!% /!2. -

*"."7. 0#>%C .%#@#140#)% 0 %,+."#%,-/!*+7 2/3!% 8 !2% 0- 44 ./2/3!%,#$%4.#1/#.$% $/5!#$%*0/!/=+#$%,#% 0 %1 0 ,/#%,#%

souris C57Bl6/J infectées par inoculation intra-péritonéale de la souche de tremblante 22L (i.p.) est de 234 ± 7 

I3+.$)%2 !,/$%=+-#00#%#$2%,#%&M`%t%&%I3+.$% 4.O$%+!#% /!<#*2/3! par inoculation intra-cérébrale (i.c.) (Bruce et al., 

1991). La route de la neuroinvasion va dépendre de nombreux facteurs incluant la souche de prion, la dose de 

4./3!)%0-#$4O*#%#2%0#%5"!32R4#%,#%0-:S2#>%s#%,"*./. /%0#$ routes expérimentale et naturelle d-/!8 $/3!%4 .%0#$%4./3!$> 

 

4.1. De la périphérie au système nerveux central 

Des $3+./$%#2%: 1$2#.$% /!<#*2"$%3. 0#1#!2%4 .% 0 % 2.#170 !2#%3+% 0-FGi adaptée à la souris montrent une 

déposition initiale de PrPSc , !$% 0-"4/2:"0/+1% /!2#$2/! 0% , !$% 0#$% 4laques ,#% C#R#.% #2% 0#$% !^+,$% 0R14: 2/=+#$)%

4."*", !2% 0-/!<#*2/3!% ,- +2.#$% 2/$$+$% 0R14: 2/=+#$% *311#% 0 % . 2#>% ?3!2. /.#1#!2% 9% 0-/!<#*2/3!% 4 .% 83/#% /!2. -

4"./23!" 0#)%0 %. 2#%!-/!2#.8/#!2%4 $%3+%4#+%, !$%0 %!#+.3/!8 $/3!%4 .%0 %83/#%3. 0#)%0 %4"./3,#%,-/!*+7 2/3!%!-"2 !2%

pas dans tous les cas sensible à a splén#*231/#>%;#%4 $$ 5#%,#%0-"4/2:"0/+1%/!2#$2/! 0%$#%< /2%4 .%2. !$43.2%2. !$-

épithélial dépendant de la différenciation des cellules épithéliales membranaires (cellules M) (Heppner et al., 

2001). PrPSc est ensuite phagocytée par les macrophages et les cellules dendritiques qui la délivrent aux cellules 

<300/*+0 /.#$%,#!,./2/=+#$% 03* 0/$"#$%, !$% 0#$%*#!2.#$%5#.1/! +@%,#$%2/$$+$%<300/*+0 /.#$% $$3*/"$%9% 0-/!2#$2/!>%A4.O$%

son incubation dans ces tissus, PrPSc se propage par le système nerveux entérique le long des fibres efférentes du 

système nerveux sympathique (nerf splanchnique) et para-sympathique (nerf vague), infecte le système lympho-

."2/*+0 /.#% *311#% 0 % . 2#% #2% 0#$% !^+,$% 0R14: 2/=+#$% LHeikenwalder et al., 2007 ; Beekes & McBride, 2007 ; 

McBride et al., 2001) et atteint le SNC par le tronc cérébral. Un transport rétrograde a lieu par les nerfs 

périphériques. 
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4.2. Neuroinvasion cérébrale 

L %4.34 5 2/3!%,#$%4./3!$%, !$%0#%Gd?%$-#<<#*2+#%#!%,#+@%4: $#$ : une phase infectieuse de propagation 

#@43!#!2/#00#%=+/%,+.#%I+$=+-9%+!%2/2.#%1 @/1+1%,#%4./3!% $+/8/#%,-une phase toxique en plateau qui détermine 

0- 44 ./2/3!%,#$%$R142S1#$%*0/!/=+#$>%Les auteurs distinguent 0-/!<#*2/8/2"%,#%0 %23@/*/2"%,#%C.CSc et montrent que la 

formation de PrPSc lors de la phase 1 est proportionnelle au taux de PrPC>%A% 0-/!8#.$#)% 0 %<3.1 2/3!%,#% 0 %<3.1#%

toxique PrPSc au cours de la phase 2 est indépendante de la concentration en PrPC)%$+55". !2%=+-/0%#@/$2#%+!%*3-

facteur ou un nombre saturable de sites de réplication qui contribuent à la neurotoxicité (Sandberg et al., 2011). 

Ces deux phases à */!"2/=+#%,/<<".#!2#%L4: $#%,#%."40/* 2/3!%,#$%4./3!$)%$+/8/#%,-+!#%4: $#%23@/=+e) sont aussi 

décrites in vitro dans des cultures de neurones corticaux et striataux et de cellules granulaires du cervelet infectés 

par la souche 139A, ME7 et 22L (Hannaoui et al., 2013). 

Chez le mouton, la neuroinvasion du SNC par la tremblante suit plusieurs étapes (Figure 6) : de 

0-P entrée » de PrPSc , !$%0#%Gd?%4.34.#1#!2%,/2#)%I+$=+-9%0-/!8 $/3!%4.35.#$$/8#%,#%!317.#+$#$% /.#$%*"."7. 0#$>%

;-#!2."#%,#%C.CSc est réalisée à partir du noyau moteur dorsal du nerf vague, du tractus spinal trigéminal, du 

noyau du tractus solitaire et enfin de la substance intermédiaire de la moelle épinière, suggérant que PrPSc est 

2. !$43.2"#%4 .% 0#$%!#.<$%,#%*#00+0#%9%*#00+0#>%T#%40+$)% 0-37$#.8 2ion de dépôts péri-vasculaires, dans les cellules 

endothéliales, dans le cortex cérébral, à proximité des méninges et des vaisseaux du plexus choroïde suggère que 

PrPSc pourrait également être transmis par le sang (Wemheuer et al., 2011 ; Jeffrey et al., 1998N>%A4.O$%0-/!8 $/3!%

de chaque segment de la moelle épinière, PrPSc se dissémine dans le tronc cérébral dans le mésencéphale, puis 

plus faiblement dans le thalamus (déposition péri-8 $*+0 /.#N)%0-:R432: 0 1+$)%0-: 7#!+0 )%0#$%!3R +@%1 11/0 /.#$%

et dans le cortex cérébelleux. Le groupe de Wemheurer distingue ensuite une troisième étape dans laquelle le 

mésencéphale, les noyau@% ,#% 0- 1R5, 0#)% 0#$% !3R +@% $#42 +@)% 0#% 2. *2+$% 8/$+#0)% 0#% 4",3!*+0#% *"."7. 0)%

0-:/443* 14#)%0#%*3.2#@%<.3!2 0%#2%0 %$+7$2 !*#%70 !*:#%$+7*3.2/* 0e sont atteints. Enfin, la dernière étape est dite 

des « ganglions de la base », ces derniers étant alors envahis par PrPSc (Wemheuer et al., 2011). 

 

 

Figure 6. Déposition de PrPSc au cours de la progression de la tremblante dans le cerveau de mouton. Différentes 

aires cérébrales sont progressivement atteintes au courant de la progression de la maladie. TC: tronc cerebral, thal : thalamus. 

Echelle = 5 mm. Adaptée de Wemheuer et al., 2011. 
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5. Anatomopathologie des maladies à prions dans le système nerveux central 

 

En 1920, Creutzfeldt #2% s D37% ,"*./8#!2% 40+$/#+.$% 4 2/#!2$%  22#/!2$% ,-+!#% !3+8#00#% <3.1#% ,#%

,"5"!".#$*#!*#%#!%$#%7 $ !2%$+.%0-37$#.8 2/3!%,#%coupes de cerveaux marquées par la coloration de Nissl. Ils y 

décrivent la dégénérescence et la mort neuronale, la chromatolyse et la prolifération astrogliale. De plus, la 

*303. 2/3!%9% 0-:"1 23@R0/!#-éosine permet de visualiser la spongiose du tissu (Creutzfeldt, 1920 ; Jakob, 1921). 

Ces changements sont bilatéraux, mais peuvent être locaux ou unilatéraux (Yamanouchi et al., 1986). Les dépôts 

de PrPres représentent 0#%4.#1/#.%"8O!#1#!2%,#%0 %!#+.34 2:3035/#)%$+/8/#%. 4/,#1#!2%4 .%0- *2/8 2/3!%1/*.350/ 0#, 

0-/!<0 11 2/3!%#2%0 %$43!5/3$#%,+%2/$$+%!#.8#+@%=+/%4."*O,#!2%0- 2.34:/#%,#!,./2/=+#)%0 %,R$<3!*2/3! synaptique et 

la mort neuronale. Ces atteintes anatomo-pathologiques sont différentes selon les ESTs considérées. Nous 

,/$2/!5+3!$%2.3/$%5.3+4#$%,-FGH$%J  

(1) les ESTs héréditaires associées à une mutation du gène codant PrPC incluent le syndrome de 

Gerstmann-Sträussler-Scheinker (GSS))% 0-/!$31!/#% < 2 0#% < 1/0/ 0# (IFF) et la maladie de Creutzfeldt-Jakob 

,-3./5/!#% < 1/0/ 0#% L<Z?s% u% &(-&Mh% ,#$% 4 2/#!2$%  22#/!2$% ,#% 0 % Z?sN% *:#B% 0-:311#>% ?/!=+ !2#-cinq mutations 

,/<<".#!2#$%3!2%"2"%/,#!2/</"#$%*:#B%0-:311#%#2 0- !/1 0> 

L]N%0#$%FGH$% *=+/$#$%."$+02 !2%,#%0-/!5#$2/3!%3+%,#%0-/!3*+0 2/3!%,#%1 2"./#0%*3!2 1/!"%*314.#! !2%0#%D+.+%

et des variantes de la maladie de Creutzfeld-s *37%L8Z?s%u%&h%,#$%4 2/#!2$% 22#/!2$%,#% 0 %Z?sN%*:#B% 0-:311#)%

0-#!*"4: 034 2:/#% $43!5/<3.1e bovine (ESB ; « maladie de la vache folle »), féline (Wyatt et al., 1991) ou du 

vison, la tremblante chez le mouton, la chèvre et le mouflon, la maladie du dépérissement chronique chez le cerf 

#2%0-"0 !%LMiller & Williams, 2004). 

(3) les ESTs sporadiques)%,-3./5/!#%/!*3!!+#)%,3!2%0 %<3.1#%0 %40+$%37$#.8"#%#$2%0 %1 0 ,/#%,#%?.#+2B<#0,2%

Jacob (sMCJ ; 85% des patients atteints par la MCJ). 

Les principales manifestations de neurodégénérescence induite , !$% 0-#!*"4: 0#% 4 .% les prions sont les 

dépôts #2% 0- **+1ulation de la protéine prion, la spongiose du tissu nerveux, la dysfonction neuronale, 

0-/!<0 11 2/3!% *:.3!/=+#% ,#% 0-#!*"4: 0#% #2% #!</!% 0 % 13.2% !#+.3! 0# (Figure 7). Ces atteintes touchent 

$4"*/</=+#1#!2% *#.2 /!#$% ."5/3!$% ,#% 0-#!*"4: 0#>% F!% ,"4/2% ,#% *#$% * . *2"./$2/=+#$% *311+!#$)% ,#% !317.#+@%

< *2#+.$%*3!2./7+#!2%9% 0-:"2".35"!"/2"%,#$%1 0 ,/#$%9%4./3!$% /!*0+ !2% 0#+.%"2/3035/#%L3./5/!#%< 1/0/ 0#)% /!<#*2/#+$#%

ou sporadique), la souche de prion, le génotype au codon polymorphique 129 du gène codant la protéine prion, 

,#$%< *2#+.$%,"135. 4:/=+#$%2#0$%=+#%0-l5#%#2%,#$%4 . 1O2.#$%*#00+0 /.#$%03* +@%#!*3.#%1 0%*3!!+$> 
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Figure 7. Anatomopathologie des maladies à prions. Le cervelet de souris infecté par la souche de tremblante 22L 

présente des altérations caractérisées telles que les dépôts de PrPSc, la spongiose et 0-astrocytose du tissu nerveux et une perte 

importante des cellules de Purkinje. GFAP, glial fibrillary acidic protein ; CaBP, calcium binding protein. Echelle = 50 µm. 

 

5.1. Amyloidogenèse 

Les dépôts de PrPSc sont détectés in situ 4 .% 0#% 1 .=+ 5#%  +% .3+5#% ?3!53)% 0#% 70#+% A0*/ !)% 0- */,#%

4"./3,/=+#%,#%G*:/<<)%,/8#.$#$%/14."5! 2/3!$%1"2 00/=+#$%#2%0-/11+!3-histochimie de PrPSc (Brown et al., 1997c). 

Le patron et la morphologie des dépôts de PrPSc 8 ./#!2% $#03!% 0-FGH%*3!$/,"."#%#2% 0#%5"!32R4#%,#$%4 2/#!2$% #2%

, !$% *#.2 /!$% * $)% *311#% , !$% 0-/!$31!/#% < 2 0#% < 1/0/ 0#)%  +*+!% ,"4ôt de PrPSc !-#$2% 37$#.8"% LBudka et al., 

1995). La localisation des dépôts de PrPSc est variable. PrPSc se dépose au niveau synaptique, périvacuolaire, 

périneuronal, intraneuronal (dans le soma, les dépôts peuvent être étendus ou ponctiformes) ou en plaques. Les 

dépôts peuvent être associés aux neurones, a+@% $2.3*R2#$)% +@%*#00+0#$%1/*.350/ 0#$%#2%9%0-"4#!,R1#%LJeffrey et 

al., 2011). Dans de nombreux modèles, des dépôts périvacuolaires sont également visibles (Kovacs et al., 2002 ; 

Liberski & Ironside, 2005). Dans certaines formes familiales de MCJ (E200K), des travées perpendiculaires à la 

surface du cortex cérébelleux sont décrites (Jarius et al., 2003) et rappellent la compartimentation anatomo-

fonctionnelle du cervelet. Ces travées et bandes sont observées dans le cervelet de modèles murins 

expérimentaux infectés par la souche de tremblante ME7 et 22L (Cunningham et al., 2005 ; Bruce et al., 1991). 

Cette morphologie particulière des dépôts de PrPSc en travées et en bandes dans le cervelet fait 0-37I#2% ,-+!# 

étude détaillée chez des souris infectées par 22L dans ma thèse (§ Contributions expérimentales). 

T !$% ,#$% 1 0 ,/#$% 9% 4./3!$% ,-3./5/!#% < 1/0/ 0#% *311#% 0 % 1 0 ,/#% ,#% [GG)% 40+$/#+.$% 1+2 2/3!$% $3!2%

responsables du développement de la maladie. Dans la maladie de GGS associée à une mutation de Prnp à la 

position 102-129, des plaques uni- ou -multicentriques se forment dans la substance grise du cortex cérébral et 

dans le cervelet, en particulier , !$%0 %*3+*:#%130"*+0 /.#>%T- +2.#$%1+2 2/3!$%2#00#$%=+#%0 %1+2 2/3!%Prnp A117-

129V, provoquent des dépôts diffus de PrPSc , !$%0#%*3.2#@%*"."7. 0)%0-:/443* 14#)%0#$%5 !50/3!$%,#%0 %7 $#%#2%0#%

thalamus et peu de dépôts dans le cervelet. Dan$% 0-/!$31!/#% < 2 0#% < 1/0/ 0#)% 0#$% ,"4S2$%de PrPSc sont dix fois 

moins importants que dans les autres ESTs. Dans le néocortex et de manière moins importante dans le système 

limbique et le striatum des patients, les taux de PrPSc augmentent progressivement au cours de la progression 
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,#$% $R142S1#$% #2% $3!2% *3.."0"$% 9% 0- 44 ./2/3!% ,#$% *: !5#1#!2$% $43!5/<3.1#$% LParchi et al., 1995). Dans 

0-/!$31!/#% < 2 0#% < 1/0/ 0#% ,-3./5/!#% $43. ,/=+#)% C.CSc est accumulée autour des vaisseaux dans le thalamus, le 

*3.2#@%*"."7. 0%#2%#!%40 =+#$%, !$%0#%*#.8#0#2>%;#%2: 0 1+$%#$2%0 %."5/3!%3v%0- **+1+0 2/3!%#$2%0 %40+$%<3.2#%LPiao 

et al., 2005). 

Dans le cerveau de patients atteints de MCJ, l- **+1+0 2/3!%,#%C.CSc a lieu dans le cortex cérébral, les 

5 !50/3!$%,#%0 %7 $#%#2%,#$% /.#$%,+%2.3!*%*"."7. 0%2#00#$%=+#%0-30/8#%/!<"./#+.#%#2%, !$%0#%*#.8#0#2)%, !$%0 %*3+*:#%

moléculaire et plus fortement dans la couche granulaire mais pas dans la couche des cellules de Purkinje. 

;-/11+!3:/$23*:/1/#% 13!2.#% 0- **+1+0 2/3!% ,#% C.CSc en plaques florides dans le cortex cérébelleux, et 

périneuronal dans le néocortex (Schulz-Schaeffer et al., 2000). Dans le cortex cérébral des patients atteints de la 

Z?s%,-3./5/!#%< 1/0/ 0#)%0#$%,"4S2$%,#%C.CSc sont diffus et synaptiques et, plus rarement, en amas périvacuolaires 

ou en plaques (Jarius et al., 2003N>%;- **+1+0 2/3!%,#%C.CSc en travées et bandes dans la couche moléculaire du 

cervelet est détectée chez des patients atteints de la forme familiale de la MCJ E200K. Ce dépôt en travées est 

également observé dans deux cas présentant le polymorphisme M129M et un cas M129V dont le gène Prnp est 

délété ou silencieux au codon 129 (méthionine/valine u% ZgWN>% k0% !-#$2% I 1 /$% ,"*./2% , !$% 0 % Z?s% ,-3./5/!#%

sporadique (Jarius et al., 2003). A% 0-/!8#.$#)% A1$2.3!5% w% ? /.!$%13!2.#!2% =+#% les dépôts de PrPSc suivent un 

patron topographique dans la couche moléculaire et granulaire du cervelet de patients atteints de MCJ 

sporadique, suggérant que les connexions du cervelet influencent la neuroinvasion par les prions (Armstrong & 

Cairns, 2003). Dans la maladie de Creutzfeldt-s D37%,-3./5/!#%< 1/0/ 0#)% $$3*/"#%9%+!#%/!$#.2/3!%,#%&YY%47%, !$%0#%

gène Prnp, PrPSc est distribuée en un patron de bandes parasagittales dans la couche moléculaire du cervelet qui 

est souvent associée à des dépôts synaptiques ou en plaques dans la couche granulaire et plus rarement dans la 

partie superficielle de la substance blanche, suggérant que la topographie des dépôts est influencée par 

0- ! 231/#%,+%*#.8#0#2%LKing et al., 2003 ; Xiao et al., 2013a).  

Les cerveaux de moutons infectés par la tremblante montrent de grandes variations de la morphologie des 

dépôts de PrPSc (Miller et al., 1993 ; Van Keulen et al., 1995 ; Foster et al., 1996 ; Ryder et al., 2001 ; Wemheuer 

et al., 2011 ; Moore et al., 2008). Ces derniers peuvent être focaux et ponctiformes, périneuraux, situés à la 

membrane neuronale, péri-vasculaires, intra-cellulaires dans les neurones et les astrocytes ou en plaques. Ils 

$- **+1+0#!2%, !$%0-:/443* 14#%#2%0#%*3.2#@%<.3!2 0%#2%40+$%<3.2#1#!2%, !$%0#%2: 0 1+$>%T#$%,"4S2$%. ,/ /.#$%$3!2%

décrits dans les cortex cérébral, la couche moléculaire du cervelet et le tronc cérébral et pourraient correspondre 

à des interneurones, des cellules étoilées ou à de la microglie active. PrPSc est aussi accumulée en périphérie dans 

le noyau moteur dorsal du nerf vague (Miller et al., 1993 ; Van Keulen et al., 1995N>%;- **+1+0 2/3!%4.35.#$$/8#%

de PrPSc à travers le cerveau a été décrite étape par étape au cours de la progression de la tremblante atypique 

Nor98. Elle est caractérisée par des dépôts ponctiformes de PrPSc dans la substance grise qui diffèrent de ceux 

observés dans le cerveau infecté par des souches de tremblantes « classiques. o%;-/!8 $/3!%$"=+#!2/#00#%,#%C.CSc 

2#00#%=+#%,"*./2#%, !$%0#%* $%,#%0 %2.#170 !2#%*0 $$/=+#%!-#$2%4 $%.#2.3+8"#%, !$%0#%*#.8# +%,#%13+23!%/!<#*2"%4 .%

Nor98 (Wemheuer et al., 2011). La corrélation entre la morphologie des plaques et les régions du cerveau a été 

analysée en détail dans le cerveau de moutons atteints par la tremblante atypique. Les dépôts sont globulaires, 

5. !+0 /.#$)%4"./!#+. +@%#2%#!%40 =+#$>%;- **+1+0 2/3!%#$2%0 %40+$%/!2#!$#%, !$%0#%*#.8#0#2)%0 %$+7$2 !*#%!3/.#)%0#%

thalamus et les noyaux de la base (Moore et al., 2008). 

?311#%*:#B%0-:311#)%0- **+1+0 2/3! de PrPSc dans le SNC de souris est progressive. Par exemple, dans le 

cerveau de souris C57Bl6/J infectées par ME7 i.c., PrPSc se dépose ,- 73.,%, !$%0#%2: 0 1+$% !2"./#+. % x 30 jours 

post-infection (jpi) %x , puis dans les noyaux du tronc cérébral et le cortex rostral %x 60 jpi %x , dans le cortex frontal 

#2%0-:/443* 1pe % x 90 jpi % x , dans les colliculi et le cortex cérébral % x%&](%I4/%x et enfin dans de nombreuses aires 
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cérébrales dont le cervelet12>%;#$%1 .=+ 5#$%0#$%40+$%/!2#!$#$%$3!2%37$#.8"$%, !$%0#%*3.2#@%<.3!2 0)%0-:/443* 14#)%

les colliculi inférieurs et le cervelet. Les dépôts de PrPSc sont péri-neuronaux et granulaire dans le néocortex, dans 

les couches profondes et superficielles respectivement. Dans le cervelet, PrPSc est déposé dans la couche 

moléculaire et plus fortement dans la couche granulaire et des plaques sont détectées dans la substance blanche 

(Schulz-Schaeffer et al., 2000). ?#*/% /!,/=+#%=+#% 0- **+1+0 2ion de PrPSc , !$% 0#%Gd?%$-#<<#*2+#%, !$%*#.2 /!#$%

régions cérébrales plus sensibles à la neurotoxicité de PrPSc, suggérant que les connexions entre les régions et 

des paramètres locaux influencent la neuroinvasion du SNC par PrPSc. 

La souche de prion semble un facteur important dans la neuroinvasion et la neurotoxicité des prions. Par 

exemple, le patron des dépôts #$2%,/<<".#!2%, !$%,#+@%13,O0#$%1+./!$%#@4"./1#!2 +@%,#%1U1#%5"!32R4#)% 0-+!%

/!<#*2"% 4 .% 0 % $3+*:#% ,#% 2.#170 !2#%ZF`% #2% 0- +2.#% 4 .% f`W>% T#$% ,"4Sts diffus de PrPSc sont trouvés dans le 

*#.8# +%/!<#*2"%4 .%ZF`% 8#*%,#$%8 ./ 2/3!$%,-/!2#!$/2"%#!%<3!*2/3!$%,#$% /.#$)%2 !,/$%=+#%0-/!<#*2/3!%4 .%f`W%#$2%

40+$%*/70"#%#2% 0- **+1+0 2/3!%,#%C.CSc #$2%40+$% /!2#!$#%, !$% 0#% *3.2#@%*"."7. 0)% 0-:/443* 14#)% 0#% $2.iatum et les 

 /.#$%4"./8#!2./*+0 /.#$%3v%#00#%!-#$2%4 $%*3.."0"#%9%0 %$43!5/3$#%#2%, !$%0#%!3R +%8#!2. 0%,+%2: 0 1+$)%0#%4 00/,+1%

8#!2. 0)% 0 % $+7$2 !*#% !3/.#)% 0-: 7#!+0 %1",/ 0)% 0#% !3R +% ,3.$ 0% ,+% . 4:")% 0-30/8#% $+4"./#+.#% #2% /!<"./#+.#% #2% 0#%

noyau cochléaire où elle est corrélée à un taux élevé de spongiose (Bruce et al., 1989). La comparaison du patron 

des dépôts de PrPSc des souches de tremblante ME7, 79A et 22L montre des dépôts granulaires et ponctiformes 

3+% #!% 40 =+#$% 0 .5#$% #2% ,#!$#$% , !$% 0-:/443* 14#)% 0#% 5R.+$% ,#!2")% 0#% !3R +% ,+% . 4:"% ,3.$ 0% #2% 0#% 2: 0 1+$>%

Contrairement aux souches ME7 et 79A, les dépôts ,#%]];%, !$%0 %*3.!#%,-Ammon &%,#%0-:/443* 14#%sont plus 

diffus et confinés dans le stratum oriens et stratum radiatum>% A03.$% =+#% ]];% $- **+1+0#% , !$% 0#% *#.8#0#2)% 0#%

groupe de Hilton qui se place à un stade précoce de la maladie ne distingue pas de dépôts dans le cervelet 

infecté par ME7 et 79A (Hilton et al., 2013 ; Cunningham et al., 2005). En phase clinique avancée, les dépôts de 

PrPSc sont plus importants , !$%0-:/443* 14#)%0#%2: 0 1+$%#2%0#%*#.8#0#2%43+.%ME7 > 22L > 79A. Aussi, les dépôts 

de 22L sont importants dans le tronc cérébral, le pédoncule cérébelleux moyen, le noyau cochléaire postérieur et 

le noyau denté latéral (Cunningham et al., 2005). Les dépôts focaux, péri-neuronaux et granulaires de PrPSc dans 

le neuropile de 0 %*3+*:#%4R. 1R, 0#%,#%0 %*3.!#%,-Ammon 1 et 2 de 0-:/443* 14#%sont également décrits chez 

des souris infectées par la souche 301V (Williams et al., 1997). Ces données indiquent que la souche de prion 

influence 0- **+1+0 2/3! et la toxicité de PrPSc dans certaines aires cérébrales spécifiques.  

 

5.2. Inflammation du système nerveux central 

;-/!<0 11 2/3!%/140/=+#%+!#%* $* ,#%,-"8O!#1#!2$%:+13. +@%#2%*#00+0 /.#$ consécutifs à une atteinte du 

tissu et inclue les réponses cellulaires innées (activation des macrophages et production de cytokines) et 

adaptatives (activation des lymphocytes T et 4.3,+*2/3!% ,- !2/*3.4$N>% m!% ,/$2/!5+#% 0-/!<0 11 2/3!%  /5y#% ,#%

0-/!<0 11 2/3!%*:.3!/=+#>%;-/!<0 11 2/3!% /5y#%est +!#%." *2/3!%,#%,"<#!$#% /11",/ 2#%#2%4."*3*#%9% 0- 5.#$$/3!>%

;3.$=+#% 0#%< *2#+.%,"*0#!*: !2% 0 %$2/1+0 2/3!%,#% 0-/!<0 11 2/3!%4#.$/$2#)% 0-/!<0 11ation est chronique et devient 

délétère pour les neurones.  

T !$%0#$%1 0 ,/#$%9%4./3!$)%9%0 %<3/$%! 2+.#00#$%#2%#@4"./1#!2 0#$)% 0-/!<0 11 2/3!%,+%Gd?%#$2% reflétée par 

0- *2/8 2/3!%,#$%*#00+0#$%1/*.350/ 0#s, les macrophages innés résidents du SNC et par la prolifération des astrocytes 

, !$%0#$%B3!#$% 22#/!2#$%#2%$+.8/#!2%4#+% 4.O$%0- 44 ./2/3!%,#$%4.#1/#.$%,"4S2$%,#%C.CSc dans le cerveau (Prusiner, 

                                                      
12 A noter dans le décours temporel de 0- **+1+0 2/3! de PrPSc, que 0- 44 ./2/3!%,#$%$/5!#$%*0/!/=+#$%$+.8/#!2%9%&``%I4/)% 4.O$%

0-/!8 $/3!%,+%*#.8# +%4 .%C.CSc (Schutlz-Schaeffer et al., 2000). 
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1994). ;-/!<0 11 2/3!%,+%Gd?%#$2% +!%1"* !/$1#%4 .2/*/4 !2% 9% 0 %13.2% !#+.3! 0#%, !$% *#$%1 0 ,/#$% LBrown & 

Neher, 2010). ;#$% 1 0 ,/#$% !#+.3,"5"!". 2/8#$% *311#% 0 % 1 0 ,/#% ,-A0B:#/1#.% 3+% 0#$% 1 0 ,/#$% 9% 4./3!$%

présentent une activation microgliale et une augmentation des cytokines dans le SNC et dans le sang (Peyrin et 

al., 1999)>%A%0-/!$2 .%,#%0 %1 0 ,/#%,-A0B:#/1#.)%une inflammation systémique survient dans les maladies à prions, 

PrPSc $- **+1+0 !2%, !$%0#$%3.5 !#$%0R14:3."2/*+0"$%2#0$%=+#%0 %. 2#>%A</!%,#%$ 83/.%$/%0-/!<0 11 2/3!%$R$2"1/=+#%

4.383=+#% 0-inflammation chronique du SNC, du lipopolysaccharide (LPS) est administré par voie intrapéritonéale 

 +@% $3+./$% /!<#*2"#$% 4 .% 0 % 2.#170 !2#% ZF`)%  8 !2% 0- 44 ./2/3!% ,#$% $R142S1#$% *0/!/=+#$% ,#% 0 % 1 0 ,/#)% 43+.%

.#4.3,+/.#% 0#$% #<<#2$% ,-+!#% /!<0 11 2/3!% $R$2"1/=+#% (Combrinck et al., 2002). ;-injection périphérique de LPS 

exacerbe les déficits cognitifs et moteurs, accentue la perte neuronale et accélère la progression de la maladie 

(Combrinck et al., 2002 ; Cunningham et al., 2005, 2009). Le mécanisme sous-jacent 9% 0-#@ *#.7 2/3!% ,#% 0 %

maladie est encore mal connu. La réponse systémique accrue représente-t-elle une réponse aux prions ou est-elle 

4.383=+"#%4 .%0-/!<0 11 2/3!%,+%Gd? ? Aucune augmentation significative des cytokines pro-inflammatoires (IL-

&e)%HdQ- , IL-6), !/%0- ctivation des macrophages ne surviennent dans la rate des animaux infectés par les prions, 

#!% ,"4/2% ,-+!#% <3.2#%  **+1+0 2/3!% ,#% C.CSc #2% ,-+!#% <3.2#% !#+.3,"5"!".#$*#!*#)% $+55". !2% =+#% !/% 0 %

neurodégénérescence ni les dépôts de PrPSc ne sont suffisants pour induire une inflammation systémique 

(Cunningham et al., 2005). ;-/!I#*2/3!%,#%;CG%#$2% **314 5!"#%,-+!#%<3.2#%#@4.#$$/3!%,#$%*R23D/!#$%k;-1 dans le 

*#.8# +%,#$%$3+./$%/!<#*2"#$%4 .%0#$%4./3!$)%$+55". !2%+!#%"8#!2+#00#%/!<0+#!*#%,#%0-/!<0 11 2/3!%$R$2"1/=+#%$+.%

0-/!<0 11 2/3!% *#!2. 0#>% T !$% 0 % 1 0 ,/#% ,-A0B:#/1#.)% 0-/!I#*2/3!% 4"./4:"./=+#% ,#% ;CG% 9% ,#$% 13,O0#$% 1+./!$%

transgéniques exacerbe la pathologie (Kitazawa et al., 2005) et la déposition amyloïde (Brugg et al., 1995). 

;-#@ *#.7 2/3!%,#%0 %1 0 ,/#%,-A0B:#/1#.%4 .%0-/!<0 11 2/3!%$R$2"1/=+#%#2% 0- +51#!2 2/3!%,#$%*3!*#!2. 2/3!$%,#%

la cytokine IL-&e%  % "5 0#1#!2% "2"% ,"13!2."#% *:#B% 0-:311#% LHolmes et al., 2003). Aussi, IL-&e% #@ *#.7#% 0 %

neurodégénérescence et les déficits moteurs dans des modèles murins de la maladie de Parkinson (Pott Godoy et 

al., 2008N>% ?#$% ."$+02 2$% $3+0/5!#!2% 0-/143.2 !*#% ,#% 0-/!<0 11 2/3!% $R$2"1/=+#% , !$% 0#$% 1 0 ,/#$%

!#+.3,"5"!". 2/8#$% #2% $3+0O8#!2% ,#% !317.#+$#$% =+#$2/3!$% =+ !2% 9% 0 % ! 2+.#% ,#% 0-/!2#. *2/3!% #!2.#% 0#$%

compartiments inflammatoires systémiques et centraux chez les modèles murins expérimentaux de ces maladies 

et chez les patients. 

 

5.2.18(B+15'261'2-;(.257-C*21*) 

Dans le cerveau de patients atteints par la MCJ et dans des modèles murins expérimentaux des maladies 

à prions, le premier changement observé est 0- 44 ./2/on de dépôts de PrPSc dans une aire spécifique, suivie ou 

4."*","#%4 .% 0- *2/8 2/3!%1/*.350/ 0#%=+/% 4.35.#$$#%#!$+/2#% I+$=+- +@%$2 ,#$% 8 !*"$%,#% 0 %1 0 ,/#% (Williams et 

al., 1994, 1997 ; Giese et al., 1998 ; Betmouni & Perry, 1999b ; Jeffrey et al., 2000 N>% ?:#B% 0-:311#)% 0#$%

marqueurs de la microglie sont détectés par immunohistochimie dans le cerveau de patients atteints de MCJ et de 

façon plus importante que dans le cerveau de patients Alzheimer (Wojtera et al., 2012N>%;- *2/8 2/3!%1/*.350/ 0#%

est associée aux dépôts de PrPSc et semble nécessaire à la neurotoxicité (Puoti et al., 2005 ; Giese et al., 1998). 

;- *2/8 2/3!%1/*.350/ 0# est dépendante des *:"13D/!#$% 4 .% 0- *2/8 2/3!% ,#% ."*#42#+.$% $4"*/</=+#$% *3+40"$%  +@%

protéines G. Dans des expériences in vitro et in vivo)%0-#@43$/2/3!%9%C.CSc induit la sur-régulation de la chemokine 

RANTES par la voie MAPkinase-ERK1/2 provoquant la phosphorylation du facteur de transcription Egr-1 de 

RANTES. Ceci entraine la migration rapide des cellules microgliales pa.%0- *2/8 2/3!%,+%."*#42#+.%??cM%L*:#13D/!#%

receptor 5) (Marella et al., 2004, 2005). 
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Les cellules microgliales jouent un rôle de surveillance immunitaire et de défense et sont très sensibles aux 

variations de leur microenvironnement. Avec leur morphologie ramifiée, elles sont capables de se disséminer à 

travers le SNC et communiquer entre elles, avec les neurones et les cellules gliales. Dans les maladies à prions 

ainsi que la 0 %1 0 ,/#%,-A0B:#/1#., 0#$%*#00+0#$%1/*.350/ 0#$% ."43!,#!2%9% 0- 22#/!2#%!#+.3! le provoquée par les 

30/531O.#$%23@/=+#$%#2%$- *2/8#!2)%*: !5#!2%0#+.%13.4:3035/#%#2%1/5.#!2%$+.%0#%$/2#%,#%0- 22#/!2#%43+.%éliminer les 

,"7./$%*#00+0 /.#$%4 .%4: 53*R23$#)%4."8#! !2% /!$/%0- 22#/!2#%!#+.323@/=+#%,#%C.CSc>%;- 70 2/3!%4: .1 *3035/=+#%,#%

la microglie augmente le taux de PrPSc dans les cultures organotypiques de cervelet et la susceptibilité à 

0-/!<#*2/3!% 4 .% 0#$% 4./3!$% LFalsig et al., 2008). Aussi, le peptide PrP(106-126) et PrPSc stimulent les cellules 

microgliales et augmentent leur activité phagocytaire (Ciesielski-Treska et al., 2004). Cependant, une activation 

microgliale prolongée entraine une inflammation chronique, provoquant la mort neuronale par la libération de 

cytokines et chemokines pro-/!<0 11 23/.#$)%,-#/*3$ !3b,#$)%,e composés ." *2/<$%9%0-3@R5O!#, de protéases et de 

protéines du complément (Chiarini et al., 2006 ; Brown et al., 1996 ; Bate et al., 2001 ; Kreutzberg, 1996 ; Block 

et al., 2007).  

 

5.2.2. Astrogliose 

Bien que les astrocytes aient ongtemps été considérés comme des cellules passives de soutien, de 

!317.#+$#$% "8/,#!*#$% /!,/=+#!2%  +I3+.,-:+/% =+#% 0#$%  $2.3*R2#$% 4 .2/*/4#!2%  +@% 4#.<3.1 !*#$% ,+% Gd?>% k0$%

$-"2#!,#!2%#2% $#% . 1/</#!2%#2%"2 70/$$#!2%,#%!317.#+$#$%*3!!#*2/3!$% 8#*% 0#$%434+0 2/3!$%*#00+0 /.#$% ,I *#!2#$%

telles q+#%0#$%!#+.3!#$)%,- +2.#$% $2.3*R2#$%#2%0#$%8 /$$# +@%$ !5+/!$%LBrambilla et al., 2013) et sont capables de 

fournir des métabolites énergétiques aux neurones (Bélanger et al., 2011), de réguler le flux sanguin et la 

barrière hématoencéphalique (Quaegebeur et al., 2011N%#2%,#%*3!2.S0#.%0 %*3!*#!2. 2/3!%,-/3!$%#@2. *#00+0 /.#$)%,#%

neurotransmetteurs et de fluides (Danbolt, 2001 ; Kofuji & Newman, 2004 ; Simard & Nedergaad, 2004).  

T !$%,#%!317.#+$#$%1 0 ,/#$%!#+.3,"5"!". 2/8#$)%0#$% $2.3*R2#$%$- *2/8#!2%#2%*:angent leur morphologie 

et leurs propriétés biochimiques. Cette condition est appelée « astrocyose réactive. » Les astrocytes réactifs 

synthétisent de nombreuses enzymes et cytokines dont, par exemple, le TNF-  et des prostaglandines qui 

contrôlent la libération de glutamate dépendante de Ca2+ par les astrocytes (Santello et al., 2011 ; Bezzi et al., 

1998, 2001 ; Domercq et al., 2006). Cette libération a été impliquée dans la mort cellulaire excitotoxique de 

cultures mixtes neurones-glie (Bezzi et al., 2001). De plus, les variations de la concentration intracellulaire de 

Ca2+ =+/%*3!2.S0#!2%0 %0/7". 2/3!%,#%50+2 1 2#%4 .%0#$% $2.3*R2#$%#2%$R!*:.3!/$#!2%0- *2/8/2"%!#+.3! 0#% +%$#/!%,-+!%

même réseau qui sont fréquentes chez les astrocytes quiescents sont inexistantes chez les astrocytes réactifs in 

situ (Aguado et al., 2002). Dans les maladies à prions, la libération de glutamate diminue après la stimulation par 

la cytokine TNF-  ,#% 2. !*:#$%,-:/443* 14#% /!<#*2"#$% 4 .%cZ;% LBrambilla et al., 2013). Ceci suggère que les 

astrocytes réactifs sont capables de pertuber les fonctions neuronales en conditions pathologiques. 

Dans les maladies à prions, d#$%  $2.3*R2#$% :R4#.2.34:/"$% 3!2% ,- 73.,% "2"% ,"*./2$% 4 .% ,#$% 2#*:!/=+#$%

,-/14."5! 2/3!$%1"2 00/=+#$%#2%40+$%."*#11#!2%4 .%0#%1 .=+ 5#%,#%0 %4.32"/!#%[QAC%Lglial fibrillary acidic protein) 

associée au cytosquelette dans les aires de spongiose. Lorsque la dégénérescence et la mort neuronale sont 

/143.2 !2#$)%0- $2.350/#%4.30/<O.#%#2%.#140 *#%0#$%"0"1#!2$%*#00+0 /.#$>%; %4.30/<". 2/3!% $2.350/ 0#%#$2%<3.2#%, !$%0#$%

couches profondes du cortex cérébral. Dans le cervelet, la prolifération de la glie de Bergman est fréquente dans 

,#%!317.#+@%* $%,-FGH. Une corrélation entre la déposition de PrPSc et la prolifération de la glie a été décrite 

, !$%,#%!317.#+@%* $%,-FGH%LDeArmond et al., 1987, 1993 ; Giese et al., 1998). L-#@43$/2/3!% +%4#42/,#%C.CLf]-

146), un modèle de mutation de PrPC dans la maladie de GSS, entraîne une importante prolifération astrocytaire 
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et la mort des neurones corticaux de rat en culture (Fioriti et al., 2007). Les astrocytes synthétisant de 

nombreuses cytokines proinflammatoires dans le cerveau de modèles animaux expérimentalement infectés par 

0#$% 4./3!$% #2% ,#% 4 2/#!2$%  22#/!2$% ,-FGH% LCampbell et al., 1994 ; Kim et al., 1999 ; Tribouillard-Tanvier et al., 

2009), il reste à savoir si les astrocytes contribuent à la progression ou à la protection des neurones dans les 

maladies à prions.  

 

5.3. Spongiose 

La spongiose du tissu nerveux central est une signature pathologique spécifique des maladies à prions. 

Des observations en microscopie électronique par transmission montrent des vacuoles de 5 à 40 µm se formant 

dans le neuropile, dans les dendrites et plus rarement dans les axones, myélinisés ou non, et dans le soma des 

neurones (Jeffrey et al., 1992). Les vacuoles sont toujours liées à la membrane et contiennent des vacuoles 

secondaires et du matériel « pelucheux o%,#%*3143$/2/3!% /!*3!!+#>%;#$%8 *+30#$%4#+8#!2%U2.#%#!23+."#$%,-+!#%

simple ou double membrane bien que les larges vacuoles en soient dépourvues ou alors la membrane présente 

,#$% ,/$*3!2/!+/2"$>% ;#$% 8 *+30#$% 3!2% "5 0#1#!2% "2"% ,"*./2#$%  4.O$% 0-37$#.8 2/3!% ,+% 2/$$+% #!% 1/*.3$*34/#%

électronique à balayage qui montre des altérations membranaires, des membranes amorphes et des petites 

vésicules qui correspondent à celles observées par microscopie électronique par transmission (Chou et al., 1980). 

Un second type de larges vacuoles est trouvé dans la gaine de myéline contenant des axones endommagés, 

remplis de neurofilaments et de corps denses aux électrons (Liberski et al., 1989). 

; %,/$2./7+2/3!%,#$%8 *+30#$%, !$%0#%Gd?%#2%0-/!2#!$/2"%,#%0 %$43!5/3$#%,"4#!,#!2%,#%0-:S2#%L#$4O*#)%<3!,%

génétique) et de la souche de prion. Chaque souche de prion va en effet provoquer une spongiose précise chez 

0-:311#%#2% *:#B% 0- !/1 0,  /!$/% =+-#@4"./1#!2 0#1#!2% *:#B% 0#$% $3+./$% ,#% ,/<<".#!2$% <3!,s génétiques (Fraser & 

Dickinson, 1973N>% ; % ,/$2./7+2/3!% ,#$% 8 *+30#$% #$2% 7/0 2". 0#% #2% $R1"2./=+#% , !$% 0-#!*"4: 0#% LFraser, 1979). 

Cependant, des lésions asymétriques peuvent se développer dans le cerveau de souris injectées avec certaines 

souches de prion (87A, 31A, 125A) par la voie intra-cérébrale et intra-péritonéale (Bruce & Fraser, 1982). La 

spongiose sera également asymétrique dans le colliculus contralatéral  4.O$%0-/!I#*2/3!%/!2. -occulaire de la souche 

ME7 chez la souris (Fraser, 1982). Les caractéristiques de ces vacuoles ont été utilisées pour classifier les 

différentes souches de prion (Betmouni et al., 1999a). 

Spongiose et infectivité ne semblent pas corrélées. En 1985, Cole & Kimberlin montrent chez des souris 

(Compton White) infectées par la souche de prion 139A (i.p.) que la vacuolisation est ,- 73., détectée dans le 

2.3!*%*"."7. 0%#2%!#%4.35.#$$#%=+-#!$+/2#%8#.$%,- +2.#$ ."5/3!$%,#% 0-#!*"4: 0#>%?#$% ."5/3!$%4."$#!2#!2%,"I9%+!%

!/8# +% /143.2 !2% ,-/!<#*2/3$/2"%  8 !2% 0- 44 ./2/3!% ,#% 0 % $43!5/3$#>% Aussi, de nombreuses régions où la 

vacuolis 2/3!%!-#$2%4 $%,"2#*2"#%$3!2%,"5"!".#$*#!2#$>%;-/11+!3:/$23*:/1/#%13!2.#%=+#%C.CSc $- **+1+0#% 8 !2 

la spongiose qui !- 44 . /2 =+-9%+!% $2 ,#% 40+$%  8 !*"% ,#% 0 %1 0 ,/#% LHadlow et al., 1974 ; Cole & Kimberlin, 

1985 ; Fraser & Dickinson, 1967, 1973)13.  

La ! 2+.#)%0-3./5/!# et le développement des vacuoles dans les ESTs sont encore controversés. Baker et al 

(1990) suggèrent que les vacuoles à simple membrane présentes dans les dendrites et les axones dans le 

cerveau de singes atteints par les ESTs, proviennent du réticulum endoplasmique lisse (REL) dilaté. Cependant, il 

!-#@40/=+#% 4 $% 0-3./5/!#% ,#$% 8 *+30#$% 9% ,3+70#% 1#17. !#% 4."$#!2#$% , !$% 0#$% !#+./2#$% =+/% !#% $3!2%

                                                      
13 k0% #@/$2#%,#% . .#$% 8 ./ !2$%,-FGH$%3v% 0 % $43!5/3$#%#$2% 0/1/2"#%#2% <3* 0#% 2#0$% =+#% 0-/!$31!/#% < 2 0#% < 1/0/ 0#% *:#B% 0 =+#00#% 0 %

spongiose est confinée dans certains noyaux thalamiques (Liberski & Ironside, 2005). 
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vraisemblablement pas originaires du REL. La perturbation du cytosquelette (microtubules, neurofilaments) 

entraîn#. /2% 0- ..U2% ,+% 1"* !/$1#% ,#% 2. !$43.2% , !$% 0#$% !#+./2#$% 4.383=+ !2% 0#% 53!<0#1#!2% ,-organites (REL, 

1/23*:3!,./#$N%#2%43+.. /2%U2.#%9%0-3./5/!#%,#%0 %$43!5/3$#>%?#22#%:R432:O$#%.#$2#%*#4#!, !2%4 .2/#00#%#2%!#%4.#!,%

pas en compte la présence de vacuoles dans la myéline détectée en microscopie électronique par transmission 

(Jeffrey et al., 1992N>%k0%#$2%/!2".#$$ !2%,#%*3!$2 2#.%=+#%0- **+1+0 2/3!%,#%0/4/,#$%, !$%0#%*#.8# +%,#%$3+./$%!#%

correspond pas à la distribution des vacuoles, suggérant que leur formation ne requiert pas la néosynthèse de 

lipides (Mackenzie & Wilson, 1966). Une autre possibiité est que la formation de canaux dans les membranes 

lipidiques par le peptide neurotoxique PrP(106-126) ou PrPC augmente la perméabilité membranaire, perturbant 

les gradients ioniques et provoque une augmentation de la pression osmotique des organites (Kourie, 2002). Ceci 

pourrait provoquer le gonflement des compartiments acides tels que les lysosomes contenant PrPSc et mènerait à 

la formation des vacuoles. 

 

5.4. Altération des systèmes de neurotransmission, atrophie dendritique et perte 

synaptique 

La diminution progressive du nombre de synapses causée par la dégénérescence des compartiments 

présynaptiques, la perte des épines dendritiques et la perturbation de la plasticité synaptique sont décrites chez 

les patients et dans de nombreux modèles murins infectés par les prions.  

 

5.4.1. Dégénérescence synaptique et perte des épines dendritiques 

La diminution des concentrations de protéines synaptiques telles que la synaptophysine, p38, la 

synaptosomal-associated protein (SNAP-25), la syntaxine-1, la synapsine-&)% 0- - #2% 0 % e-synucléine et Rab3a 

implique que la transmission synaptique est modifiée chez les patients attei!2$%,-FGH%LClinton et al., 1993 ; Ferrer 

et al., 2000 ; Sisó et al., 2002 ; Russelakis-Carneiro et al., 2004). Des altérations synaptiques sont détectées chez 

0-:311#%  +@% 4.#1/#.$% $2 ,#$% ,#% 0 %1 0 ,/#>% ;-/14."5! 2/3!% ,#%[305/% ." 0/$"#% , !$% ,#$% 7/34$/#$% *"."7. 0#$% ,#%

deux patients atteints de MCJ met en évidence la perte des épines dendritiques des cellules pyramidales du 

cortex cérébral avant la mort neuronale et montre des distensions des dendrites et des axones (Landis et al., 

1981). Ces changements sont aussi observés dans le cortex cérébral #2%, !$%0-:/443* 14#%,#%13,O0#$% !/1 +@%

infectées expérimentalement par la tremblante (Landis et al., 1981 ; Hogan et al., 1987 ; Brown et al., 2001). 

A+$$/)%+!#%4#.2#%,#$%"4/!#$%,#!,./2/=+#$%#2%0- 02". 2/3!%,#%0 %13.4:3035/#%,#$%"4/!#$%,#$%cellules de Purkinje sont 

décrites dans des cultures organotypiques de cervelet de souris Tga20 infectées par la souche RML (Campeau et 

al., 2013). 

 Des cas de patients atteints de maladie à prions ,-3./5/!#%5"!"2/=+#)%4.383=+"#%4 .%,#$%/!$#.2/3!$%, !$%

les répétitions ,-3*2 4#42/,#$%de PrPC, présentent une perte synaptique importante alors que les corps cellulaires 

sont préservés, suggérant que la perte synaptique précède la mort neuronale (Clinton et al., 1993). Ces données 

sont confirmées chez la souris transgénique Tg(PG14) exprimant une PrPC mutée dans les répétitions 

,-3*2 4#42/,#s (Senatore et al., 2012). Dans des modèles murins infectés par différentes souches de prion, le 

marquage immunohistochimique de la synaptophysine qui marque les terminaisons présynaptiques a été utilisé 

pour démontré une perte synaptique quantifiée notamm#!2%, !$%0-:/443* 14#%/!<#*2"%4 .%ZF`)%]];%#2%`'A)%, !$%

le thalamus ventral, postérolatéral et médial infecté par ME7 et 79A et dans les lobules simple et crus du cervelet 

infecté par 22L et ME7 (Cunningham et al., 2003 ; Hilton et al., 2013). La dégénérescence synaptique a été 
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,"*./2#%, !$%0-:/443* 14#%,#%$3+./$%/!<#*2"#$%4 .%0 %$3+*:#%ZF`)%f`W)%cZ;)%`'A)%#2%]];%#2%$+.8/#!2% 8 !2%0 %13.2%

des neurones pyramidaux (Belichenko et al., 2000 ; Jeffrey et al., 2000 ; Brown et al., 1997b, 2001 ; Mallucci et 

al., 2007 ; Gray et al., 2009 ; Sisková et al., 2009 ; Hilton et al., 2013). Jeffrey et al décrivent en effet la première 

,"5"!".#$*#!*#% @3! 0#%#2%0 %4#.2#%$R! 42/=+#%, !$%0-:/443* 14#%passé 34-Y]h%,#%0 %4"./3,#%,-/!*+7ation dans 

le cerveau de souris de génotype C57Bl/6J x VM/Dk infectées par ME7, tandis que la mort neuronale survient 

passé `]h%,#%0 %4"./3,#%,-/!*+7 2/3!%LJeffrey et al., 2000). La neurodégénérescence synaptique peut par ailleurs 

être corrélée aux changements comportementaux observés chez la souris tels que le déficit de reconnaissance 

,-37I#2)% 0- *2/8/2"% 132./*#% 4#.2+.7"#% ,"2#*2"#% 03.$% ,#$% 2#$2$% ,-open-field, les problèmes moteurs ou encore la 

diminution de la consommation de glucose (Cunningham et al., 2003 ; Mallucci et al., 2007 ; Senatore et al., 

2012 ; Hilton et al., 2013N>%T !$%0#%*#.8#0#2)%,#$%4.32"/!#$%$R! 42/=+#$%$- **+1+0#!2%, !$%0#%$31 %#2%0- @3!#%,#$%

cellules de Purkinje suggérant un déficit du transport axonal dans des modèles murins infectés par la tremblante 

(Ferrer, 2002 ; Sisó et al., 2002). Les mécanismes sous-jacents à la perte des épines dendritiques et aux déficits 

synaptiques dans les maladies à prions sont encore mal-connus et pourraient être causés par la perte de PrPC du 

fait de sa conversion en PrPSc et/ou de la présence de PrPSc neurotoxique. 

Les terminaisons présynaptiques sont le site initial de la dysfonction synaptique, suivie par la perte 

dendritique et ces deux altérations précèdent la mort neuronale (Belichenko et al., 2000 ; Jeffrey et al., 2000 ; 

Landis et al., 1981 ; Fuhrmann et al., 2007 ; Gray et al., 2009 ; Hilton et al., 2013). La perte dendritique est 

*3.."0"#%9%0- 44 ./2/3!%,#%0 %$43!5/3$#% +@%4.#1/#.$%$2 ,#$%,#% 0 %1 0 ,/#>%i/#!%=+#%$3!%1"* !/$1#%!#%$3it pas 

#!*3.#% 7/#!% ,"</!/)% ,#$% *: !5#1#!2$% ,#% 0-#@4.#$$/3!% #2% ,+% *0/8 5#% de la protéine Notch-1 impliquée lors du 

développement dans la croissance et la maturation dendritique sont détectés in vivo chez des souris infectées par 

la tremblante et in vitro dans des cultures de cellules N2A (Ishikura et al., 2005N>%;- 7$#!*#%,#%C.CC du fait de sa 

conversion en PrPSc altère la neurotransmission glutamatergique, sérotoninergique et dopaminergique et de façon 

moins importante, la transmission GABAergique. 

 

5.4.2. Régulation de la neurotransmission 

Chez les souris transgéniques Tg(PG14) mentionnées plus haut qui expriment une PrPC mutée dans la 

répétition ,-3*2 4#42/,#$)%0#$%,"</*/2$%132#+.$%4."*O,#!2%0 %4#.2#%$R! 42/=+#%#2%$3!2% $$3*/"$%9%0- 02". 2/3!%,#%0 %

neuro2. !$1/$$/3!%50+2 1 2#.5/=+#%, !$%0#$%*#00+0#$%5. !+0 /.#$%,+%*#.8#0#2%,+%< /2%,-+!#%4#.2+.7 2/3!%,#%0-/!<0+@%

de calcium à travers les canaux calcium voltage-dépendants (Senatore et al., 2012N>%T- +2.#$%2. 8 +@%13!2.#!2%

que PrPC 13,+0#% 0-#@4.#$$/3!% ,#$% ."*epteurs NMDA et kainate (Khosravani et al., 2008), augmentant 

0-#@*/2323@/*/2"%0/"#% +%50+2 1 2#%#2%0-#@*/2 7/0/2"%,#$%!#+.3!#$%#2%$+55". !2%+!#%4#.2+.7 2/3!%,#%0 %432#!2/ 0/$ 2/3!%

9%03!5%2#.1#%L;HCN>%F!%#<<#2)%,#$%,3!!"#$%4/3!!/O.#$%,-"0#*2.34:R$/3035/#%3nt établi que les souris knock-out pour 

le gène Prnp 4#.,#!2% 0#+.% * 4 */2"% ,-#!2.#.% #!% ;HC% LCollinge et al., 1994 ; Curtis et al., 2003). De même, 

0-#!.#5/$2.#1#!2%"0#*2.34:R$/3035/=+#%,#%2. !*:#$% /5y#$%,-:/443* 14#%,#%$3+./$%/!<#*2"#$%4 .%0 %$3+*:#%,#%4.ion 

ME7 montre une diminution de la LTP comparée aux sauvages (Chiti et al., 2006), ce qui suggère que PrPC 

contrôle la plasticité synaptique.  

; %!#+.32. !$1/$$/3!%50+2 1 2#.5/=+#%!-#$2%4 $% 0 %$#+0#% 22#/!2#>%T#$%4#.2+.7 2/3!$%4$R*:/ 2./=+#$%#2%,+%

comport#1#!2% L,"4.#$$/3!)%  !@/"2")% /!$31!/#)% $R142S1#$% ,#% ,3+0#+.% #2% ,-: 00+*/! 2/3!N% $+.8/#!!#!2% *:#B% ,#$%

patients atteints de variants de la MCJ (Zeidler et al 1997 ; Henry et al., 2002 ; Spencer et al., 2002), suggérant 

un déficit de la transmission séroto!#.5/=+#>%;- ! 0R$#%,#%0 %2 /00#%,#$%!#+.3!#$%#@4./1 !2%0-#!BR1#%2.R4234: !#%

hydroxylase dans le raphé dorsal montre que celle-ci augmente chez les patients atteints de MCJ et FFI, 
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suggérant une hyperactivité du système séroto!#.5/=+#% 9% 0-3./5/!#% ,#$% $R142ômes psychiatriques observés 

(Wanschitz et al., 2000 ; Fraser et al., 2003). Au contraire, chez des hamsters infectés par la souche 263K, la 

concentration en sérotonine diminue (Bareggi et al., 2003). De même chez des souris infectées par la souche 

,-#!*"4halopathie spongiforme bovine 6PB1 J% 0 % 2#*:!/=+#% ,-EC;?% LHigh Pressure Liquid Chromatography) 

mesure une diminution significative de la sérotonine dans le cerveau des souris infectées et cette diminution est 

corrélée à une perturbation du rythme circadien et à une hyperalgésie. De plus, une perte significative des 

neurones sérotonergiques dans le noyau du raphé est quantifiée chez les souris infectées par 6PB1 et chez des 

souris déficientes en PrPC (Vidal et al., 2009).  

; %*3!*#!2. 2/3!%,-+!% +2.#%!#+.32.ansmetteur aminergique, la dopamine, est diminuée dans le striatum 

de rats infectés par la tremblante (Bassant et al., 1986). La concentration de dopamine diminue dans le cortex 

préfrontal de souris déficientes en PrPC. La colocalisation de PrPC avec les neurones et les synapses 

dopaminergiques dans le striatum suggère un rôle important de PrPC dans ces neurones (Rial et al., 2014). 

Des souris transgéniques exprimant PrPC tronquée de son groupement GPI présentent une augmentation 

,#% 0-/!:/7/2/3!% [AiA#.5/=+#% #2% +!#% ,/1/!+2/3!% ,#% 0 % * 4 */2"% ,#$% !#+.3!#$% ,-#!2.#.% #!% ;HC)% *3.."0"#% 9% +!#%

,/1/!+2/3!%,#%0- 44.#!2/$$ 5#% +%2#$2%,#%i .!#$%LTrifilo et al., 2008N>%;-/!<#*2/3!%,-: 1$2#.$%$R./#!$ par la souche 

de prions Sc237 entraîne la disparition de nombreux boutons synaptiques terminaux et l- 02". 2/3!%,#%0  libération 

de GABA (Bouzamondo-Bernstein et al., 2004N>% V!% ,"</*/2% ,#% 0 % 2. !$1/$$/3!% [AiA#.5/=+#% !-#$2% 43+.2 !2% 4 $%

détecté  8#*%,- +2.#$%$3+*:#$%,#%4./3!$%*311#%]]; (Quinn et al., 1988) et 139A (Iqbal et al., 1985). 

 

5.5. Mort neuronale 

La mort neuronale est une conséquence * . *2"./$2/=+#%,#$%1 0 ,/#$%9%4./3!$>%?:#B%0-:311#%#2%, !$%,#$%

13,O0#$% #@4"./1#!2 +@% ,#$% 1 0 ,/#$% 9% 4./3!$)% 0#% $2.#$$% 3@R, 2/<)% 0- 43423$#% #2% 0- +234: 5/#% $3!2%  *2/8"$% #2%

contribuent à la mort neuronale. Celle-*/% #$2% *3.."0"#% 9% 0- $2.350/3$#)% 0- *2/8 2/3!% 1/*.350/ 0#% #2% 0#$% ,311 5#$%

axonaux (Budka, 2003). Chaque ESTs possède un tropisme neuronal différent dans les aires cérébrales, chez 

0-:311#% #2% 0- !/1 0>% ;#% 2: 0 1+$)% 0#% *3.2#@% *érébral et le cervelet sont les structures le plus fréquemment 

23+*:"#$)%$+55". !2%0-#@/$2#!*#%,#%< *2#+.$%,#%8+0!". 7/0/2"%,#$%!#+.3!#$% +@%4./3!$> 

La maladie de Creutzfeldt-Jakob a des origines familiales (polymorphisme M/V au codon 129 de Prnp) ou 

sporadiques. Dans la maladie de Creutzfeldt-s D37%,-3./5/!#%$43. ,/=+#)%0 %4#.2#%,#$%*#00ules du noyau basal de 

Meynert, des cellules granulaires du cervelet et de manière moins importante des cellules de Purkinje est 

détectée (Budka, 2000 ; Yang et al., 1999). Malgré le lien anatomique existant entre les cellules de Purkinje et les 

*#00+0#$%5. !+0 /.#$)% +*+!#%*3.."0 2/3!%!-#$2%,"*./2#%#!2.#%0 %13.2%,#%*#$%,#+@%2R4#$%*#00+0 /.#$%, !$%0 %1 0 ,/#%

de Creutzfeldt-Jakob (Yang et al., 1999). Dans le variant de la maladie de MCJ, une perte des cellules de Purkinje 

#2%,#$%*#00+0#$%5. !+0 /.#$%#$2%=+ !2/</"#%, !$%0#%*#.8#0#2)% /!$/%=+#%, !$%0#%2: 0 1+$%1",/ 0%#2%0-30/8#%/!<"./#+.#%

(Parchi et al., 2011 ; Armstrong et al., 2009 ; Faucheux et al., 2009, 2011 ; Choi et al., 2011). La perte neuronale 

, !$%0 %Z?s%,-3./5/!#%< 1/0/ 0#%*3!*#.!#%0-:/443* 14#)% 0#%2: 0 1+$%#2%,#%1 !/O.#%13/!$%/143.2 !2#)%0#%*#.8#0#2%

(Moda et al., 2012 ; Kim et al., 2013 ; Shimizu et al., 2009). Dans la maladie de GSS, une perte importante des 

cellules de Purkinje et des neurones des noyaux profonds (noyau denté) survient dans le cervelet (Yang et al., 

1999N>%T !$% 0-/!$31!/#% < 2 0#% < 1/0/ 0#)% 0 %13.2%!#+.3! 0#%#$2%,"*./2#%, !$% 0#% 2: 0 1+$%#2% 0#%*3.2#@%*"."7. 0)% 0#%

$2./ 2+1%#2%0- 1R5, 0#%LPiao et al., 2005). 
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Dans les modèles murins expérimentaux des maladies à prions, la mort neuronale est importante au cours 

de la progression de la maladie. Dans le cerveau de souris infectées par ME7, une perte importante des neurones 

(95%) survient dans le noyau géniculé dorsal latéral (Jeffrey et al., 1995). La mort neuronale par apoptose a lieu 

, !$%0#%*3.2#@%*"."7. 0)%0#%$2./ 2+1)%0-:/443* 14#%#2%0#%*#.8#0#2%,#%$3+./$%/!<#*2"#$%4 .%0 %$3+*:#%a(&W)%f`W)%]]A%

et ME7 (Lucassen et al., 1995 ; Williams et al., 1997 ; Fraser et al., 1996). Le groupe de Fraser (1996) rapporte 

"5 0#1#!2%0 %13.2%,#$%4:323."*#42#+.$%,#%0 %."2/!#% 4.O$%0-/!<#*2/3!%,#$%$3+./$%4 .%ZF`>%;-/!<#*2/3!%4 .%0 %$3+*:#%

87V entraîne une perte neuronale .#$2.#/!2#% 9% 0 % *3.!#% ,-Ammon ]% , !$% 0-:/443* 14#)% 2 !,/$% =+-+!#% 13.2 

/143.2 !2#%#$2%,"2#*2"#%, !$%0 %*3.!#%,-A113!%1 infectée par ME7 (Jeffrey et al., 2000 ; Jamieson et al., 2001). 

Chez les souris infectées par ME7, 22L ou 79A, une perte importante des neurones du thalamus est quantifiée 

dans de nombreux noyaux incluant les noyaux géniculés latéraux dorsaux, les noyaux médians et latéraux 

rostraux postérieurs et le groupe postérieur (Cunningham et al., 2005). Le comptage des neurones pyramidaux 

de CA1 et des cellules de Purkinje du cervelet montrent une perte neuronale massive. Dans un modèle 

expérimental de la MCJ (souche Fujisaki), la perte neuronale par apoptose a été mesurée dans de nombreuses 

aires cérébrales telles que le cortex cérébelleux, le cortex cérébral, le colliculus supérieur, le thalamus, 

0-:R432: 0 1+$% #2% 0 % 13#00#% ,3.$ 0#% LJesionek-Kupnika et al., 2001). Ces résultats indiquent que des aires 

cérébrales sont spécifiquement atteintes par la neurotoxicité des prions et ce, en fonction de la souche de prion. 

 

5.6. Spécificité neuronale de la vulnérabilité aux prions 

De nombreuses évidences indiquent que certains types neuronaux meurent préférentiellement dans les 

maladies à prions. Par exemple, la perte de cellules GABAergiques a été décrite chez des hamsters infectés par la 

tremblante dans le thalamus et le cortex cérébral (Bouzamondo-Bernstein et al., 2004) et chez des chèvres 

naturellement atteintes par la tremblante, dans le cervelet, le striatum et le thalamus. Les neurones 

GABAergiques exprimant la parvalbumine, un ch"0 2#+.%,+%* 0*/+1)%$3!2%40+$%$#!$/70#$%9%0-/!<#*2/3!%4 .%0#$%4./3!$%

*:#B%0-:311#%LGuentchev et al., 1997 ; Belichenko et al., 1999) et dans des modèles expérimentaux de maladies 

à prions (Guentchev et al., 1998). Cette vulnérabilité est précoce après 0-/!<#*2/3!%#2%.#4."$#!2#%+!%,#$%4.#1/#.$%

*: !5#1#!2$%,"2#*2"#$% 4.O$% 0-/!<#*2/3!%LGuentchev et al., 1998). Des études plus récentes montrent chez des 

souris déficientes en parvalbumine infectées par la souche de tremblante 139A, que la parvalbumine elle-même 

!-#$2% 4 $%,/.#*2#1#!2% /1pliquée , !$% 0#%1"* !/$1#%,#%13.2% !#+.3! 0#% #2% !-#$2% =+-+!%1 .=+#+.% ,#$%!#+.3!#$%

plus sensibles aux effets neurotoxiques des prions (Voigtländer et al., 2008).  

La neurotoxicité de PrPSc touche également les régions cérébrales riches en sérotonine et en particulier 

le mésencéphale (Fraser et al., 2003 ; Vidal et al., 2009) Les neurones sérotoninergiques du noyau du raphé 

$+7/$$#!2%+!#%4#.2#%/143.2 !2#%*:#B%0#$%$3+./$%/!<#*2"#$%4 .%0 %$3+*:#%,-FGi%_Ci&% +%$2 ,#%*0/!/=+#%,#%0 %1 0 die 

(Vidal et al., 2009N>% ;- 22#/!2#% ,+% $R$2O1#% $".323!/!#.5/=+#% ."$+02#% #!% 0 % ,/1/!+2/3!% ,#% 0 % *3!*#!2. 2/3!% ,#%

sérotonine dans le SNC et le sang (Brun et al., 1971 ; Rohwer et al., 1981 ; Bareggi et al., 2003 ; Vidal et al., 

2009), en des variations de 0- *2/8/2"% ,#% 0-#!BR1#% ,#% $R!2:O$#% ,#% 0 % $".323!/!#)% 0 % 2.R4234: !#% :R,.3@R0 $#%

(Fraser et al., 2003 ; Wanschitz et al., 2000), la réduction des récepteurs et du transporteur de la sérotonine 

(Fraser et al., 2003 ; Klöppel et al., 2002). 
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Chapitre I 

Principaux points évoqués 
 

 

% ; % *3!8#.$/3!%,#% 0 % 4.32"/!#% 4./3!% *#00+0 /.#%,#% 0-:S2#% #!%4.32"/!#%

4./3!%4 2:3035/=+#% 1R03b,#%e-40/$$"#%=+/%$- **+1+0#%, !$%,#$%."5/3!$%

cérébrales spécifiques est le mécanisme central des maladies à prions. 

 

% La protéine prion cellulaire fixée par un groupement GPI dans des 

radeaux lipidiques de la membrane plasmique forme avec différents 

0/5 !,$% +!% *3140#@#% 1 *.3130"*+0 /.#% =+/% #$2% * 4 70#% ,- *2/8#.% ,#%

nombreuses voies de signalisation neuroprotectrices. 

 

% Les maladies à prions sont caractérisées par la spongiose du tissu 

!#.8#+@)% 0-/!<0 11 2/3!%,+%Gd?%2. ,+/2#%4 .% 0- *2/8 2/3!%1/*.350/0 0#%#2%

0 % 4.30/<". 2/3!% ,#$%  $2.3*R2#$)% 0- 2.34:/#% ,#!,./2/=+#)% 0 % 4#.2#%

synaptique et la mort neuronale. 

 

% La neurotoxicité des prions infectieux affecte des populations 

neuronales spécifiques en fonction de la souche de prion et de 

paramètres cellulaires locaux encore mal connus qui influencent la 

pathogenèse des prions. 
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CHAPITRE II 

 

Mécanismes de mort neuronale 

 

 

La mort cellulaire est un processus i!,/$4#!$ 70#%9%0-:31"3$2 $/#%,#$ tissus #2%,#%0-3.5 !/$1#, permettant 

,-"0/1/!#.%0#$%*#00+0#$%$+.!+1". /.#$%03.$%,+%,"8#0344#1#!2)%0#$%*#00+0#$%dysfonctionnelles, les cellules ectopiques 

ou encore les cellules infectées par un virus ou une bactérie (Levine et al., 1993). Les voies de mort cellulaire 

sont classées selon des critères enzymologiques (implication ou non de nucléases ou de protéases telles que les 

caspases, les calpaïnes, les cathepsines et les transglutaminases), morphologiques (apoptose, autophagie, 

!"*.3$#zN)%,#$% $4#*2$%<3!*2/3!!#0$%L4:R$/3035/=+#%8#.$+$%4 2:3035/=+#)%4.35. 11"#%8#.$+$% **/,#!2#00#N%3+%,#$%

caractéristiques immunologiques (immunogénique ou non) (Kroemer et al., 2009 ; Galluzzi et al., 2011). 

;- *2/8 2/3!% inapropriée de la mort cellulaire est impliquée dans de nombreuses pathologies neurodégénératives 

2#00#$%=+#%0 %1 0 ,/#%,-A0B:#/1#.%LLoo et al., 1993 ; Su et al., 1994), de Parkinson (Singh & Dikshit, 2007) ou les 

maladies à prions (Giese et al., 1995). Par ailleurs, la suppression ,#% 0- 43423$# est une des signatures de 

nombreux types de cancers (Hanahan & Weinberg, 2000) et intervient lors de maladies auto-immunes 

(Thompson, 1995).  

Au cours de ma thèse, je me suis intéressée aux mécanismes de mort neuronale activés dans les maladies 

à prions et en particulier la voie autophagique et la voie apoptotique. Nous verrons que considérer la voie 

 +234: 5/=+#%*311#%+!%1"* !/$1#%,#%13.2%!#+.3! 0#%#$2% +I3+.,-:+/%8/8#1#!2%*3!2#$2">%F00#%entre pourtant en 

jeu dans de nombreuses pathologies)%,- 73.,%*311#%+!%1"* !/$1#%4.32#*2#+.%1 /$ sa dérégulation peut mener 

9%0- 43423$#>%F!%#<<#2)%#00#%4#+2%U2.#%0#%1"* !/$1#%4."*+.$#+.%,#%0- 43423$#%3+%,#8#!/.%+!%4.3*#$$+$%,#%,/5#$2/3!%

destructeur qui dégrade 4 .% #@#140#% ,#$% < *2#+.$% ,#% $+.8/#% 3+%,#$% /!:/7/2#+.$% ,#% 0- 43423$#)%  *2/8 !2%  /!$/% 0 %

* $* ,#% 434232/=+#>%;- +234: 5/#% I3+#. /2%,3!*%+!%.S0#%$3/2%4.32#*2#+.%$3/2%,#$2.+*2#+.%#2% 0 %7 0 !*#%#!2.#% 0#$%

,#+@%#$2%9%*3!$/,".#.% 03.$%,#% 0-"0 73. 2/3!%,#%$2.atégies thérapeutiques>%;- 43423$#%#$2%+!%1"* !/$1#%,#%13.2%

neuronale programmé induit par des signaux internes ou externes à la cellule. Je décrirai ces deux voies dans ce 

chapitre. 

 

D8(B+1?-?'-0) : mort programmée de type I 

;- 43423$#%#$2% +!%4.3*#$$+$% *3140#@#% #$$#!2/#0%  +%,"8#0344#1#!2% #2%  +%1 /!2/#!%,#%!317.#+@% 2/$$+$>%

A+$$/)% /0% $- 5/2% ,-+!% 1"* !/$1#% ,#% ,"<#!$#% *3!$"*+2/<% 9% ,#$% ." *2/3!$% /11+!#$% #2% =+/% /!2#.8/#!2% 03.$=+#% 0#$%

cellules sont endommagées (revues : Gimsa et al., 2013 ; Norbury & Hickson, 2001N>%V!#%*#00+0#%$-#!5 5#%, !$%

un processus de mort apoptotique 03.$=+-#00#% 22#/!2%+!#%4: $#%/.."8#.$/70#%,"</!/#%4 .%,#$%*./2O.#$%7/3*:/1/=+#$%

2#0$% =+#% 0- *2/8 2/3!% 1 $$/8#% ,#$% * $4 $#$14, la perte de la perméabilité transmembranaire mitochondriale, la 

0/7". 2/3!% ,-#!BR1#$% * 2 0R2/=+#$% 3+% ,- *2/8 2#+.$% ,#% *#$% #!BR1#$% 3+% $/% 0 % *#00+0#% 4."$#!2#%  +% 13/!$% +!% ,#$%

critères moléculaires et morphologiques suivants définis par le Comité de Nomenclature de la Mort Cellulaire de 

                                                      
14 k0%#@/$2#%40+$/#+.$%2R4#$%,#%13.2%*#00+0 /.#%!-/140/=+ !2%4 $%0#$%* $4 $#$%L[ ../,3%w%X.3#1#.)%]((YN> 
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2012 (Nomenclature Committee on Cell Death) : la perte de son intégrité membranaire, la fragmentation 

cellulaire et nucléaire qui forme les « corps apoptotiques » ou la phagocytose de ces corps par une cellule 

adjacente (Galluzzi et al., 2012). Bien que la capacité ,- +23,#$2.+*2/3!%,#$%*#00+0#$% /2%"2"%,"*3+8#.2#% +%XIXème 

siècle (Vogt, 1842)15, le groupe de Kerr introduit en 1972, le terme « apoptose » (du grec  {|{}~���, apo- : 

« loin de » et �ptosis : « chute ») pour désigner la mort cellulairre déclenchée par le tissu en conditions 

physiologique ou pathologique. ;- ! 0R$#%#! microcopie électronique par transmission de la glande surrénale de 

rat au stade embryonnaire montre la formation de corps apoptotiques à partir de la condensation du noyau 

(chromatine, ADN) et du cytoplasme (organitesN% $+/8/#% ,#% 0 % <. 51#!2 2/3!% ,#% 0-ATd% 4 .% ,#$% #!,3!+*0" $#$%

dépendantes de Mg2+ et Ca2+ en fragments nucléosomaux de 180 à 200 paires de bases (pb) (Wyllie, 1980). Ces 

étapes 4."*O,#!2%0 %4#.2#%,#%0-/!2"5./2"%1#17. ! /.#)%0 %contraction volumique cellulaire et le démantèlement du 

cytosquelette. Les corps apoptotiques sont ensuite dégradés par phagocytose (revue : Kerr et al., 1972).  

Des expériences pionnières menées par Brenner, Horvitz et Suston ont permis la mise en évidence pour la 

première fois, des gènes et des protéines impliqués dans ce processus chez le nématode Caenorhabditis 

elegans16, les gènes Ced, montrant ainsi que ce processus était actif au même titre que la différentiation cellulaire 

(Ellis & Horvitz, 1986 ; Horvitz, 1999). Chez ce ver constitué de 1090 cellules somatiques, les mêmes 131 cellules 

meurent à certaines étapes spécifiques du développement. Initialement, les gènes ced-3 et ced-4 sont décrits 

*311#% /!,/$4#!$ 70#$% 9% 0-/!,+*2/3!% ,+% 4.3*#$$+$)% 2 !,/$% =+# le gène ced-9 le régule. En fait, CED-9 régule 

négativement CED-4 qui empêche 0- *2/8 2/3!%,#%?FT-3 (Shaham & Horvitz, 1996). Des expériences de clonage et 

de caractérisation des protéines CED ont montré que CED-'% #$2% 0-:313035+#% ,#% 0-3!*35O!#% i?;-2 chez les 

mammifères et CED-3 correspond au premier membre caractérisé de la famille des protéases à cystéine, les 

caspases (caspases-1) (Vaux et al., 1992 ; Yuan et al., 1993). CED-Y% =+ !2% 9% 0+/% #$2% 0-:313035+#% *:#B% 0#$%

mammifères de la protéine Apaf-1 (Apoptotic protease activation factor 1), capable de se lier au cytochrome c et 

de recruter la caspase-9 par les domaines CARD (Caspase recruitment domains) présents sur les deux protéines 

Apaf-1 et caspase-9 (Li et al., 1997 ; Yuan et al., 2013N>%;-#!$#170#%cytochrome c�Apaf-1�caspase-9 forme un 

complexe apoptotique appelé apoptosome. Contrairement à Apaf-1 qui est cytoplasmique, BCL-2 est situé sur la 

face externe de la mitochondrie (Hockenbery et al., 1990), indiquant le rôle central de cet organite dans 

0-apoptose. Ceci conduit à la notion de voie « intrinsèque », 1/23*:3!,./ 0#%,#% 0- 43423$#>%C .% /00#+.$)% 0#% $2.#$$%

4.303!5"% ,+% ."2/*+0+1% #!,340 $1/=+#% LcFN% 4#+2%1#!#.% 9% 0- 43423$#% #2% *3!$2/2+#% 0 % 83/#% /!2./!$O=+#% ,+%cF>% k0%

existe une autre voie, la voie ext./!$O=+#%3+%,"4#!, !2#%,#%0- *2/8 2/3!%,-+!%."*#42#+.%=+/%4.34 5#%0#%$/5! 0%,#%

mort cellulaire ,-3./5/!#%#@2"./#+.#%9%0-/!2"./#+.%,#%0 %*#00+0#>%?#$%,#+@%83/#$%$3!2%0/"#$ J%+!#%130"*+0#%,-+!#%83/#%

peut interagir avec une molécule de la deuxième (revue : Nikoletopoulou et al., 2013). Il existe une voie 

 434232/=+#% ,,/2/3!!#00#%,/2#%83/#%,#$%4#.<3./!#$g5. !BR1#$%=+/%/140/=+#%0#$%0R14:3*R2#$%H>%;- *2/8 2/3!%,#%*#22#%

dernière voie !- %pas été étudiée dans les maladies neurodégénératives. Les voies apoptotiques convergent vers 

0- *2/8 2/3!%,#$%* $4 $#$%=+/%1O!#%9%0- +23,#$2.+*2/3!%,#%0 %*#00+0#> 

 

1.1. Les caspases 

V!#% * $4 $#%#@/$2#%, !$% 0 % *#00+0#% $3+$% 0 % <3.1#% ,-+!#%4.3-* $4 $#% /! *2/8#% *3!$2/2+"#% ,-+!#%=+#+#%d-

terminale et de deux sous-+!/2"$%L4](%#2%4&(N>%;3.$=+-#00#%#$2% *2/8"#%4 .%,#$%$/5! +@%$4"*/</=+#$)%*#$%,#+@%$3+$-

+!/2"$%$- $$3*/#!2%43+.%<3.1#.%0#%$/2#% *2/<%,#%0-#!BR1#>%T#$%"2+,#$%,#%*./$2 0035. 4:/#%,"*./8#!2%0 %* $4 $#% *2/8#%

                                                      
15 Vogt observe la disparition physiologique de la notochorde au cours de la métamorphose des amphibiens (Vogt, 1842). 
16 Leur découverte a été récompensée par le Prix Nobel de Médecine en 2002. 



INTRODUCTION 

45 
 

comme un tétramère constitué de deux hétérodimères et donc de deux sites actifs (Figure 8). Les caspases 

/!/2/ 2./*#$%$3!2%* 4 70#$%,-+!#% *2/8 2/3!% +23-* 2 0R2/=+#%2 !,/$%=+#%0- ctivation des caspases effectrices se fait 

4 .%0#$%/!/2/ 2./*#$>%;-/!/2/ 2/3!%,-+!#%* $* ,#%,#%4.32" $#$%#!2. r!#%+!#% 140/</* 2/3!%,+%$/5! 0%=+/%1O!#%9%0 %13.2%

cellulaire (Shi, 2002).  

Les caspases comprennent 14 membres classés en 3 groupes (Cohen, 1997 ; Shi, 2002) : 

(i) Les caspases inflammatoires (1, 4, 5, 12, 13, 14) permettent la maturation des cytokines. La caspase-

11 régule 0- 43423$#%#2%0 %1 2+. 2/3!%,#$%*R23D/!#$% 4.O$%un choc septique (Kang et al., 2002). La caspase-12 est 

spécifique de 0- 43423$# induite par le stress du RE (Nakagawa et al., 2000a), 0-#@4.#$$/3!%,#% la caspase-13 !- %

été démontrée que chez les bovins (Koenig et al., 2001) et la caspase-14 !-#$2% =+-#@4./1"#% lors des phases 

#17.R3!! /.#$%1 /$%4 $%*:#B%0- ,+02#%LHu et al., 1998).  

(ii) Les caspases initiatrices (2, 8, 9, et 10) à long pro-,31 /!#%,"*0#!*:#!2%0- 43423$#>%Les caspases-8 et 

10 contiennent un domaine effecteur de mort. Les caspases 1, 2, 4 et 9 possèdent un domaine de recrutement 

CARD (Caspase-Recruitment Domain) qui permet leur recrutement au niveau des complexes protéiques de 

signalisation. 

(iii) Les caspases effectrices (3, 6, 7 et 14) dont le pro-domaine est plus court ne possèdent pas de 

,31 /!#$%0#+.%4#.1#22 !2%,-U2.#%.#*.+2"#$%#2%,#%$-30/531"./$#.>%F00#$%$3nt activées consécutivement à leur clivage 

4 .%,- +2.#$%* $4 $#s et le clivage de leur substrat provoque les changements morphologiques et biochimiques 

,#%0- 43423$#> 

;- *2/8 2/3!%,#$%* $4 $#$%#<<#*2./*#$%1O!#%9 0 %<. 51#!2 2/3!%,#%0-ATd, à la dégradation du cytosquelette 

et des protéines nucléaires et au bourgeonnement de la membrane plasmique, entraînant la formation de corps 

apoptotiques #2%0-#@4.#$$/3!%,#%0/5 !,$%,#$%."*#42#+.$%,#$%1 *.34: 5#$ (externalisation de la phosphatidyl-

$"./!#)%,#%0- !!#@/!#%k%et de la calréticuline). Lorsque la cellule est reconnue par un phagocyte, 0- *2/8 2/3!%,#$%

caspases 4.383=+#%0#%,"1 !2O0#1#!2%,#%0- .*:/2#*2+.#%*#00+0 /.#%#!%,"5. , !2%!32 11#!2%0#$%1/*.3</0 1#!2$%

,- *2/!#%LKothakota et al., 1997). 

 

Figure 8. Activation des caspases. ; %* $4 $#% *2/8#%#$2%<3.1"#%4 .%0 %4.32"30R$#%#2%0- $$#170 5#%,#%,#+@%4.3-caspases et 

possède donc deux sites cystéines catalytiques (QACXG). Adaptée de Chowdhury et al., 2008. 
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1.2. La voie apoptotique intrinsèque  

Dans la voie intrinsèque, 0- 43423$#% #$2% /!/2/"#% 4 .% ,#$% $/5! +@% /!2. *#00+0 /.#$ positifs ou négatifs qui 

agissent au niveau de la membrane externe de la mitochondrie et du réticulum endoplasmique (RE). Les signaux 

43$/2/<$% /!*0+#!2%0#$%. ,/ 2/3!$)%0#$%23@/!#$)%0-:R43@/#)% 0-:R4#.2hermie, les infections virales et les radicaux libres ; 

0#$%$/5! +@%!"5 2/<$%4#+8#!2%U2.#%0- 7$#!*#%,-:3.13!#$)%,#%< *2#+.$%,#%*.3/$$ !*#%#2g3+%,#%*R23D/!#$%=+/%1O!#!2%

à la perte des signaux anti-apoptotiques17.  

 

1.2.1. B+1?-?'-0)(.2'-5,-;3721*) 

La perméabilisation de la membrane externe de la mitochondrie, régulée par les membres de la famille 

Bcl-2, est un évènement cardinal de la voie apoptotique intrinsèque. Le proto-oncogène BCL-]%703=+#%0- 43423$#%

#2%1 /!2/#!2% 0-:31"3$2 $/#% *#00+0 /.#% LVaux et al., 1988 ; Veis et al., 1993). k0% #14U*:#% 0 % 4#.2#% ,#% 0-/!2"5./2"%

1#17. ! /.#)%0 %*3!2. *2/3!%830+1/=+#%,#%0 %*#00+0#%#2%0 %<. 51#!2 2/3!%,#%0-ATd>%i?;-2 est le premier membre 

,"*3+8#.2%,-+!#% < 1/00#%=+/% *3!2/#!2%9% 0 % <3/$% 0#$%4.32"/!#$% !2/-apoptotiques BH1-4 et pro-apoptotiques BH1-3 

(perte du domaine BH4). Chaque membre possède au moins un des quatre domaines homologues Bcl BH1-4 (Bcl-

Homology) organisés en hélices-  (Adams & Cory, 1998).  

Dans la mitochondrie, les protéines anti-apoptotiques de la famille BH1-4 telles que BCL-2, BCL-X, BCL-XL, 

séquestrent les protéines pro-apoptotiques BH1-3 comme BAX ou BAK, empêchent leur homodimérisation et 

préviennent leur activation (Cheng et al., 2001). Les cellules doublement déficientes en BAX et en BAK sont 

résista!2#$% +@%$2/1+0/%,"*0#!*: !2% 0 %83/#% /!2./!$O=+#%,#% 0- 43423$#% LLindsten et al., 2000 ; Wei et al., 2001), 

indiquant =+#%iAj%#2%iAX%*3!$2/2+#!2%0 %43.2#%,-#!2."#%!"*#$$ /.#%9%0 %83/#%/!2./!$O=+#%1/23*:3!,./ 0#%LWei et al., 

2001) et provoquent le stress du réticulum endoplasmique (Scorrano et al., 2003). Les signaux apoptotiques 

activent le facteur pro-apoptotique BID (BH3-interacting domain) entraîna!2%0-:313,/1"./$ 2/3!%#2%0 %2. !$03* 2/3!%

de BAX, puis de BAK dans la membrane mitochondriale externe (Wolter et al., 1997 ; Gross et al., 1998, Figure 

9). Le changement de 4#.1" 7/0/2"%,#$%43.#$%1/23*:3!,./ +@%<3.1"$%4 .%0-30/531"./$ 2/3!%,#%iAj%#2%iAX%*3!,+/2%

à la perte du potentiel transmembranaire mitochondrial et à la libération dans le cytosol ,-+!%4.#1/#.%groupe de 

protéines pro- 434232/=+#$% !3.1 0#1#!2% *3!2#!+#$% , !$% 0-#$4 *#% /!ter-membranaire : le cytochrome c, 

Smac/DIABLO, et la protéase à sérine HtrA2/Omi qui activent indirectement les caspases. Un second groupe de 

facteurs est libéré par les mitochondries après le déclenchement de la cascade apoptotique : la protéine AIF 

(Apoptosis-inducing factor))% 0-#!,3!+*0"ase G qui sont indépendants des caspases, et CAD (Caspase activated 

DNasesN>%?AT%."5+0#%0 %,"5. , 2/3!%,#%0-ATd%LEnari et al., 1998) ta!,/$%=+#%AkQ%#2%0-#!,3!+*0" $#-G migrent dans 

0#%!3R +%#2%,"*0#!*:#!2% 0 % <. 51#!2 2/3!%#2% 0 % *3!,#!$ 2/3!%,#% 0-ATd% LSusin et al., 1999 ; Li et al., 2001). La 

liaison du cytochrome c à Apaf-&%4.383=+#% 0 %<3.1 2/3!%#!%4."$#!*#%,-AHC)%,-+!%*3140#@#% 44#0"% 43ptosome 

qui va recruter la pro-caspase-'%#2%#!2. r!#.% 0- *2/8 2/3!%,#% 0 % * $* ,#%,#%* $4 $#$%a)% _%#2%`% LLi et al., 1997 ; 

Yuan et al., 2013). 

                                                      
17 T#$%2R4#$%*#00+0 /.#$%,/<<".#!2$%4#+8#!2%U2.#%#!5 5"$%3+%!3!%, !$%0- 43423$#%$+/2#%9%+!%1U1#%$2/1+0+$%,3!!">%C .%#@#140#)%

0-/.. ,/ 2/3!% 3+% 0-+2/0/$ 2/3!% ,#% *#.2 /!#$% ,.35+#$% , !$% 0#$% *:/1/32:". 4/#$% #!2. r!#!2% ,#$% ,311 5#$% ,#% 0-ATd%, !$% *#.2 /!#$%

cellules seulement qui mènent à la mort cellulaire par une voie apoptotique dépendante du facteur p53. De plus, certaines 

hormones telles les glucocorticoïdes peuvent provoquer la mort apoptotique de certaines cellules comme les thymocytes tandis 

=+#%,- +2.#$%*#00+0#$%!#%$#.3!2%4 $% <<#*2"#$%4 .%*#%1U1#%$2/1+0+$%LElmore, 2007 pour revue). 
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;#$%4: 53*R2#$%.#*3!! /$$#!2%0#$%*#00+0#$%#!2."#$%#!% 43423$#%4 .%0-#@4.#$$/3!%,#%132/<$%$4"*/</=+#$%9%0 %

surface de celles-ci dont le mieux caractérisé est le motif phosphatidylsérine (Fadok et al., 2000). Cette 

reconnaissance engage le processus de dégradation du cytosquelette qui commence avant la phagocytose des 

cellules apoptotiques. 

 

 

Figure 9. La voie apoptotique mitochondriale. L-:313,/1"./$ 2/3!% ,#% iAj% #2% ,#% iAX% #!2. r!#% 0 % <3.1 2/3!% ,-+!% 43.#%

mitochondrial qui permet la libération dans le cytoplasme de protéines *3!2#!+#$% , !$% 0-#$4 *#% /!2#.1#17. ! /.#% ,#% 0 %

mitochondrie, <3.1 !2% 0- 43423$31#% =+/%  *2/8#% 0 % * $* ,#%  434232/=+#>% ;- *2/8 2/3!% ,#$% * $4 $#$% #@"*+2./*#$% -3, -6 et -7 

4.383=+#%0 %<. 51#!2 2/3!%,#%0-ATd)%0 %,"5. , 2/3!%,+%*R23$=+#0#22#%#2%0#%73+.5#3!!#1#!2%,#%0 %1#17. !#%40 $1/=+#. 

 

1.2.2. Le stress du réticulum endoplasmique 

Le stress du réticulum endoplasmique est un état cellulaire dans lequel la capacité de repliement des 

protéines du réticulum endoplasmique est altérée (Rasheva & Domingo, 2009N>%;- **+1+0 2/3!%,#%4.32"/!#$%1 0-

conformées est détectée par des senseurs transmembranaires à la surface du réticulum endoplasmique qui initie 

une cascade appelée en anglais « Unfolded protein response » (UPR) ou réponse du réticulum endoplasmique au 

mauvais repliement des protéines. Il existe trois voies de transduction du stress du réticulum endoplasmique qui 

impliquent initialement les senseurs IRE1  (Inositol-requiring kinase1), ATF6 (Activating transcription factor 6) et 

RPK (RNA-activated protein kinase) (Paschen & Mengesdorf, 2005N>%?#$%83/#$% *3!$/$2#!2% #!% 0- 22"nuation de la 

traduction afin de diminuer le nombre de protéines mal-conformées, en 0-#@4.#$$/3!% ,#% !317.#+$#$% 4.32"/!#$%

chaperonnes et de protéines de contrôle pour rétablir les fonctions du réticulum endoplasmique et enfin en 

0-#@4.#$$/3!% ,#% 4.32"/!#$%  $sociées à la dégénérescence qui reconnaissent et transloquent les protéines mal-

conformées hors du réticulum endoplasmique et les adressent au protéasome en vue de leur dégradation. Dans 

*#.2 /!#$% $/2+ 2/3!$% 3v% 0-:31"3$2 $/#% 4.32"/=+#% !-#$2% 4 $% .#$2 +."#)% le stress du réticulum endoplasmique se 

prolonge et conduit à la mort cellulaire par apoptose (Nakagawa et al., 2000a ; Paschen & Mengesdorf, 2005). 

La caspase-12 a été la première caspase décrite dans la cascade apoptotique activée par le stress du 

réticulum endoplasmique. En effet, une étude menée chez des souris déficientes en caspase-12 montre que les 
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cellules déficientes en caspase-12 $3!2% 40+$% ."$/$2 !2#$% 9% 0- 43423$#% /!,+/2#% 4 .% 0#% $2.#$$% ,+% réticulum 

endoplasmique provoqué par exemple par la bréfeldine A, un inhibiteur du transport réticulum endoplasmique -

[305/%3+% 0 %2: 4$/5 .5/!#%=+/%4#.2+.7#% 0-:31"3$2 $/#%* 0*/=+#% /!2#.!#)%1 /$%!#%$3!2%4 $%."$/$2 !2#$%9% 0- 43423$#%

/!,+/2#%4 .%,- +2.#$%$2/1+0/%2#0$%=+# TNF-  ou la privation de sérum (Nakagawa et al., 2000a), suggérant que la 

caspase-12 est impliquée dans la mort cellulaire dépendante du stress du réticulum endoplasmique. Ces mêmes 

auteurs montrent que la caspase-12 est localisée au réticulum endoplasmique et est activée consécutivement à 

un stress prolongé du réticulum endoplasmique par la calpaïne, une protéine cytoplasmique dépendante du Ca2+ 

(Nakagawa et al., 2000a, 2000b). Son activation induit la cascade des caspases 9 et 3 indépendamment des 

facteurs mitochondriaux Apaf-1 et cytochrome c (Morishima et al., 2002 ; Rao et al., 2002). Une autre caspase, la 

caspase-4, semble également impliquée (Hitomi et al., 2004). 

A8 !2% 0- *2/8 2/3!% ,#% 0 % * $* ,#% ,#% * $4 $#$)% 0 % 83/#% ,"4#!, !2#% ,#% CFcX% =+/% 4#.1#2% ,#% ,/1/!+#.% 0 %

traduction est capable de détecter un stress insurmontable du RE et provoque en réponse 0- *2/8 2/3!%,+%< *2#+.%

de transcription CHOP (C/EBP homologous protein) (Lin et al., 2009). CHOP sensibilise les cellules en réprimant 

0- *2/8 2/3!% ,#% i?;-2 et en activant les facteurs pro-apoptotiques BIM et DR5 (McCullough et al., 2001 ; 

Yamaguchi & Wang, 2004a). La déficience en CHOP chez des souris knock-out .",+/2% 0- poptose induite par le 

stress du réticulum endoplasmique (Zinszner et al., 1998). Paradoxalement, consécutivement à un stress du 

réticulum endoplasmique, PERK peut aussi phosphoryler Nrf2, un facteur de transcription impliqué dans la survie 

cellulaire. Il en est de même de la voie impliquant la kinase IRE1, un senseur du stress du réticulum 

endoplasmique)%=+/%4#+2%4.313+83/.%0- 43423$#%#!%<3.1 !2%+!%*3140#@#% *2/8 !2%0 %83/#%,#%$/5! 0/$ 2/3!%,#%sdX%

(c-Jun N-terminal kinase) (Urano et al., 2000 ; Nishitoh, 2002N%3+%0 %$+.8/#%8/ %0-"4/$$ 5#%,#%0-Acd1%de Xbp1, un 

< *2#+.% ,#% 2. !$*./42/3!% =+/% 4#.1#2% 0-#@4.#$sion de protéines chaperonnes, de protéines impliquées dans la 

dégradation des protéines mal-repliées et de facteurs de biogénèse de la membrane du réticulum endoplasmique 

(Acosta-Alvear et al., 2007N>% ;- *2/8 2/3!% $/1+02 !"#% ,#% ."43!$#% 4.3- et anti-apoptotiques est paradoxale et la 

décision finale de la cellule va plutôt ,"4#!,.#%,#%0-/!2#!$/2"%,#%0- *2/8 2/3!%,#$%$#!$#+.$%,+%$2.#$$%,+%cF%=+#%,#$%

voies de signalisation activées (Rutkowski et al., 2006). 

F!</!)% 0-/!2#.action entre mitochondrie et réticulum endoplasmique module et synchronise la signalisation 

calcique. Un stress prolongé du réticulum endoplasmique peut induire la libération de Ca2+ contenu dans le 

réticulum endoplasmique #2%0#$%1/23*:3!,./#$)%1 /$% +$$/%0- **+1+0 2/3!%,#%*3143$"$%." *2/<$%9%0-3@R5O!#%#2%+!#%

déplétion en ATP provoque 0- 43423$#%1/23*:3!,./ 0#%4 .%0- *2/8 2/3!%,#%iAj%#2%,#%iAX%LScorrano et al., 2003 ; 

Raturi & Simmen, 2013).  

 

1.3. La voie apoptotique extrinsèque 

; %83/#%#@2./!$O=+#%,#%0- 43423$#%#$2%/!,+/2#%4 .%+!%0/5 !,%#@2. *#00+0 /.#%=+/)%#!%$#%0/ !2%9%$3!%."*#42#+.%

transmembranaire, propage un signal létal dans la cellule. Cette superfamille de récepteurs possède des 

homologies de leur domaine extracellulaire riche en cystéines et possèdent un domaine cytoplasmique de 80 

acides aminés appelé domaine de mort qui permet de transmettre le signal de mort cellulaire extracellulaire à 

0-/!2"./#+.%,#% 0 % *#00+0#>% ;#$% 0/5 !ds et récepteurs associés les plus étudiés sont FAS/CD95-FasR, TNF-  (Tumor 

Necrosis Factor)/TNFR1, TRAIL (TNF-related apoptosis inducing ligand)-TRAILR1-2, Apo3L-DR3, Apo2L-DR4 et 

Apo2L-DR5. Par exemple, dans le cas des complexes FasL/FasR et TNF /TNFR1, le complexe récepteur recruté 

lie son ligand trimérique, provoquant le recrutement de protéines cytoplasmiques adaptatrices qui possédent un 

domaine de mort correspondant au récepteur. La liaison du ligand Fas recrute la protéine adaptatrice FADD (FAD-



INTRODUCTION 

49 
 

associated protein with a Death Domain) et la liaison du ligand TNF  recrute la protéine TRADD (TNFR-associated 

Death Domain) puis FADD et RIP (receptor-interacting proteinN>%QATT%$- $$3*/#%9%0 %4.3* $4 $#-8, formant ainsi 

un complexe de signalisation de mort cellulaire appelé DISC (Death-inducing signaling complex) qui conduit à 

0- +23-activation de la procaspase-8. Ensuite, selon le récepteur stimulé, une des deux voies de signalisation 

suivantes sera activée pour mener à la mort cellulaire :  

(1) activation de caspase-8 ou de caspase-10   caspase 3 

(2) activation de caspase-8   clivage de BID   perméabilisation de la membrane externe mitochondriale 

  caspase-9   caspase-3 

  

s#%,"2 /00#. /%/*/%0 %83/#%,#%13.2%*#00+0 /.#% $$3*/"#%9%0- *2/8 2/3!%,+%."*#42#+.%HdQR1 par la cytokine TNF- . 

Ce récepteur est mis en cause dans la mort neuronales dans les maladies à prions (Pietri et al., 2013). Activateur 

,#% 0- 43423$#)% 0 %*R23D/!#%HdQ-  est également impliquée dans la réponse inflammatoire et certaines réactions 

immunitaires. TNF-  est une protéine transmembranaire de 233 acides aminés organisée en un homotrimère 

stable à la surface membranaire (Tang et al., 1996). Le clivage de TNF-  est réalisé par la métalloprotéase TACE 

(TNF-  cleaving enzyme), la même enzyme clivant PrPC. TNF-  est clivée entre les acides aminés Ala-66 et Val-67 

et génère un TNF-  soluble (sTNF- N%,3!2%0#%4.3231O.#%,#%&`%DT %#$2%*3143$"%,#%,#+@%<#+/00#2$%e-plissés anti-

parallèles formant une structure enroulée caractéristique des membres de la famille du TNF. TNF-  $- $$#170#%

sous une forme trimérique active de 51 kDa (Black et al., 1997N>%T !$%0-3.5 !/$1#, la principale source de TNF-  

est constituée par les cellules du système immunitaire telles que les monocytes et les macrophages. Dans le 

cerveau, TNF-  est majoritairement produite par les cellules microgliales et les astrocytes. Sa synthèse et sa 

libération peuvent être induites par différents signaux (infection bactérienne ou virale, lésion cérébrale aigüe, 

infarctus, maladies neurodégénér 2/8#$N%#2%4.383=+#!2%+!#%." *2/3!%/!<0 11 23/.#%4 .%0- *2/8 2/3!%,#%0 %1/*.350/# 

et le recrutement des astrocytes sur le site de la lésion.  

Après sa libération, le trimère de TNF-  peut se lier à deux sous-types de récepteurs : le récepteur TNFR1 

(ou p55TNFR) et TNFR2 (ou p75TNFR). Ces deux récepteurs diffèrent dans leur séquence en acides aminés : ils 

43$$O,#!2%]Yh%,-:313035/#%, !$%0#+.%."5/3!%#@2. *#00+0 /.#%#2%&(h%, !$%0#+.%,31 /ne interne. Leur fonction est 

opposée : alors que TNFR2 exerce un rôle trophique et protecteur, TNFR1 contient un domaine de mort menant à 

0- 43423$#>%Dans le cerveau, TNFR1 est exprimé de façon ubiquitaire tandis que 0-#@4.#$$/3!%,#%HdQc]%est limitée 

aux cellules microgliales (Dopp et al., 2002), aux oligodendrocytes (Dopp et al., 2002 ; Arnett et al., 2001) et à 

certains types neuronaux comme les cellules granulaires du gyrus denté et les neurones pyramidaux de 

0-:/443* 14# (Harry et al., 2008). Dans la plupart des cellules, TNFR1 est le principal médiateur de TNF- . 

Cependant, le rôle de TNFR2 est souvent sous-évalué car ce récepteur ne peut être activé que par la forme 

membranaire de TNF-  (Grell et al., 1995), tandis que TNFR1 fixe les deux formes, membranaire et soluble. De 

plus, TNF-  se fixe sur TNFR1 avec une forte affinité et se dissocie lentement après fixation (t1/2
 = 33 min).  

La $/5! 0/$ 2/3!%,#%HdQc&% %"2"% 2.O$%"2+,/"#>%?311#%HdQc&%!#%43$$O,#%4 $% /!2./!$O=+#1#!2%,- *2/8/2"%

enzymatique, le recrutement de protéines sur différentes régions intracellulaires #$2%!"*#$$ /.#%9%0-/!,+*2/3!%des 

voies de signalisation spécifiques. ; % </@ 2/3!% ,-+!% 2./1O.#% ,#% HdQ-  sur TNFR1 provoque la libération de la 

protéine SODD (silencer of death domain) du domaine intracellulaire de TNFR1, entraînant le recrutement des 

protéines TRADD sur le domaine de mort qui recrute ensuite, selon le contexte cellulaire et le 

microenvironnement, les protéines RIP (Hsu et al., 1996), TRAF2 (TNFR-associated factor 2) ou FADD.  
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Le recrutement de ces facteurs peut induire des signaux de survie ou de mort mis en place dans deux 

complexes protéiques distincts séparés temporellement et spatialement (Micheau & Tschopp, 2003 ; Figure 10). 

A la surface cellulaire, le complexe (I) est composé de TNFR1, RIP, TRAF2, cIAP-1 et cIAP-2 et mène à 

0- *2/8 2/3!%,+%< *2#+.%,#%2. !$*./42/3!%dQ-�B et AP-1 =+/%< 83./$#!2% 0-#@4.#$$/3!%,#%4.32"/!#$%anti-apoptotiques. 

F!%#<<#2)%HcAQ]%.#*.+2#%0#$%4.32"/!#$%/!:/7/2./*#$%,#%0- 43423$#%*kAC-1 et cIAP-2 (cellular inhibitor of apoptosis) et 

active les kinases MAPKKK (mitogen-activated protein kinase kinase kinase) telles que MEKK1 (extracellular 

signal-regulated kinase kinase 1) ou ASK-1 (apoptosis-stimulated kinase 1N)%*#%=+/% 73+2/2%9%0- *2/8 2/3!%,#%sdX%Lc-

Jun NH2-terminal kinase). JNK est capable de phosphoryler le facteur de transcription c-Jun et ,-augmenter son 

 *2/8/2"% ,#% 2. !$*./42/3!>% F!</!)% 0-+7/=+/2/! 2/3!% ,#%ckC% 4#.1#2% 0- *2/8 2/3!% ,+% < *2#+.% ,#% 2. !$*./42/3!%dQ-�B en 

inhibant I�B , 0-/!:/7/2#+.%,#%dQ-�B qui le retient dans le cytoplasme (Hsu et al., 1995). NF-�B peut induire la 

transcription de cIAP-1, cIAP-2, cFLIP, TRAF1 et TRAF2 (Wang et al., 1998). 

La fixation de TNF-  $+.%HdQc&%4#+2%4.383=+#.%0-/!2#.! 0/$ 2/3!%,#%HdQc&%4 .%#!,3*R23$# qui entraîne une 

modification de sa conformation et le recrutement de différentes protéines adaptatrices menant à la formation du 

*3140#@#% LkkN% *3!,+/$ !2% 9% 0- 43423$# (Schneider-Brachert et al., 2004). FADD recrute RIP1 désubiquitinilée, 

TRADD et les pro-caspases-8 * 4 70#$%,#%$- +23activer (TRADD : Pobezinskaya et al., 2008 ; FADD : Yeh et al., 

1998 ; caspase-8 : Varfolomeev et al., 1998). La caspase-8 inhibe RIP1 et RIP3 induit 0- *2/8 2/3!%,# caspase-3 

1#! !2%9%0- 43423$#> ;- *2/8 2/3!%,# caspase-8 est essentielle 9%0-/!,+*2/3!%,#%0- 43423$#>%F!%#<<#2)%son inhibition 

pharmacologique ou par un stress cellulaire #14U*:#%0#%*3140#@#%TkG?%,- *2/8#.%0- 43423$#> 

Lorsque NF-�B est activé, cFLIP se fixe au complexe II et empêche 0- *2/8 2/3!%,#$%* $4 $#$>%A%0-/!8#.$#)%

quand NF-�i%#$2%703=+")%*Q;kC%#$2% 7$#!2%#2%0#$%*#00+0#$%#!2.#!2% 03.$%#!% 43423$#>%A+$$/)% 0-/!:/7/2/3!%,#$%*kAC$%

4."8/#!2% 0-+7/=+/2/!/0 2/3!%,#%ckC&%#2% $2/1+0#% 0 % <3.1 2/3!%,+%*3140#@#%TkG?>%; %* $4 $#-8 peut également, en 

activant la caspase-7, entraîner une * $* ,#%,#%$/5! 0/$ 2/3!%1#! !2% +%*0/8 5#%,#%ikT)%4#.1#22 !2%,- *2/8#.%0 %

83/#%/!2./!$O=+#%,#%0- 43423$#%3+%0- *2/8 2/3!%,# caspase-9 puis de caspase-3 (Cabal-Hierro & Lazo, 2012). 
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Figure 10. Voies de signalisation du récepteur TNFR1. ;- *2/8 2/3!%,#%0- 43423$#%4 .%HdQc&%.#=+/#.2%0 %<3.1 2/3!%,#%,#+@%

*3140#@#$%,/$2/!*2$>%;#%*3140#@#%LkN)%1#17. ! /.#)%#$2%.#$43!$ 70#%,#%0- *2/8 2/3!%,#%0 %83/#%,#%$+.8/#%/!,+/2#%4 .%dQ-�i>%;#%

complexe (II), pro-apoptotique, se forme dans un second temps, après modification du complexe (I) et dissociation des 

composants du récepteur, permettant le recrutement de la protéine adaptatrice FADD et des caspases activatrices (-8 et �10). 

Ce complexe, cytosolique, équivaut au DISC de Fas ou de TRAIL et est capable ,- *2/8#.%0- 43423$#%03.$=+#%0 %83/#%dQ-�i%#$2%

inactive. Dans le cas contraire, la molécule anti- 434232/=+#)%Q;kC)%."50"#%43$/2/8#1#!2%4 .%0#%*3140#@#%LkN)%703=+#%0- *2/8 2/3!%

,#%0- 43423$#>%A, 42"#%,#%Micheau, 2004. 

 

E8(B+14'-?,1C2) 

 Le terme « autophagie » (se manger soi- ! "#$ %$ &'&$ ()*")'&$ %+,-.$ /012.",*%'(1)$ ")$  (3,1.31+("$

électronique par transmission, de vésicules à simple- ou double-membrane contenant des composants du 

cytoplasme et des organites (réticulum endoplasmique, mitochondries) délivrés aux lysosomes (Ashford & Porter, 

1962#4$50%6'1+7%8("$".'$6)$+,13"..6.$vital de dégradation qui confère aux cellules eucaryotes une résistance au 

stress ou à la privation de nutriments par le recyclage de ses propres constituants (acides aminés, acides gras, 

.63,".#$ 96($ +"6*")'$ %/1,.$ !',"$ ,&6'(/(.&.$+%,$ /%$ 3"//6/"$ +16,$ /%$ )&1.:)'7-."$ ;"$+,1'&()".$ "'$ /0%++1,'$ ")$ &)",8("$

(Mizushima, 2005). La cellule déclenche ce processus pour survivre à des périodes de jeûne ou pour éliminer des 

composants intracellulaires altérés ou des pathogènes (Levine & Klionsky, 2004). La fonction neuroprotectrice de 

/0%6'1+7%8("$%$&'&$ (."$")$&*(;")3"$37"<$/"$*",$Caenorhabditis elegans 37"<$/"96"/$/0"=+,"..(1)$;".$8-)".$31;%)'$

les protéines bécline-1, Atg1, 7, 8 et 10 impliquées dans la voie autophagique, a été démontrée comme étant 

essentielle à son développement et contrôle sa durée de vie (Meléndez et al., 2003). Dans des conditions 

+7:.(1/18(96".$ 1+'( %/".>$ ")$ %2.")3"$ ;0%8,"..(1)>$ /0%6'1+7%8("$ 2%.%/"$ %..6,"$ /"$  %()'(")$ ;"$ /071 &1.'%.("$
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cellulaire en régulant le recyclage des protéines, lipides et organites, notamment dans les neurones où elle 

module la plasticité synaptique en régulant le trafic et la dégradation des récepteurs et protéines synaptiques 

(Boland & Nixon, 2006).  

Cette fonction de survie est assurée par trois voies autophagiques : la macroautophagie, la 

 (3,1%6'1+7%8("$ "'$ /0%6'1+7%8("$ par les protéines chaperonnes (chaperone-mediated autophagy : CMA). La 

macroautophagie effectue la séquestration de cytosol 16$ ;0organites dans des vésicules multi-membranaires 

appelées autophagosomes dirigées ensuite vers les lysosomes en vue de leur dégradation. La microautophagie 

"??"3'6"$ /0%2.1,+'(1)$ ;e protéines et ;01,8%)('"s par pinocytose sélective ou non par les lysosomes, via des 

invaginations de la membrane lysosomale et la scission des vésicules autophagiques (Mijaljica et al., 2011). La 

CMA cible spécifiquement les protéines possédant le motif KFERQ-like qui permet leur transport par la protéine 

chaperonne Hsp70 vers les lysosomes. La fusion des protéines avec le récepteur lysosomal LAMP2 (Lysosomal-

associated membrane protein-2) permet leur translocation et leur dégradation dans le lysosome (Kaushik & 

Cuervo, 2012). Le transport de composants à travers la membrane lysosomale dans la CMA diffère des voies 

micro@ et macroautophagique dans lesquelles les composants sont dégradés après que la vésicule ait fusionné 

avec le lysosome.  

 50%6'1+7%8("$ ".'$ activée dans de nombreuses pathologies qui mènent à la dégénérescence cellulaire, 

)1'%  ")'$;%).$/"$3",*"%6>$/".$ 6.3/".>$/"$?1("$16$/"$3A6,$BLevine & Kroemer, 2008#4$C(")$960"//"$%('$/1)8'" +.$

été considérée comme le mécanisme de mort cellulaire programmée non-apoptotique de type II, il apparaît 

%6D16,;076($96"$/0%6'1+7%8("$".'$();6('"$;%).$;"$)1 2,"6.".$+%'71/18(".$+16,$+,1'&8",$/%$3"//6/"4$E0".'$+/6'F' la 

dérégulation du flux autophagique qui semble conduire à la mort cellulaire par apoptose (Levine & Kroemer, 

2008). 

 

2.1. La voie autophagique 

La cascade autophagique est divisée en plusieurs étapes ()('(&".$+%,$/0induction et la reconnaissance des 

3%,81.$G$;&8,%;",>$/%$?1, %'(1)$;"$/%$*&.(36/">$/%$?6.(1)$;"$/0%6'1+hagosome avec le lysosome (autolysosome), la 

dégradation du cargo et la libération des produits de dégradation dans le cytosol (Figure 11). De nombreuses 

protéines Atg (pour autophagy-related gene) interviennent dans ces étapes et constituent la machinerie 

moléculaire ;"$/0%6'1+7%8("4 

50%6'1+7%8("$2%.%/"$".'$?%(2/"$;%).$;".$31);('(1).$+7:.(1/18(96".4$50();63'(1)$;"$/0%6'1+7%8("$est contrôlée 

par la protéine mTOR (mammalian target of rapamycin), une protéine sérine/thréonine kinase inhibitrice de 

/0%6'1+7%8("4$50()7(2('(1)$;"$ HIJ$B/%$/"*&"$;"$.1)$%3'(*('&$()7(2(',(3"#$+%,$;".$% ()1-acides (Luiken et al., 1994), 

la phosphoinositide 3-kinase de type I (PI3K) (Blommaart et al., 1997), eIF2  et Ras (Meijer & Codogno, 2004) 

16$ /%$ ,%+% :3()"$ ")',%K)"$ /0()('(%'(1)$ ;"$ /0%6'1+7%8("4 Chez la levure et la drosophile, TOR est régulée par de 

multiples signaux et régule négativement la kinase Atg1 en condition basale (Chang & Neufeld, 2009). La 

privation de )6',( ")'.$16$/0%++/(3%'(1)$;"$/%$,%+% :3()"$+,1*196"$/0%3'(*%'(1) ;0L'8M$96($se lie alors à Atg13 et 

Atg17 (Kamada et al., 2000). Le complexe protéique Atg1-Atg13-Atg17 recrute ensuite ;0%6',".$ +,1'&()".$ "'$

+", "'$/0()('(%'(1)$;"$/%$?1, %'(1)$;"$/0%6'1+7%81.1 "$BCheong et al., 2008 ; Kabeya et al., 2005 ; Suzuki et al., 

2007#4$N"$+/6.>$6)$,F/"$;0L'8M inhibiteur de la phosphorylation activant la kinase S6K, /0"??"3'"6,$;"$HIJ> lors de 

la privation de nutriments a été décrit chez la drosophile (Lee et al., 2007). 
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Chez les mammifères, il existe deux homologues de Atg1 : les kinases ULK1 et ULK2 (Unc-51-like kinase) 

et un homologue de Atg17 : FIP200 (the focal adhesion kinase family-interacting protein of 200 kD) qui forme un 

complexe avec ULKs et la protéine mammifère Atg13 en condition de privation de nutriments (Hara et al., 2008 ; 

Jung et al., 2009#4$L$/0()*",."$;e la levure, ULKs-Atg13-FIP200 forme un complexe stable qui est inhibé par mTOR 

qui phosphoryle et inactive ULKs et Atg13 en condition normale4$50()7(2('(1)$;"$ HIJ$+", "'$/0%3'(*%'(1)$;"$O5PM$

et ULK2 qui phosphor:/")'$ L'8MQ$ "'$ RSTUVV$ "'$ %3'(*")'$ /0%6'1+7%8("$ BHosokawa et al., 2009). Hosokawa et al 

(2009) suggèrent que la phosphorylation de Atg13 par mTOR ou par Atg1/ULKs se ferait sur des résidus 

;(??&,")'.>$+16*%)'$%3'(*",$16$()7(2",$/0%6'1+7%8("$."/1)$/0&'%'$;"$privation de nutriments de la cellule, le niveau 

de phosphorylation de Atg13 étant bas chez la levure mais élevé chez la drosophile en condition de privation de 

nutriments (Kamada et al., 2000 ; Chang et al., 2009). 

E7"<$/".$ %  (?-,".>$/0%6'1+7%8("$()'",*ient dans le recyclage des substrats cytosoliques ubiquitinilés et 

élimine les protéines mal-conformées. La reconnaissance sélective de ces composants est réalisée par la protéine 

p62/séquestrosome 1 (SQSTM1) (Bjørkøy et al., 2005) qui lie les poly- ou mono-ubiquitinines par son domaine 

« ubiquitine-associated » et sa liaison à la protéine LC3 (microtubule-associated protein light chain 3), 

/071 1/186"$;"$L'8W$37"<$/%$/"*6,"$BKim et al., 2008 ; Pankiv et al., 2007). LC3 est synthétisée sous la forme de 

pro-5EQ4$ X1)$ 3/(*%8"$ +%,$ L'8YC$ +", "'$ /0"=+1.('(1)$ ;06)$ ,&.(;6$ 8/:3()"$ ")$ E-terminal et forme une protéine 

cytosolique de 18 kDa : LC3-I (Kabeya et al., 2000#4$5%$31)D68%(.1)$;06)$8,16+" ")'$+71.+7%'(;:/&'7%)1/% ()"$

(PE) à la region C-terminale de LC3-I par un pont amide, facilitée par le complexe Atg5-Atg12, forme LC3-II et 

permet son association dans la membrane interne et la membrane externe ;"$ /0%6'1+7%81.1 "$BKabeya et al., 

2000).  

La conversion de LC3-I en LC3-II est utilisée expérimentalement pour détect",$/0%3'(*%'(1)$;"$/0%6'1+7%8("$

(Klionsky et al., 2012). En effet, celle-ci est augmentée dans les cellules en culture privées de nutriments (milieu 

de culture sans acides aminés ni sérum) et le taux de LC3-SS$ 31,,-/"$ 2(")$ %*"3$ /"$ )1 2,"$ ;0%6'1+7%81.1 ".$

(Kabeya et al., 2000#4$Z6%);$/0%6'1+7%8("$".'$%3'(*">$5EQ-II est visualisée par immunocytochimie sous la forme 

de points qui augmentent en nombre et en intensité dans la cellule. Il existe trois isoformes de LC3-II : LC3A-II, 

LC3B-II et LC3C-SS$ 37"<$ /071  " "'$ 96%',"$ (.1?1, ".$ ;0L'8W$ 37"<$ /%$ /"*6,"$ B[LCLJLT>$ [\EM][LCLJL5M>$

GATE16/GABARAPL2 et GABARAPL3) (He et al., 2003). Une augmentation de p62 et LC3-II est détectée quand 

les lysosomes (et non le protéasome) sont bloqués. Le taux en protéines p62 est également élevé dans les 

neurones déficients en autophagie (Wang et al., 2006 ; Komatsu et al., 2007) et les neurones déficients en p62 

 1)',")'$ ;".$ %6'1+7%81.1 ".$ ()'%3'.>$ .688&,%)'$ /0( +/(3%'(1)$ ;"$ +^U$ ;%).$ /%$ .&/"3'(1)$ ;".$ .62.',%'.$ ;"$

dégradation autophagiq6">$+/6'F'$96"$;%).$/%$?1, %'(1)$;"$/0%6'1+7%81.1 "4 
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Figure 11. La machinerie autophagique. 50();63'(1)$ ;"$ /0%6'1+7%8("$ ".'$ 31)',F/&"$ +%,$ /%$ +,1'&()"$ HIJ$ ;1)'$ /0()7(2('(1)$
;&3/")37"$ /0&'%+"$ ;"$ )63/&%'(1)$ ;"$ /%$  " 2,%)"$ ()('(%/">$ /"$ +7%81+71,", mettant en jeu le complexe PI3K-bécline-1 et le 

complexe Atg1. Les composants à dégrader sont reconnus par p62 et .&96".',&.$ ;%).$ /0%6'1+7%81.1 "$ par LC3-II. 

50%6'1+7%81.1 "$".' ensuite dirigé vers les lysosomes en vue de sa dégradation. 
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Les sites de fo, %'(1)$;"$/0%6'1+7%81.1 "$;%).$/".$3"//6/".$"6_%,:1'".$.1)'$ 6/'(+/".$"'$/01,(8()"$;6$.('"$

;0%.." 2/%8"$ ;6$ +7%81+71,">$ /%$ +1,'(1)$  " 2,%)%(,"$ ()('(%/"$ ;"$ .&96".',%'(1)>$ ".'$ ")31,"$ ;&2%''6"4$ 5%$

constitution de cette membrane se ferait vraisemblablement à partir de la membrane du RE, du trans-Golgi, des 

endosomes ou encore de la membrane plasmique (Axe et al., 2008 ; Simonsen & Tooze, 2009 ; Hailey et al., 

2010 ; Ravikumar et al., 2010#4$ N%).$ /".$ )"6,1)".>$ /0%6'1+7%8("$ ".'$ ()('(&"$ ;%).$ /".$ '", ()%(.1).$ %=1)%les, 

.688&,%)'$/0( +/(3%'(1)$;"$/%$ " 2,%)"$;6$J\$/(.."$"'$;"$/%$ " 2,%)"$+/%. (96"$+,&.")'".$;%).$/".$'", ()%(.1).$

axonales (Broadwell & Cataldo, 1984#4$50%.." 2/%8"$;6$+7%81+71,"$ ()('(%/$,"96(",'$ /"$,"3,6'" ")'$;6$31 +/"="$

composé de la PI3K de classe III, bécline-1, Atg14 et de la kinase p150 (He & Klionsky, 2009). La dissociation de 

bécline-1 par la protéine anti-apoptotique BCL-U$".'$,"96(."$+16,$/0();63'(1)$;"$/0%6'1+7%8("4$5%$+71.+71,:/%'(1)$

;"$TSQP$+%,$3"$31 +/"="$+,1*196"$/"$,"3,6'" ")'$;0%6',".$L'g telles que le complexe Atg12-Atg5-Atg16 et LC3-II 

dans le phagophore. Atg12 est activée par Atg7 puis transférée vers Atg10 qui le lie à Atg5 de façon covalente et 

donc irréversible. La liaison du complexe Atg5-L'8MU$G$L'8M^$+", "'$.%$/(%(.1)$G$/0%6'1+7%gophore (Mizushima et 

al., 2003). Atg5-Atg12 recrute ensuite LC3-II à la membrane du phagophore en facilitant la fixation du 

groupement PE à LC3-S4$`! "$.($/01)$.%('$96"$5EQ-SS$31)',F/"$/%$'%(//"$;"$/0%6'1+7%81.1 "$BXie et al., 2008), le 

mécanisme +", "''%)'$/"$,"3,6'" ")'$;"$/%$ " 2,%)"$"'$.%$?6.(1)$%*"3$/"$+7%81+71,"$)0".'$+%.$")31,"$&/63(;&4 

51,.96"$ /0%6'1+7%81.1 "$".'$ ?1, &>$5EQ-SS$ ?(=&"$.6,$ /%$ ?%3"$"='",)"$;"$ /0%6'1+7%81.1 "$".'$ 3/(*&"$+%,$

Atg4 et libérée dans le cytosol (Kirisako et al., 2000)4$5%$?6.(1)$;"$/0%6'1+7%81.1 "$%*"3$/"$/:.1.1 "$)&3"..('"$/"$

récepteur LAMP2 et la GTPase Rab7 (Tanaka et al., 2000 ; Jäger et al., 2004), ainsi que les protéines SNARE 

(Soluble N-ethylmaleimide-sensitive factor Attachment protein REceptor), Vamp7 et Vamp8 (Furuta et al., 2010). 

La dégradation des composants contenus dans les autolysosomes dépend ensuite de nombreuses hydrolases 

telles que les protéinases A et B et les cathépsines chez les mammifères (He & Klionsky, 2009). La libération des 

molécules et en particulier, des acides aminés dans le cytosol par des perméases (Atg 22 ou les perméases Avt3 

"'$L*'Y#$")$*6"$;"$/"6,$,&6'(/(.%'(1)$+16,$/%$)&1.:)'7-."$;"$+,1'&()".$".'$/%$;",)(-,"$&'%+"$;"$/0%6'1+7%8("4 

 

2.2. Autophagie et physiologie neuronale 

La survie et les fonctions des neurones sont controlées par des facteurs trophiques et dépendent du 

',%).+1,'$ " 2,%)%(,"$%3'(?$96($31))"3'"$/"$.1 %$%6=$)"6,('".4$5".$)"6,1)".$.1)'$',-.$.").(2/".$G$/0%336 6/%'(1)$

de protéines mal-31)?1, &".$ 16$ ;0organites endommagé.$ "'$ /0%6'1+7%8("$ ()'",*(")'$ 31  "$ 6)$  &3%)(. "$

contribuant à leur survie, un déficit de la voie autophagique survenant dans de nombreuses maladies 

neurodégénératives telles que les maladies ;0L/<7"( ",$ BCataldo et al., 1996) et de Parkinson (Anglade et al., 

1997).  

E1)',%(," ")'$G$;0%6',".$1,8%)".>$/"$'%6=$;"$+,1'&()".$L'8$".'$&/"*&$;%).$/"$3",*"%6$;"$,1)8"6,$2(")$96"$

le taux de LC3-SS$"'$/"$)1 2,"$;0%6'1+7%81.1 ".$,".'")'$2%.$")$31);('(1)$;"$+,(*%'(1)$;"$)6',( ")'.$BMizushima 

et al., 2004). De plus, les )"6,1)".$.1)'$',-.$,&.(.'%)'.$G$/0();63'(1)$;"$/0%6'1+7%8("$+%,$/%$+,(*%'(1)$;"$)6',( ")'.$

(Boland & Nixon, 2006#4$E"3($+"6'$!',"$ "=+/(96&$+%,$ /"$ ?%('$96"$ /0%++1,'$;".$)"6,1)".$")$&)",8("$ et en acides 

aminés pour la néosynthèse de protéines est assuré par les organes périphériques plutôt que par la voie 

%6'1+7%8(96">$.688&,%)'$6)$,F/"$;(??&,")'$;"$/0%6'1+7%8("$;%).$/".$)"6,1)".$")$,&+1)."$G$;".$.(8)%6=$;"$.',"..>$

des atteintes neuronales ou dans des conditions pathologiques. 
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2.2.1. Autophagie axonale et dendritique 

N%).$/".$)"6,1)".>$/0%6'1+7%8("$".'$+,()3(+%/" ")'$;&'"3'&"$;%).$/".$%=1)".$"'$+/6.$?%(2/" ")'$;%).$/".$

dendrites et le soma des neurones (Figure 12). Dans les ganglions dorsaux de la moelle épinière, 

/0%6'1+7%81.1 "$ ".'$ ?1, &$ G$ /0"=',& ('&$ %=1)ale. Il  %'6,"$ +");%)'$ .1)$ ',%).+1,'$ *",.$ /"$ .1 %4$ 50%)%/:."$

ultrastructurale de cellules de Purkinje /6,37",$[/6JaULc montre 96"$ /%$)"6,1'1=(3('&$;"$[/6JaULc provoque une 

%336 6/%'(1)$ ( +1,'%)'"$ "'$ ,%+(;"$;0%6'1+7%81.1 ".$;%).$ /".$ %=1)".$;:.',1+7(96".$81)flés, indiquant que la 

biogénèse des autophagosomes survient dans les compartiments axonaux (Wang et al., 2006). Cependant, le 

 &3%)(. "$;0();63'(1)$;"$ /0%6'1+7%8("$;%).$ /".$ %=1)".$ ".'$ ()31))64$E7"<$ /"$ 6'%)'$ 56,37",$+1,'%)'$ 6)$%//-/"$

lurcher et un allèle .%()$;"$[JSNU>$ /"$3%)%/$;&?(3(")'$;"$[/6JaULc induit une dépolarisation membranaire qui se 

+,1+%8"$;%).$/0%=1)"$"'$+16,,%('$%3'(*",$/0%6'1+7%8("$BWang et al., 2006 ; Yue et al., 2002). Le groupe de Liang 

(Liang et al., 1999) propose 96"$ /0()'",%3'(1)$ ;"$ [/6JaULc avec bécline-M$ .",%('$ ,".+1).%2/"$ ;"$ /0();63'(1)$ ;"$

/0%6'1+7%8("$;%).$/".$cellules de Purkinje mutantes lurcher. Des expériences menées in vitro dans des cultures de 

neurones sympathiques et in vivo dans les cellules granulaires du cervelet et dans les neurones ganglionnaires 

dorsaux de la moelle épinière indiquent que le transport rétrograde ;".$%6'1+7%81.1 ".$;"$/0"=',& ('&$%=1)%/e 

vers le soma où sont situés les lysosomes et leur transport antéro8,%;"$;6$.1 %$*",.$ /0"=',& ('&$%=1)%/"$.1)'$

dépendants des microtubules (Hollenbeck, 1993 ; Wang et al., 2006 ; Maday et al., 2012). Les kinésines et 

dynéines ou le complexe dynéine-dynactine, protéines motrices responsables du transport protéique le long des 

microtubules, sont impliquées dans le transport antérograde (kinésines) et rétrograde (dynéines). Leur inhibition 

pharmacologique ou par siARN bloque /"$',%).+1,'$;".$%6'1+7%81.1 ".$;%).$/0%=1)" (Figure 12)4$50()'",%3'(1)$

de LC3 avec la protéine associée aux microtubules MAP1B régule la formation des autophagosomes en conditions 

physiologiques et pathologiques (Yue, 2007 ; Jahrheiss et al., 2008). De récentes observations dans les neurones 

primaires de neurones ganglionnaires de la corne dorsale de la moelle épinière proposent un modèle dans lequel 

les autophagosomes sont formés distalement, sélectionnent leur cargo et se déplacent le long des microtubulles 

de façon bidirectionnelle (Maday et al., 2012#4$ 5".$ %6'1+7%81.1 ".$ .0%3(;(?(")'$ G$ /0%++,137"$ ;6$ .1 %$ +16,$

dégrader leurs cargos. La fusion avec les endosomes tardifs ou les lysosomes empêche leur transport rétrograde 

dépendant de la dynéine.  

Des autophagosomes ont aussi été détectés dans les dendrites des neurones. La protéine mTOR 

,&86/%',(3"$ ;"$ /0();63'(1)$ ;"$ /0%6'1phagie module la potentialisation et la dépression à long terme dans les 

compartiments post-.:)%+'(96".$;".$)"6,1)".$7(++13% +(96".>$ .688&,%)'$ /0( +/(3%'(1)$;"$ /0%6'1+7%8("$;%).$ /"$

mécanisme de plasticité synaptique (Shehata et al., 2012). 

 

2.2.2.  !"#$%&'()*+,*$-.(/!(0&%0',*),#1()%$, 

50%6'1+7%8("$ ()'",*(")'$;%).$ /"$;&*"/1++" ")'$)"6,1)%/4$Chez la drosophile, la croissance de la jonction 

)"6,1 6.36/%(,"$".'$,&86/&"$+1.('(*" ")'$+%,$/0%6'1+7%8("$BShen & Ganetzky, 2009). Une surexpression ou une 

mutat(1)$;"$/%$+,1'&()"$L'8M$( +/(96&"$;%).$/0();63'(1)$;"$/0%6'1+7%8(">$,".+"3'(*" ")'$%68 ")'"$16$;( ()6"$/%$

'%(//"$;".$.:)%+.".4$50"??"'$+1.('(?$sur développement de la jonction neuromusculaire est médié par la régulation 

négative de Hiw, une ubiquitine liga."$\Q$96($,&86/"$)&8%'(*" ")'$/%$3,1(..%)3"$.:)%+'(96"$+%,$/0()'", &;(%(,"$;"$

/0()%3'(*%'(1)$ ;"$b%/lenda, une MAP kinase kinase (Collins et al., 2006 ; Shen & Ganetzky, 2009 ; Wan et al., 

2000).  

Inversement, la déficience en Atg7, "'$ ;1)3$ /"$ 2/13%8"$ ;"$ /0()('(%'(1)$ ;"$ /0%6'1+7%8("$ +,1*196"$ /%$

dystrophie axonale et la dégénération des axones terminaux, mais pas des épines dendritiques suivies de la mort 
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des cellules de Purkinje du cervelet accompagnée par des déficits du comportement des souris (Komatsu et al., 

2007#4$E"3($.688-,"$/0( +/(3%'(1)$;"$/0%6'1+7%8("$;&+");%)'"$;0Atg7 dans le turnover protéique dans les axones 

"'$ ;%).$ /%$ +,1'"3'(1)$ ;".$ )"6,1)".4$ E".$ ,&.6/'%'.$ .1)'$ 317&,")'.$ %*"3$ ;".$ &'6;".$  1)',%)'$ /0( +/(3%'(1)$ ;"$

/0%6'1+7%8("$;%).$ /%$ ,&',%3'(1)$;es neurites dans des cultures de neurones sympathiques (Bunge, 1973), ainsi 

que son rôle dans la croissance neuritique au cours du développement (Hollenbeck, 1993).  

50%336 6/%'(1)$;"$+,1'&()".$+1/:-ubiquitiniyées dans les neurones déficients en Atg5 et Atg7 et ce malgré 

un fonctionnement non-%/'&,&$;6$+,1'&%.1 ">$.688-,"$96"$/0%6'1+7%8("$+,&*(")'$/0%8,&8%'(1)$"'$/0%336 6/%'(1)$;"$

protéines mal-31)?1, &".$ "'$ D16"$ 6)$ ,F/"$ ;%).$ /"$ )"''1:%8"$ 3"//6/%(,"$ "'$ ;1)3$ ;%).$ /071 &1.'%.("$ )"6,1)%/"$

impliquant la plasticité synaptique (Komatsu et al., 2006 ; Hara et al., 2006). Chez le ver C. elegans, lorsque les 

compartiments présynaptiques sont retirés des cellules post-synaptiques, les récepteurs GABA A sont 

sélectivement dirigés vers les autophagosomes (Rowland et al., 2006). Chez la souris déficiente en Atg1, la 

densité post-.:)%+'(96"$;( ()6"$")$,&+1)."$G$6)"$2%(.."$;"$/0%3'(*('&$;"$/%$`LT$_()%."$\JP>$.688&,%)'$960L'8M$

régule les structures synaptiques en agissant sur ERK (Wairkar et al., 2009). Le rôle de la protéine p62 est 

( +1,'%)'$;%).$/0&'%+"$;"$.&/"3'(1)$;".$31 +1.%)'.$G$;&8,%;",4$Des études montrent que les souris déficientes 

")$ +^U$ 1)'$ 6)"$ %/'&,%'(1)$ ;"$ /%$ 3%+%3('&$ ;".$ )"6,1)".$ ;"$ /07(++13% +"$ G$ ")',",$ ")$ 5HT$ "'$ +,&.")'")'$ 6)"$

;( ()6'(1)$;"$/0"=+,"..(1)$;" la sous-unité GluR1 du récepteur AMPA, indiquant que par sa liaison à GluR1, p62 

31)',F/"$ /"$ ',%?(3$ ;6$ ,&3"+'"6,$L`TL$"'$ ,&86/"$ /%$ 5HT$;%).$ /".$)"6,1)".$;"$ /07(++13% +"$ BJiang et al., 2009). 

N0%6',".$&'6;".$ 1)',")'$96"$/0();63'(1)$37( (96"$;"$/%$;&+,"..(on à long terme dans les neurones augmente le 

taux de LC3-II, la déphosphorylation de Akt et de mTOR et la dégradation de la sous-unité GluR1 du récepteur 

AMPA (Shehata et al., 2012#4$ 5"$ 2/13%8"$ ;"$ /0%6'1+7%8("$ ,".'%6,"$ /0"=+,"..(1)$ 2%.%/"$ ;"$ [/6JM4$ N"$ +/6s, les 

 ! ".$ %6'"6,.$ ;&3,(*")'$ /0( +/(3%'(1)$ ;6$ ,&3"+'"6,$ %6$ 8/6'% %'"$ c`NL$ ;%).$ /0%6'1+7%8("4$ \)$ "??"'>$ /%$

dépolarisation de neurones hippocampiques en culture augmente le taux de LC3-II et le nombre 

;0%6'1+7%81.1 ".$  %(.$ )0%$ +%.$ ;0"??"'.$ .($ 6)$ ()7(2('"6, du récepteur NMDA est appliqué dans le milieu de 

36/'6,"4$E".$ ,&.6/'%'.$ ();(96")'$96"$ /0%6'1+7%8("$".'$ ;&+");%)'"$;6$ ,&3"+'"6,$c`NL$"'$ ".'$ ();6ite par la voie 

PI3K-Akt-mTOR provoquant la dégradation des récepteurs AMPA (Shehata et al., 2012). 50%3'(*('&$;e mTOR a été 

&8%/" ")'$( +/(96&"$;%).$/%$+/%.'(3('&$.:)%+'(96"$"'$/0%++,")'(..%8"$;&+");%)'.$;"$/%$.:)'7-."$+,1'&(96"$+%,$.1)$

action sur Atg13 qui bloque Atg1 (Kamada et al., 2010). Inversement, la rapamycine, un inhibiteur de mTOR, 

empêche la synthèse +,1'&(96"$"'$2/196"$/%$+/%.'(3('&$.:)%+'(96"$"'$/".$3%+%3('&.$;0%++,")'(..%8"$"'$/%$ & 1(,"$

(Long et al., 2004 ; Richter & Klann, 2009#4$ 50%6'1+7%8("$ %$ &8%/" ")'$ &'&$ ( +/(96&"$ ;%).$ /%$ ,&86/%'(1)$ ;"$ /%$

neurotransmission dopaminergique. La rapamycine induit /0%6'1+7%8("$ ;%).$ /".$ 31 +%,'( ")'.$ présynaptiques 

des neurones dopaminergiques corrélée à la diminution de leur volume axonal, du nombre de vésicules 

.:)%+'(96".$ "'$ ;"$ /%$ /(2&,%'(1)$ ;"$ /%$ ;1+% ()"4$ L$ /0()*",.">$ 37"<$ ;".$ .16,(.$ ',%).8&)(96".$ chez lesquelles 

/0%6'1+7%8("$ ".'$ 2/196&"$ ;%).$ /".$ )"6,1)".$ ;1+% ()",8(96".>$ /%$ /(2&,%'(1)$ ;"$ /%$ ;1+% ()"$ ".'$ %68 ")'&"$

(Hernandez et al., 2012#>$.688&,%)'$96"$/0%68 ")'%'(1)$;"$/0%6'1+7%8("$%/'-,"$/".$31 +%,'( ents présynaptiques 

et module la neurotransmission.  

Le rôle 3%,;()%/$ ;"$ /0%6'1+7%8("$ ;%).$ /%$ )"6,1+,1'"3'(1)>$ /"$ ;&*"/1++" ")'$ "'$ /%$ +/%.'(3('&$ .:)%+'(96"$

.688-,"$9606)$;:.?1)3'(1))" ")'$;"$3"$ &3%)(. "$+16,,%('$%*1(,$;".$31).&96")3".$( +1,'%)'".$;%).$/"$XcE4 
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Figure 12. Autophagie et physiologie neuronale. 50%6'1+7%8("$ ,"3:3/"$ .".$ 31 +1.%)'.$ +16,$  %()'")(,$ /071 &1.'%.("$
neuronale et réguler la croissance et la plasticité synaptique. 1. Dégradation autophagique des organelles, des vésicules 

synaptiques et des protéines. 2. Autophagie des récepteurs TrkA liés à NGF endocytés dépendante de ULK1. 3. Transport 

rétrograde des autophagosomes par la dynéine. 4. Activation par [/6JaU$;"$/0%6'1+7%8("$;&+");%)'"$;"$2&3/()"-1 via nPIST. 5. 
Autophagie des récepteurs post-synaptiques endocytés. 6. Transport antérograde des autophagosomes par la kinésine. 7. 
Formation des autolysosomes par fusion des autophagosomes et des lysosomes. Adaptée de Ragagnin et al. 2013. 

 

3. Interactions entre apoptose et autophagie 

 La recherche ;0interactions entre les voie.$;"$/0%6'1+7%8(e et ;"$/0%+1+'1.e a montré que les membres 

de la famille Bcl-2, bécline-1 et Atg agissent G$/0()'",?%3"$")',"$3".$;"6=$*1(".$BMaiuri et al., 2007a ; Giansanti et 

al., 2011).  

BCL-2 et BCL-XL sont impliqués dans la voie autophagique et la voie apoptotique. Les deux protéines se 

lient par leur domaine BH3 à bécline-1 et inhibent son activité. En condition de privation de nutriments, la 

phosphorylation de BCL-2 par JNK1 provoque la séparation de BCL-2 et bécline-1 et /0();63'(1)$;"$ /0%6'1+7%8("$

(Maiuri et al., 2007b ; Pattingre et al., 2005). BCL-U$."$ /("$%/1,.$G$CLd$"'$ ()7(2"$ /0%+1+'1."$BWei et al., 2008a, 

200b). Lorsque la cellule fait face à des conditions de privation de nutriments prolongées, BCL-2 est hyper-

phosp71,:/&"$+%,$ecPM$"'$."$;&'%37"$;"$CLd$96($".'$%/1,.$3%+%2/"$;0();6(,"$ /0%+1+'1."$BWei et al., 2008b). Un 

modèle a été proposé pour expliquer les propriétés de liaison de BCL-2 à la fois à des protéines pro-autophagique 

et pro-%+1+'1'(96"4$50%??()('&$;"$CE5-2 serait plus forte pour les protéines pro-apoptotiques que pour Bécline-1 

car les membres de la famille Bcl-2 possèdent le même domaine BH3 (Wei et al., 2008b ; Maiuri et al., 2007b, 

2007c#4$ N"$ +/6.>$ /0%2.")3"$ ;".$ %3(;".$ % ()&.$ 7:;,1+712".$ ")$ +1.('(1)$ MM9 contenant la thréonine diminue 

/0%??()('&$;"$2&3/()"-1 et BCL-2 en comparaison avec celle des protéines contenant BH3 (Feng et al., 2007). En 
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effet, la phosphorylation de bécline-1 sur Thr119 par la kinase DAPK (death-associated protein kinase) provoque 

sa dissociation de BCL-U$"'$/0%3'(*%'(1)$;"$/0%6'1+7%8("4$NLTP$+%,'(3(+"$&8%/" ")'$G$/0%+1+'1."$+%,$.1)$()'eraction 

avec des protéines du cytosquelette (Zalckvar et al., 2009 ; Bovellan et al., 2010). 

50()'",%3'(1)$")',"$%6'1+7%8("$"'$%+1+'1."$".'$&8%/" ")t réalisée par des membres de la famille Atg tels 

960Atg5 et Atg3. Atg5 possède un double rôle f$")$+/6.$;"$.1)$,F/"$;0%3'(*%'"6,$;"$/0%6'1+7%8(">$L'8g$+%,'(3(+"$G$

la susceptibilité des cellules à entrer en apoptose. Pa,$"=" +/">$/%$.6,"=+,"..(1)$;0Atg5 sensibilise les cellules à la 

chimiothérapie ();63',(3"$ ;0%+1+'1." (Yousefi et al., 2006) et sa déficience confère une résistance cellulaire à 

certaines drogues anti-3%)3&,"6.".4$ T");%)'$ /0%+1+'1.">$ L'8g$ ".'$ 3/(*&"$ +%,$ /%$ 3%/+%h)">$ ")',%K)%)'$ .%$

translocation dans la mitochondrie où elle interagit avec BCL-XL et contrôle la libération pro-apoptotique du 

cytochrome c dans le cytosol4$L$/0()*",.">$/0%2.")3"$;0L'8g$;%).$/%$ ('1371);,("$")',%K)"$/0%6'1+7%8("$BYousefi et 

al., 2006 ; Bhutia et al., 2010).  

Une autre protéine de la famille Atg, Atg3, est régulée par FLIP (FLICE-inhibitory protein), un inhibiteur de 

RLNN$ ;%).$ /%$ *1("$ "=',().-96"$ ;"$ /0%+1+'1."4$ R5ST$ +"6'$ ;1)3$ ,&86/",$ /0%+1+'1."$ +%,$ .%$ /(%(.1)$ G$ RLNN$ %(.$

&8%/" ")'$();6(,"$/0%6'1+7%8("$")$/(%)'$"'$activant Atg3 qui bloque la conjugaison de PE à LC3 (Lee et al., 2009).  

Les caspases sont capables ;"$ ;&8,%;",$ ;".$ +,1'&()".$ ( +/(96&".$ ;%).$ /0%6'1+7%8("4$ T%,$ "=" +/">$ la 

caspase-3 active clive bécline-M$"'$;1)3$ ()7(2"$ /0%6'1+7%8(". La caspase-3 clive également ;0%6',".$.62.',%'.$et 

+", "'$ /0%3'(*%'(1)$ ;"$ /0%+1+'1."$ "'$ /%$ +1'")'(%/(.%'(1)$ ;".$ .'( 6/($ %+1+'1'(96".$ +,1*196&. par exemple par la 

privation de facteurs de croissance (Luo & Rubinsztein, 2010 ; Wirawan et al., 2010 ; Djavaheri-Mergny et al., 

2010).  

5"$?%3'"6,$;"$',%).3,(+'(1)$+gQ$".'$6)$();63'"6,$;"$/0%+1+'1." : il régule positivement BAX et provoque la 

perméabilisation de la membrane mitochondriale. Aussi, il agit sur mTOR en activant AMPK et les suppresseurs de 

tumeurs TSC1 et TSC2 qui inhibent  HIJ$"'$%3'(*")'$/0%6'1+7%8(" (Feng et al., 2005) et augmente la synthèse du 

,&86/%'"6,$ /:.1.1 %/$ ;"$ /0%6'1+7%8(">$ NJL`$ BN% %8"$ ,"86/%'";$ %6'1+7%8:$  1;6/%'1,#>$ 3"$ 96($ %3'(*"$

/0%6'1+7%8("4$5"$2/13%8"$;"$/0%6'1+7%8("$+"6'$!',"$/"*&$+%,$/"$2/13%8"$;"$+gQ$BTasdemir et al., 2008 ; Galluzzi et 

al., 2011#4$L$/0()*",.">$+gQ$,&86/"$)&8%'(*" ")'$5EQ$;%).$;".$3"//6/".$")$31);('(1)$;"$+,(*%'(1)$;"$)6',( ")'.$"'$

ainsi, contrôle de manière fine le flux autophagique (Scherz-Shouval et al., 2010). 

 

4. Mécanismes de mort neuronale dans les maladies à prions 

5"$2/13%8"$;"$/0%6'1+7%8("$+,1*196&"$+%,$/%$;&?(3(")3"$")$+,1'&()"$L'8g>$L'8i$16$T;_M>$6)$()7(2('"6,$;"$

 HIJ>$16$ /0%/'&,%'(1)$;6$ &3%)(. "$;"$ .&/"3'(1)$;".$3%,81.$G$;&8,%;",$ B+^U>$cCJM>$L5Rj#$".'$ .6??(.%)'$+16,$

induire la neurodégénérescence et la mort neuronale (Hara et al., 2006 ; Komatsu et al., 2006 ; Clausen et al., 

2010 ; Knaevelsrud & Simonsen, 2010 ; Wullschleger et al., 2006). De même, la sur"=+,"..(1)$;0L'8M$+,1*196"$/%$

mort neuronale (Scott et al., 2007). La perturbation d06)"$ ;".$ &'%+".$ ;"$ /0%6'1+7%8(" est critique et induit 

/0%336 6/%'(1)$;"$31 +1.%)'.$3:'1.1/(96".$%)1, %6=$ ")%)'$G$;".$&'%'.$+%'71/18(96".4$ 

50%6'1+7%8("$ "'$ /0%+1+'1."$ 1)'$ &'&$ ;&'"3'&".$ ;%).$ ;"$ )1 2,"6.".$  %/%;(".$ )"6,1;&8&)&,%'(*".$

déclenchées par la formation et /0%8,&8%'(1) de protéines mal-conformées ubiquitinylées dans les neurones. Ainsi, 

la dégradation des protéines anormales '"//".$ 96"$ /0 -synucléine dans la maladie de Parkinson, le peptide 

amyloïde-k$BLk#$"'$/".$?1, ".$;"$'%6 ;%).$/%$ %/%;("$;0L/<7"( ",, des formes mutantes de SOD1 dans la sclérose 

latérale amytrophique ou encore la protéine prion dans les encéphalopathies spongiformes est effectuée dans les 

)"6,1)".$+%,$/0%6'1+7%8("$BWebb et al., 2003 ; Pickford et al., 2008 ; Kabuta et al., 2006 ; Xu et al., 2012 ; Heitz 
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et al., 2010). C".$ +,1'&()".$ 31)',(26")'$ G$ /%$ ;:.?1)3'(1)$ .:)%+'(96">$ G$ /0%/'&,%'(1)$ ;".$ organites et à la mort 

neuronale par apoptose. Les neurones dégénérescents sont caractérisés par une accumulation importante 

;0%6'1+7%81.1 ".$;%).$ /"6,$ 3:'1+/%. "$ BPetersen et al., 2001 ; Rubinsztein et al., 2005 ; Ventruti & Cuervo, 

2007 ; Nixon et al., 2008 ; Lee et al., 2010 ; Mariño et al., 2011 ; Heitz et al., 2006, 2010 ; Ragagnin et al., 

2013), suggérant un dérèglement du flux autophagique provoqué par un « stress autophagique l>$30".'-à-dire un 

déséquilibre entre les processus de synthèse et de dégradation protéique (Petersén et al., 2001). Ce dérèglement 

;6$ ?/6=$ %6'1+7%8(96"$ " +!37"$ /0&/( ()%'(1)$ ;".$ +,1'&(nes mal-repliées et des organites endommagés qui 

.0%336 6/")'$ ;%).$ /"$ 3:'1+/%. "$ "'$ 31)',(26")'$ G$ /%$ ;:.?1)3'(1)$ puis à la mort neuronale (Cuervo, 2004a ; 

Cuervo et al, 2004b#4$ 50%3'(*%'(1)$ ;"$ /0%6'1+7%8("$ ,&;6('$ /".$ %8,&8%'.$ )"6,1)%6=$ "'$ ,%/")'('$ /%$ +,18,ession des 

symptômes neurologiques dans des modèles expérientaux de MA (Nixon, 2007 ; Spilman et al., 2010 ; Yang et 

al., 2011) et des maladies à prions (Heiseke et al., 2009 ; Cortes et al., 2012). 

5"$ &3%)(. "$+", "''%)'$ /0%3'(*%'(1)$;"$/0%6'1+7%8("$+16, /0&/( ()%'(1)$;".$+,1'&()".$%8,&8&".$)0".'$+%.$

3/%(," ")'$ (;")'(?(&4$ 5"$ 2/13%8"$ ;0%6',".$  &3%)(. ".$ ;"$ ;&8,%;%'(1)$ '"/.$ 96"$ /"$ +,1'&%.1 "$ 16$ /0%6'1+7%8("$

dépendante des protéines chaperonnes par les protéines mal-31)?1, &".$ 16$ ;0%6',".$ ?%3'"6,., peut induire 

/0%3'(*%'(1)$ ;"$ /%$  %3,1%6'1+7%8("$ BMassey et al., 2006). Bien que les raisons du dysfonctionnement de ces 

mécanismes ne soient pas encore identifiées, certains facteurs comme le stress et le vieillissement semblent les 

favoriser et provoquer le blocage du flux qui entraîne lui- ! "$/0%336 6/%'(1)$;"$+,1'&()".$%8,&8&".$ ! "$")$

/0%2.")3"$;"$+,1'&()".$+%'71/18(96".$31);6(.%)'$G$/%$ 1,'$)"6,1)%/"$BMartinez-Vicente & Cuervo, 2007 ; Hara et 

al., 2006 ; Komatsu et al., 2006). Le mécanisme de mort ce//6/%(,"$%6'1+7%8(96"$)0".'$+%.$31))64$N".$&'6;".$

();(96")'$ 96"$ /".$ 3"//6/".$ %6'1+7%8(96".$  1)',")'$ %6..($ ;".$  %,96"6,.$ ;"$ /0%+1+'1."$ BMartin & Baehrecke, 

2004 ; Heitz et al., 2010), suggérant que le dysfonctionnement ou la sur-%3'(*%'(1)$ ;"$ /0%6'1+7%8("$ +ourrait 

entraîner la mort neuronale par un cross-talk avec la voie apoptotique. 

 

4.1. Apoptose dans les maladies à prions 

5"$ +," (",$ ();(3"$ ;"$ /0%3'(*%'(1)$ ;"$ /0%+1+'1."$ ;%).$ /".$  %/%;(".$ G$ +,(1).$ %$ &'&$ /%$ ;&'"3'(1)$ ;"$ /%$

fragmentation nucléaire dans des neurones primaires en culture, exposés au peptide neurotoxique PrP(106-126), 

utilisé comme modèle de la neurotoxicité des prions (Forloni et al., 1993). La fragmentation nucléaire, le clivage 

;"$/0LNc$"'$/0%3'(*%'(1)$;"$/%$3%.+%."-3 sont observés dans le cerveau de patients atteints de MCJ (Ferrer et al., 

1999, 2002 ; Gray et al., 1999 ; Lucas et al., 1997) et d0().1 )("$ ?%'%/"$ ?% (/(%/"$ (Dorandeu et al., 1998), 

31)?(, %)'$/0(ntervention ;"$/0%+1+'1."$;%).$/".$ %/%;(".$G$+,(1).4$50%)%/:."$;"$3",*"%6=$de moutons (Fairbairn et 

al., 1994) et de bovins (Theil et al., 1999) infectés par les prions montre /0%3'(*%'(1)$;"$ /0%+1+'1."4$N"$ ! ">$

/0%+1+'1."$ est observée ;%).$ /"$ 3",*"/"'>$ /"$ 31,'"=$ 3&,&2,%/$ "'$ /07(++13% +"$ ;"$ .16,(.$ ()?"3'&". 

expérimentalement par les souches ;"$ '," 2/%)'"$ QVMm>$ Wim$ "'$ UUL$ B?,%8 ")'%'(1)$ ;"$ /0LNc>$ 31);").%'(1)$

nucléaire) (Lucassen et al., 1995), dans la couche granulaire du cervelet infecté par la souche 79A (Giese et al., 

1995), dans de nombreuses régions du cerveau comme la couche granulaire du cervelet, le cortex cérébral, les 

colliculi s6+&,("6,.$"'$ /07:+1'7%/% 6.$;" souris infectées par la souche Fujisaki de la MCJ (Jesionek-Kupnicka et 

al., 2001#4$50%3'(*%'(1)$;".$3%.+%.".-3 est démontrée dans le thalamus, le pont de Varole et la couche granulaire 

du cervelet chez des souris infectées par la tremblante (Drew et al., 2011 ; Sisó et al., 2002). Des souris 

transgéniques qui expriment une PrPC mutée dans la région de répétition des octapeptides et associée à la 

;& ")3"$"'$/0%'%=("$;%).$/".$ %/%;(".$G$+,(1).$;01,(8()"$8&)&'(96"$+,&.")'")'$6)"$perte neuronale importante par 

apoptose des cellules granulaires du cervelet (Chiesa et al., 2000) corrélée à une ataxie progressive. Dans 
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3",'%()".$ %/%;(".$G$+,(1).$;01,(8()"$?% (/(%/">$6)"$?1, " prédominante transmembranaire de PrPC, CtmPrP, a été 

trouvée dans le cerveau. Des souris transgéniques exprimant cette protéine présentent une neurodégénérescenec 

similaire à celle décrite dans 3",'%()".$ %/%;(".$G$+,(1).$;01,(8()"$?% (/(%/" (Hegde et al., 1998). Les signatures 

 1,+71/18(96".$ "'$ 2(137( (96".$ ;"$ /0%+1+'1."$ .1)'$ %6..($ ;&'"3'&".$ in vitro dans les neurones corticaux, les 

cellules hypothalamiques, les CGs et dans les cultures organotypiques de cervelet infectées par la tremblante 

(Müller et al., 1993 ; Schätzl et al., 1997 ; Cronier et al., 2004 ; Falsig et al., 2012). 

`1)$ &96(+"$ "'$ ;0%6',".$ 8,16+".$ 1)'$ ,"37",37& 31  ")'$ /"$ 2/13%8"$ ;"$ /0%+1+'1."$ +"6'$ +,&*")(,$ 16$

améliorer la pathologie des prions. La surexpression du facteur anti-apoptotique BCL-2 ou du facteur pro-

apoptotique BAX par transgénèse ne prévient pas la mort neuronale ni la progression de la maladie chez des 

souris infectées par les prions (Heitz et al., 2006 ; Coulpier et al., 2006 ; Steele et al., 2007a). Il en est de même 

de la délétion de la caspase-12 chez des souris infectées par la tremblante RML (Steele et al., 2007b). La délétion 

de BAX chez les souris transgéniques Tg(PG14) semble prévenir la mort des cellules granulaires, mais pas la 

dégénérescence synaptique ni la progression de la maladie (Chiesa et al., 2005). Ces résultats indiquent que 

cibler les membres de la famille Bcl-2 ou la voie du réticulum endoplasmique (caspase-12) est insuffisant pour 

+,&*")(,$/%$)"6,1;&8&)&,".3")3"$"'$.688-,"$/0( +/(3%'(1)$;06)$ &3%)(. "$%/'",)%'(?$16$%;;('(1))"/$96($31);6(,%('$

à la perte synaptique et à la mort neuronale.  

 

4.2. Un mécanisme apoptotique dépendant de TNFR1 dans les maladies à prions  

Un mécanisme apoptotique gouverné par TNFR1 pourrait être mis en jeu dans les neurones infectés par 

les prions. Une partie de ma thèse ".'$31).%3,&$G$/%$+16,.6('"$;06)"$&'6;"$ 1)',%)'$96"$/0()?"3'(1)$ in vitro des 

neurones sérotoninergiques dérivés de la lignée neuroectodermale 1C11 (1C115-HT) par la tremblante 22L ou 

Fukuoka-M$ BR_#$ ")',%K)"$ /0%68 ")'%'(1)$ ;6$ '%6=$ ;"$ HcRJM$ G$ /%$  " 2,%)"$ +/%. (96"4$ L$ /0()*",.">$ dans les 

cultures 1C115-HT et dans des cultures de cellules granulaires infectées par les prions, le taux de TNFR1 soluble 

libéré dans le milieu est dix fois inférieur à celui des cultures non-infectées (Pietri et al., 2013). Les souris 

infectées par 22L présentent un taux de TNFR1 soluble dans le fluide céphalorachidien trois fois inférieur à celui 

mesuré chez les animaux non-()?"3'&.4$ E"''"$ %336 6/%'(1)$ ;"$ HcRJM$ G$ /%$ .6,?%3"$ '& 1(8)"$ ;"$ /0%2.")3"$ ;"$

clivage du récepteur et rend les neurones plus sensibles aux effets de TNF- 4$\//"$".'$31,,&/&"$%*"3$/0%3'(*%'(1)$;"$

caspase-3. 

La métalloprotéase TACE, connue pour son rôle dans le clivage de TNF- , participe également au 

.7";;()8$;"$.1)$,&3"+'"6,$HcRJM>$%().($960%6$3/(*%8"$;"$T,TC "'$;0APP (Buxbaum et al., 1998 ; Vincent et al., 

2001 ; De Strooper, 2010#4$ 5%$ ;&,&86/%'(1)$ ;"$ /0%3'(*('&$ ;"$ clivage de TACE est décrite dans la maladie 

;0L/<7"( ", et les maladies à prions (Sennvik et al., 2000 ; Westergard et al., 2011). Dans les cultures 1C115-HT et 

/".$36/'6,".$;"$3"//6/".$8,%)6/%(,".$()?"3'&".$+%,$UU5>$HLE\$)0".'$+%.$;&'"3'&"$G$/%$.6,?%3"$;"s neurones mais est 

phosphorylée, internalisée et colocalisée avec la cavéoline-1 (Pietri et al., 2013). La phosphorylation sur des 

,&.(;6.$ '7,&1)()"$ "'$ /0()'",)%/(.%'(1)$ ;"$ HLE\$ ".'$ ,&%/(.&"$ +%,$ /%$ *1("$ Src kinases/phosphatidylinositol-3-kinase 

(PI3K)/3-phosphatidylinositol-dependent kinase-1 (PDK1)>$/0()7(2('(1)$;"$TNPM$")',%K)%)'$/%$;&+71.+71,:/%'(1)$;"$

TACE et sa relocalisation à la membrane plasmique (Figure 13). De manière intéressante, un mécanisme 

s( (/%(,"$")',"$")$D"6$;%).$/%$ %/%;("$;0L/<7"( ",. 
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Figure 13. Dérégulation de TACE par PDK1 dans les neurones infectés par les prions. En situation pathologique 

B %/%;(".$ G$ +,(1).>$  %/%;("$ ;0L/<7"( ",), la suractivation de PDK1 dans les neurones provoque la phosphorylation et 

/0()'",)%/(.%'(1)$ ;"$ HLE\4$ 50()7(2('(1)$ ;"$ /0%3'(*('&$ ;"$ 3/(*%8"$ ;"$ HcRJM$ +%,$ HLE\$ ?%*1,(."$ /%$ ?1, %'(1)$ ;"$ T,TSc et entraîne 

/0%336 6/%'(1)$ ;".$ ,&3"+'"6,.$ HcRJM$ G$ /%$ .6,?%3"$ ;".$ )"6,1)".>$ .").(2(/(.%)'$ ;"$ ?%('$ /".$ )"6,1)".$ %6=$ "??"'.$ ;6$ HcR- . 

50()7(2('(1)$;"$TNPM$+", "'$/"$,&%;,".sage de TACE à la surface des neurones et de restaurer ses clivages neuroprotecteurs. 

HLE\$;( ()6"$/0%336 6/%'(1)$;"$T,TSc>$/%$+,1;63'(1)$;0Lk$"'$,".'%6,"$6)"$.").(2(/('&$+7:.(1/18(96"$%6$HcR- . Adaptée de Pietri 

et al, 2014). 

 

4.3. Apoptose et stress du réticulum endoplasmique dans les maladies à prions  

Le cerveau de patients atteints de MCJ présente 6)"$ ?1,'"$ &/&*%'(1)$ ;"$ /0"=+,"..(1)$ ;".$ +,1'&()".$

chaperones du RE, Grp58, Grp78/Bip et Grp944$L636)"$%/'&,%'(1)$;"$/0"=+,"..(1)$;"$/%$+,1'&()"$37%+",1)"$n.+70 

)0".'$ 12.",*&"4$ N%).$ /"s mêmes échantillons de cerveau humain, la caspase-12 est activée, suggérant 

/0( +/(3%'(1)$;6$.',"..$;6$J\$31  "$ &3%)(. "$;"$ 1,'$)"6,1)%/"$;%).$/".$ %/%;(".$G$+,(1).$BHetz et al., 2003). 

Ces résultats sont confirmés expérimentalement chez des souris infectées par la souche de tremblante 139A. 

50%68 ")'%'(1)$;"$/%$3%.+%."-MU$%3'(*"$".'$/%$+/6.$?1,'"$;%).$/07(++13% +"$"'$/"$'7%/% 6.4$5%$*1("$;6$.',"..$;6$

RE est corrélée à /0%68 ")'%'(1)$;"$ /%$+,1'&()"$37%+",1)"$[,+gW>$ /a progression de la maladie et la perte des 

)"6,1)".>$'%);(.$96"$/0"=+,"..(1)$;".$+,1'&()".$37%+",1)".$n.+iV>$n.+^V$"'$[,+oY$)"$*%,("$+%.>$.688&,%)'$96"$

PrPSc génère une réponse neuroprotectrice par le RE en vue de sa dégradation (Hetz et al., 2003). Cependant, en 

apparente contradiction avec ces résultats, les souris déficientes en caspase-12 infectées par la souche de 

tremblante RML ne présentent aucune amélioration de survie, de leur comportement ou de ;"$/0%336 6/%'(1) de 

PrPSc comparé aux souris exprimant caspase-MU>$ .688&,%)'$ 96"$ 3"''"$ 3%.+%."$ )0".'$ +%.$ ( +/(96&"$ ;%).$ /%$

pathologie des prions (Steele et al, 2007b). 

Des corrélations entre le stress oxydatif et les maladies à prions ont été recherchées. Des analyses 

immunohistochimiques ont montré une augmentation de conjugués protéine-ubiquitine proches des plaques 

amyloïdes (Ironside et al., 1993) et dans les inclusions intra-neuronales (Lowe et al., 1990 ; Ironside et al., 

1993). 50%336 6/%'(1)$ ;"$ T,TSc dans le cerveau de souris infectées par RML entraîne une diminution de la 

traduction e'$;"$/%$.:)'7-."$+,1'&(96"$*(%$/%$+71.+71,:/%'(1)$;0"SRU . Ceci est corrélé à un déficit synaptique et à 

/%$+",'"$)"6,1)%/"$;%).$ /07(++13% +"$"'$ ,&;6('$ /%$;6,&"$;"$*("$;".$.16,(.!(Moreno et al., 2012#4$L$ /0()*",."> la 

restauration de la synthèse protéique est n"6,1+,1'"3',(3">$();(96%)'$/0( +1,'%)3"$;"$/%$*1("$;6$.',"..$;6$J\4 



INTRODUCTION 

63 
 

4.4. Apoptose chez les souris déficientes en protéine prion cellulaire 

La recherche des fonctions de PrPC a mené à la création de souris déficientes en PrPC. La large délétion du 

gène Prnd codant PrPC ")',%K)"$ /0"=+,"..(1)$ "3'1+(96"$ ;%).$ /".$ )"6,1)".$ ;"$ /%$ +,1'&()"$ N1++"/$ BN+/#>$ /"$

paralogue neurotoxique de PrPC qui provoque la mort des cellules de Purkinje ;6$3",*"/"'$31,,&/&"$G$/0%'%=("$37"<$

les souris Nagasaki (Ngsk) Prnp0/0 (Sakaguchi et al., 1996), Rcm0 (Moore et al., 1995), Zürich-II (ZH-II) (Rossi et 

al., 2001) et Rikn (Yokoyama et al., 2001). Une dégénérescence similaire des cellules de Purkinje est observée 

quand la forme de PrPC tronquée de sa région N-'", ()%/"$BpT,T#$".'$"=+,( &"$37"<$/".$.16,(.$;&?(3(")'".$")$T,TC 

(Flechsig et al., 2003) ou quand Dpl est surexprimée par transgénèse dans les neurones (Anderson et al., 2004 ; 

Yamaguchi et al., 2004b). La réintroduction de PrPC e)'(-,"$%)'%81)(."$/".$"??"'.$'1=(96".$;"$N+/$"'$pT,T>$ %(.$

pas ceux causés par PrPC tronquée des résidus 23-88 (Atarashi et al., 2003#>$.688&,%)'$96"$N+/$"'$pT,T$();6(.")'$

la mort neuronale par un mécanisme similaire, probablement en interférant avec une voie de survie cellulaire 

contrôlée par PrPC (Anderson et al., 2004 ; Shmerling et al., 1998). Les mécanismes qui sous-tendent la 

neurotoxicité de Dpl ne sont pas totalement élucidés. Sakudo et al ont montré que Dpl induit la mort des 

neurones déficients en PrPC par apoptose (Sakudo et al., 2005#4$ 50%68 ")'%'(1)$ ;".$ 31 +1.&.$ ,&%3'(?.$ G$

/01=:8-)"$();6('"$+%,$N+/$in vitro et in vivo .688-,"$/0( +/(3%'(1)$;6$.',"..$1=(;%'(?$;%).$/%$ 1,'$)"6,1)%/"$BCui et 

al., 2003 ; Wong et al., 2001).  

50%+1+'1."$();6('"$+%,$Dpl est inhibée à la fois par PrPC endogène et exogène in vivo et in vitro du fait des 

propriétés anti-apoptotiques de PrPC qui sont similaires à celles de BCL-2 (Kuwahara et al., 1999). Comme BCL-2, 

PrPC %)'%81)(."$/%$*1("$ ('1371);,(%/"$;"$/0%+1+'1.">$+,otégeant ainsi les neurones de la mort cellulaire (Diarra-

Mehrpour et al., 2004 ; Paitel et al., 2004 ; Solforosi et al., 2004). Chez le double mutant Ngsk Prnp0/0-Hu-Bcl-2 

qui surexprime Dpl et BCL-2, une proportion de neurones est sauvée comparée au simple mutant Ngsk Prnp0/0 

qui perd des cellules de Purkinje G$+%,'(,$;"$^$ 1(.>$ 1)',%)'$/0( +/(3%'(1)$;"$CE5-U$;%).$/0%+1+'1."$();6('"$+%,$/%$

neurotoxicité de Dpl (Heitz et al., 2008). Le domaine N-terminal de PrPC homologue au domaine BH2 de la famille 

Bcl-2 est probablement responsable de la fonction neuroprotectrice de PrPC. En effet, ce domaine est absent chez 

N+/$"'$pT,T$BFlechsig et al., 2003 ; Shmerling et al., 1998 ; Li et al., 2007#4$N"$+/6.>$pT,T$+"6'$();6(,"$/0%+1+'1."$

dépendante et indépendante de BAX (Li et al., 2007). Comme BCL-2, PrPC par son domaine N-terminal peut donc 

agir sur la protéine pro-apoptotique BAX et empêcher son activation (Roucou et al., 2005 ; Cheng et al., 2001 ; 

Oltvai et al., 1993). La mort neuronale induite par Dpl dans des cultures primaires de cellules granulaires est 

inhibée dans les neurones déficients en BAX ou bloquée pharmacologiquement par des inhibiteurs de la caspase-

Q>$();(96%)'$/0( +/(3%'(1)$;"$3".$;"6=$?%3'"6,.$;%).$/"$mécanisme neurotoxique provoqé par Dpl (Didonna et al., 

2012), confirmant les résultats obtenus en 2006 par mon équipe (Heitz et al., 2006). En effet, les souris Ngsk 

Prnp0/0 âgées de 6 mois ont perdu un nombre de cellules de Purkinje plus important que les souris Bax-/- : Ngsk 

Prnp0/0, indiquant que /0%2.")3" de BAX sauve les neurones de la toxicité de Dpl. Cependant, chez le mutant Ngsk 

Prnp0/0 : Bax-/-, bien que le nombre de cellules de Purkinje soit supérieur au nombre de cellules de Purkinje chez 

le simple mutant Ngsk Prnp0/0, il est inférieur à celui compté chez le sauvage, ();(96%)'$9606)"$+,1+1,'(1)$;"$

cellules de Purkinje meurent par une voie indépendante de BAX. Dpl active donc une voie dépendante et une voie 

indépendante de BAX (Heitz et al., 2006).  
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4.5. Autophagie dans les maladies à prions 

Des corps multi-vésiculaires et des vacuoles autophagiques .0%336 6/")' dans le soma, les neurites et les 

synapses des neurones infectés par les prions en culture (Schätzl et al., 1997) et dans les cerveaux de patients 

atteints par la MCJ et la maladie de GSS (Liberski et al., 2008 ; Sikorska et al., 2004 ; Boellaard et al., 1989, 

Figure 14#4$ E"3($ .688-,"$ 6)$ /(")$ ")',"$ /0%6'1+7%8("$ "'$ /0()?"3'(1)$ +%,$ /".$ +,(1).4$ 5%$ +,1'&()"$ XJ[M$ BScrapie 

responsive gene 1) est sur-"=+,( &"$ 37"<$ /0%)( %/, ;%).$ /"$ 3",*"%6$ ()?"3'&$+%,$ /%$ '," 2/%)'"$ "'$ /0\XC$ "'$ 37"<$

/071  ", dans le cerveau de patients atteints de la MCJ (Dron et al., 1998 ; Dandoy-Dron et al., 1998). SRG1 est 

associé aux autophagosomes dans les neurones (Dron et al., 2005, 2006). Aussi, le taux de LC3-II est augmenté 

dans le cytoplasme des neurones des patients atteints de MCJ et d0().1 )("$?%'%/"$?% (/(%/"$"'$;%).$/"$3",*"%6$;"$

hamsters infectés expérimentalement par la tremblante. La diminution du taux de p62 et des protéines poly-

62(96('():/&".$ ;%).$ /"$ 3",*"%6$ ;"$ +%'(")'.$ "'$ ;07% .'",.$ ()?"3'&.$ +%,$ /".$ +,(1).$ .688-,"$ 6)"$ .6,-activation de 

/0%6'1+7%8("$+", "''%)'$6)"$;&8,%;%'(1)$+/6.$( +1,'%)'"$;".$+,1'&()".4$Les résultats de Xu et al suggèrent que 

la dégradation de PrPSc se ferait par la voie autophagique. L0")',&"$ ;"$ T,TSc dans la cellule se ferait par les 

endosomes, après fusion des endosomes avec les autophagosomes et PrPSc serait adressée aux lysosomes (Xu et 

al., 2012). En accord avec cette hypothèse, le blocage de la fusion des autophagosomes avec les lysosomes par 

la bafilomycine A1 permet de visualiser PrPSc dans les autophagosomes (Xu et al., 2012 ; Hung et al., 2009), 

31  "$LkM-YU$;%).$/%$ %/%;("$;0L/<7"( ",$BHung et al., 2009).  

 

Figure 142* 3405()6&'()),/,)&* +,* $-%#&(7.%"',* +%)0* $,0* /%$%+',0* 8* 71'()02* 92* Biogenèse défectueuse des 

autolysosomes. B. Blocage du transport rétrograde et accumulation des autophagosomes dans les neurites dystrophiques. C. 
Incapacité de fusion des autophagosomes avec les lysosomes. Adaptée de Ragagnin et al., 2013. 
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Le rôle des lysosomes dans les maladies à prions est double4$\)$"??"'>$;"$ %)(-,"$+%,%;1=%/">$/0%++/(3%'(1)$

;0()7(2('"6,.$;".$/:.1.1 ".$+,&*(")'$/0%336 6/%'(1) de PrPSc (Heiseke et al., 2009#$"'$G$/0()*",.">$/".$%81)(.'".$;"$

/0%6'1+7%8("$+", "''")'$;0%68 ")'",$/%$;&8,%;%'(1)$;"$T,TSc (Doh-Ura et al., 2000 ; Ertmer et al., 2004). PrPSc 

peut aussi détourner la voie autophagique/lysosomale et promouvoir la conversion de PrPC en PrPSc. En effet, la 

production de PrPSc dans les lysosomes sature la capacité de dégradation des lysosomes, entraînant leur rupture 

et la libération des agrégats de PrPSc et des enzymes de dégradation lysosomales dans le neuroplasme, 

contribuant à la sur-%3'(*%'(1)$ ;"$ /0%6'1+7%8("$ "'$ G$ /%$  1,'$ )"6,1)%/"$ BXu et al., 2012). La diminution de 

/0%6'1+7%8("$;6$?%('$;" la dysfonction de la voie endosomale/lysosomale peut contribuer au développement des 

 %/%;(".$ G$ +,(1).4$ 506'(/(.%'(1)$ ;"$ /0( %'()(2>$ 6)"$ ;,186" anti-3%)3&,"6."$ ();63',(3"$ ;"$ /0%6'1+7%8("$ %3'(*"$ /%$

dégradation lysosomale de PrPSc (Ertmer et al., 2004, 2007#4$Z6%);$ /0( %'()(2$".'$%; ()(.',&"$+,&313& ")'$%6$

316,.$;"$/0()?"3'(1)$+&,(+7&,(96">$"//"$" +!37"$/%$)"6,1()*%.(1)$;"$T,TSc "'$/0%++%,('(1)$;". symptômes cliniques 

chez les souris infectées par les prions (Yun et al., 2007#4$50%68 ")'%'(1)$;"$/0();63'(1)$;6$?/6=$%6'1+7%8(96"$%$

6)$ "??"'$ 2&)&?(96"$ ;%).$ /%$ ;&8,%;%'(1)$ ;".$ %8,&8%'.$ ;%).$ /".$  %/%;(".$ G$ +,(1).$ "'$ ;0%6',".$  %/%;(".$

neurodégénératives. A la fois le lithium et le tréhalose, deux inducteurs de la voie autophagique indépendante de 

 HIJ$"'$/%$,%+% :3()"$96(>$")$()7(2%)'$ HIJ$%3'(*"$/0%6'1+7%8(">$%68 ")'")'$/%$;&8,%;%'(1)$;"$T,TSc
 dans les 

cellules in vitro (Heiseke et al., 2009 ; Aguib et al., 2009). Il est cependant également possible que le traitement 

des cellules avec le lithium réduise la formation de PrPSc ")$ +,1*196%)'$ /0()'",)%/(.%'(1)$ ;"$ T,TC et donc la 

diminution de son expression à la membrane neuronale (Sunyach et al., 2003 ; Heiseke et al., 2009). 

Il a été montré récemment que PrPC 31)',F/"$/0();63'(1)$;"$/0%6'1+7%8("4$\)$"??"'>$50%6'1+7%8("$();6('"$+%,$

la déprivation de sérum survient plus tôt et de manière plus importante dans les neurones hippocampaux 

déficients en protéine prion cellulaire que dans les neurones sauvages. La réintroduction de PrPC entière mais pas 

de PrPC tronquée de la région des ,&+&'('(1).$ ;0octapeptides dans les neurones déficients en PrPC permet de 

supprimer la sur-régulation de /0%6'1+7%8("$ 31).&36'(*" à la privation de sérum, indiquant que la région N-

terminale neuroprotectrice de PrPC contenant la séquence des octapeptides répétés régule négativement 

/0%6'1+7%8("$ BOh et al., 2008). La conversion de PrPC en PrPSc peut donc interférer avec la fonction de cette 

,&8(1)$"'$+,1*196",$/0%3'(*%'(1)$;"$/0%6'1+7%8("$;%).$/".$ %/%;(".$G$+,(1).4$N"$+/6.>$/0()'",%3'(1)$;"$T,TC avec la 

protéine de stress STI-1 est neuroprotectrice via son interaction avec mTOR dans des neurones hippocampiques 

in vitro, lui suggérant 6)$,F/"$;%).$/"$31)',F/"$;"$/0();63'(1)$;"$/0%6'1+7%8("$96($+"6'$!',"$%21/($;%).$/".$ %/%;(".$

à prions (Roffé et al., 2010). 

De nombreux composés ciblant la voie autophagique sont de possibles candidats dans le traitement des 

maladies à prions. 50%; ()(.',%'(1)$;"$/%$,%+% :3()"$+", "'$;"$,&;6(,"$/%$.&*&,('&$;".$.: +'F ".$"'$;( ()6"$/%$

déposition de PrPSc dans un modèle expérimental murin de la maladie de GSS (Cortes et al., 2012). Des résultats 

similaires sont obtenus avec le lithium (Heiseke et al., 2009#4$ 50();63'(1)$ ;"$ /0%6'1+7%8("$ +%,$ /0")<: "$ X(,'M$

(déacétylase des histones de classe III) protège les neurones de la toxicité du peptide PrP(106-126) et de la 

dysfonction mitochondriale (Jeong et al., 2013). Le mécanisme autophagique neuroprotecteur induit par Sirt1 

demande des travaux supplémentaires pour mieux comprendre la voie de signalisation de Sirt1 incluant FOXOs, 

p53 et PGC . 

 

4.6. Autophagie chez les souris déficientes en protéine prion cellulaire 

Dpl pourrait activer une voie autophagique aboutissant à la mort neuronale indépendante de BAX. En 

"??"'>$6)"$%68 ")'%'(1)$;"$/0LJc $"'$;".$'%6=$;".$ %,96"6,.$;"$/0%6'1+7%8(">$/".$+,1'&()".$X,8M>$5EQ-II et p62, 
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sans augmentation de leur ARNm est mesurée dans le cerveau des souris Ngsk Prnp0/0 (Dron et al., 2005 ; Heitz 

et al., 2008#>$.688&,%)'$96"$/%$;&8,%;%'(1)$;".$+,1;6('.$;"$/0%6'1+7%8("$".'$%/'&,&"$37"<$3".$.16,(.4$N".$*%361/".$

autophagiques se sont anormalement accumulées dans les compartiments somato-dendritiques et axonaux des 

souris Ngsk Prnp0/0. Les profils autophagiques sont les plus abondants dans les axones dystrophiques des cellules 

de Purkinje dans le cortex cérébelleux et dans les terminaisons au niveau des noyaux profonds, suggérant 

/0()('(%'(1)$ %=1)%/"$ ;"$ /0%6'1+7%8("4$ E".$ ,&.6/'%'.$ .688-,")'$ 96"$N+/$ +,1*196"$ 6)"$ ;:.?1)3'(1)$ ;"$ /0%6'1+7%8("$

dans les neurones Ngsk Prnp0/0.  

 

 

  



INTRODUCTION 

67 
 

 

 

 

 

Chapitre II 

Principaux points abordés 

 

 

" 50%+1+'1."$ ".'$ 6)$  &3%)(. "$ ;"$  1,'$ )"6,1)%/"$ +,18,%  &$ +%,'(3(+%)'$ %6$

développement et à la physiologie de /01,8%)(. "4$ \//"$ +"6'$ !',"$ B(#$ "=',().-96">$

;&+");%)'"$;06)$ ,&3"+'"6,$ ;"$ 1,'$ 31  "$HcRJM>$ B((#$ ()',().-96"$ ('1371);,(%/"$ "'$

(iii) provoquée par le stress du réticulum. 

 

" 50%6'1+7%8("$ %..6,"$ /"$ ,"3:3/%8"$ ;".$ +,1'&()".$ "'$ 1,8%)('".$ ");1  %8&.$ "'$ %().($

cont,(26"$ G$ /071 &1.'%.("$ )"6,1)%/"$ )1'%  ")'$ %6$ )(*"%6$ ;".$ .:)%+.".$ 1q$ "//"$ ".'$

()('(&"4$ 5".$ 3%.3%;".$ ;0()'",%3'(1)s moléculaires qui sous-'");")'$ /0%6'1+7%8("$ .1)'$

complexes et régulées par les protéines de la famille Atg ; elles mènent à la 

dégradation des composants celllaires et moléculaires par les lysosomes. 

 

" 5%$ *1("$ %6'1+7%8(96"$ "'$ /%$ *1("$ %+1+'1'(96"$ ()'",%8(..")'$ +%,$ /0()'", &;(%(,"$ ;"$

protéines communes aux deux voies telles que Bcl-2, Atg3, Atg5, p53 et caspase-3. 

 

 

" 50%+1+'1."$"'$/0%6'1+7%8("$ interviennent dans les maladies neurodégénératives comme 

/%$  %/%;("$ ;0L/<7"( ",$ "'$ /".$  %/%;(".$ G$ +,(1).4$ 50%3'(*%'(1)$ ;"$ /0%+1+'1."$ "'$ /%$

dérégulation de la machinerie autophagique contribuent à la mort neuronale dans ces 

maladies. 

 

" Les souris Ngsk Prnp0/0 surexprimant Dpl, le paralogue neurotoxique de PrPC, 

31).'('6")'$ 6)$  1;-/"$ ;0&'6;"$ ;".$ +,1'&()".$ +,(1).$ "'$ ;".$  &3%)(. ".$ ;"$  1,'$

)"6,1)%/"4$5"$?%3'"6,$+,1%+1+'1'(96"$CLd$"'$/0"),%:" ")'$;"$/0%6'1+7%8("$31)',(26")'$

à la mort prématurée des cellules de Purkinje Ngsk Prnp0/0. 
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CHAPITRE III 

 

Le cervelet 

 

 

Le cervelet est une structure du système nerveux central située G$/0%,,(-,"$;6$',1)3$3&,&2,%/$G$/%$D1)3'(1)$

entre le télencéphale et le métencéphale dans la fosse postérieure du crâne (Bossy, 1990, Figure 15A). Malgré 

sa petite taille (10 G$Mg$r$;6$+1(;.$;6$3",*"%6#>$30".'$ la structure cérébrale contenant le plus de neurones. Les 

cellules granulaires représentent en effet plus de la moitié des neurones du cerveau humain (Lange, 1975 ; 

Azevedo et al., 2009). Le cortex cérébelleux présente une architecture cellulaire laminaire comprenant un nombre 

réduit de types neuronaux facilement identifiables. Cette simplicité en fait un bon modèle expérimental comparé à 

la complexité du néo-31,'"=$ "'$G$ /%$ 6/'('6;"$;"$ ':+".$;"$)"6,1)".$960(/$ 31)'(")'4$Trois cordons de substance 

blanche, les pédoncules cérébelleux (supérieur, moyen et inférieur) relient le cervelet à /0")3&+7%/"4 Par les 

pédoncules cérébelleux, le cortex cérébelleux reçoit l0()?1, %'(1)$.").1,("//">$_()"sthésique et motrice 960(/$',%;6('$

en réponse motrice. 5"$,F/"$+,()3(+%/$;6$3",*"/"'$".'$/0%+prentissage et le contrôle des mouvements coordonnés. Il 

détecte la différence ou « erreur motrice » entre le mouvement prévu et le mouvement réalisé et corrige cette 

",,"6,$+%,$.".$+,1D"3'(1).$.6,$/".$)"6,1)".$ 1'"6,.$.6+,%."8 ")'%(,".4$E".$31,,"3'(1).$.0effectuent pendant et 

%+,-.$ /"$  16*" ")'$ "'$ +", "''")'$ /0%++,")'(..%8"$  1'"6,4$ 51,.96"$ /"$ 3(,36('$ 3&,&2"//"6=$ ".'$ ");1  %8&>$ /"$

+%'(")'$31  "'$;".$",,"6,.$ 1',(3".$+",.(.'%)'".$;1)'$/%$)%'6,"$;&+");$;"$/0" +/%3" ")'$;"$/%$/&.(1)4$ 

Le cervelet est un bon mo;-/"$;0&'6;e de la mort cellulaire. L0%2.")3"$;"$3",*"/"'$)0&'%)' pas létale, de 

nombreux modèles murins transgéniques et expérimentaux de déficits cérébelleux ont pu être étudiés au cours 

du développement et G$ /0s8"$ %;6/'"4$ L6..(>$ /0%''"()'"$ ;6$ 3",*"/"'$ .e manifeste par /0%'%=("$ 3&,&2"//"6." : des 

déficits moteurs et des anomalies de la marche et de la posture qui sont facilement caractérisées. Le cervelet est 

vulnérable à de nombreuses agressions. Par exemple, il est sévèrement touché +%,$/0(.37& ("> /0()fection par virus 

C1,)%$16$")31,"$;%).$/"$3%.$;"$ %/%;(".$)"6,1;&8&)&,%'(*".$'"//".$96"$/%$ %/%;("$;0L/<7"( ",$"'$;"$n6)'()8'1)$

(Sarna & Hawkes, 2003 pour revue ; Fukutani et al., 1996, 1997 ; Wegiel et al., 1999). Aussi, le cervelet est très 

atteint par les effets neurotoxiques des prions.  

 

 1. Cytoarchitecture du cervelet 

Le cervelet est symétrique bilatéralement. Il est subdivisé longitudinalement en trois régions : une 

médiane, le vermis, une intermédiaire, le paravermis et une latérale constitué des hémisphères (Larsell, 1952). Sa 

surface est déprimée par de nombreux sillons qui lui confèrent un aspect multi-folié sagittalement. Le cervelet est 

divisé en lobes antérieur, postérieur et floculo-nodulaire par les sillons primaire, transverse et postéro-latéral 

respectivement. Ces trois lobes se subdivisent en lobules qui sont nommés de I à X à partir du lobe antérieur du 

*", (.$D6.960%6$lobe postérieur. Ainsi, le lobe antérieur contient les lobules IV, le postérieur les lobules IV-IX et le 

flocculonodulai,"$/"$/126/"$d4$5%$/126/%'(1)$".'$',-.$31).",*&"$")',"$/".$();(*(;6.$"'$G$',%*",.$/0&*1/ution, malgré 

des différences du développement hémisphérique entre espèces (Brodal, 1969). 
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1.1. Structure du cortex et circuit cérébelleux 

Le cervelet est composé de deux tissus principaux : une substance grise corticale trilaminaire "'$ ;06)"$

substance blanche interne qui renferme les noyaux gris profonds (fastigial, interposé, denté). Histologiquement, 

le cortex cérébelleux est homogène. Au niveau microscopique, il est 31).'('6&$+%,$/%$,&+&'('(1)$;06)$ ! "$3(,36('$

élémentaire commun aux vertébrés tétrapodes (Figure 15B) et composé ;06)$ +"'('$ )1 2,"$ ;" types 

neuronaux : les cellules de Purkinje, les cellules granulaires et les interneurones dont les cellules paniers, les 

cellules étoilées, les cellules de Golgi, les cellules de Lugaro, les cellules unipolaires en brosse et les cellules 

candélabres (Figure 15C, D). La couche moléculaire externe contient les cellules paniers et étoilées, 

/0%,21,(.%'(1)$ ;");,('(96"$ ;".$ cellules de Purkinje distribuée en rangées parasagittales et les fibres parallèles 

provenant des cellules granulaires et faisant synapse avec les cellules de Purkinje. Les cellules de Purkinje 

constituent une monocouche dense dite couche des cellules de Purkinje située G$ /0()'",?%3"$ ;". couches 

moléculaire et granulaire interne. La couche granulaire interne contient les cellules granulaires et les cellules de 

Golgi. 50%=1)"$ ;".$ cellules de Purkinje ".'$ /06)(96"$ "??&,")3"$ ;6$ 31,'"=$ 3&,&2"//"6= ; il innerve les noyaux 

profonds du cervelet.  

Les fibres grimpantes et les fibres moussues constituent les deux voies afférentes majeures du cervelet. 

N0%6',".$%??&,")3".>$ 1().$&'6;(&".>$31  "$/".$%??&,")3".$)63/&131,'(3%/".$+,1*("))")'$;".$)1:%6=$+,1?1);.$"'$

font synapse dans la couche granulaire interne. Des afférences noradrénergiques et sérotonergiques proviennent 

respectivement du locus coerelus et du noyau du raphé. Les premières font synapse sur les cellules de Purkinje et 

les secondes forment une innervation diffuse dans le cortex (Hökfelt & Fuxe, 1969). Les fibres grimpantes et 

moussues acheminent les informations sensori-motrices provenant des différentes parties du corps vers les 

noyaux profonds et le cortex cérebelleux et pourraient sous-tendre les capacit&.$;0%++,")'(..%8"$du cervelet (Ito, 

2001). 

 

1.2. La cellule de Purkinje, neurone central du circuit cérébelleux 

La cellule de Purkinje (CP) ".'$ /"$)"6,1)"$+,()3(+%/$;6$31,'"=$3&,&2"//"6=$"'$31).'('6"$ /06)(96"$.1,'("$;6$

cortex cérébelleux vers les noyaux profonds (Palay & Chan-Palay, 1974 ; Ito, 1984). Décrite pour la première fois 

+%,$/"$+7:.(1/18(.'"$e4$T6,_()D"$")$MWQi>$/%$ET$".'$31).'('6&"$;06)$.1 %$1*1h;"$;0")*(,1)$UV$µ $;"$;(% -',"$;01q$

émerge une arborisation dendritique plane dans le plan sagittal de 15-20 µ $;0&+%(.."6,$"'$;"$QVV-400 µm de 

large entièrement contenue dans la couche moléculaire. Les troncs dendritiques primaires se ramifient en au 

moins deux branches dendritiques secondaires puis en de multiples branches tertiaires qui sont couvertes de 

 (//(",.$;0&+()".$;");,('(96".$B;"$3"$?%('>$"//".$.1)'$%6..($96%/(?(&".$;"$t branches épineuses »). Les épines des 

dendrites tertiaires établissent des synapses avec les fibres parallèles (glutamatergiques) des cellules granulaires 

et se distinguent des épines dendritiques situées sur les troncs dendritiques primaires et secondaires établissant 

des synapses avec les fibres grimpantes des neurones de /01/(*"$()?&,("6,"$BPalay & Chan-Palay, 1974 ; Ito, 1984 ; 

Ramon y Cajal, 1911).  

Les fibres grimpantes constituent la principale entrée du cortex cérebelleux. Des études 

;0&/"3',1+7:.(1/18(">$;0a6'1,%;(18,%+7("$"'$;"$;&8&)&,".3")3"$1)'$ 1)',&$960"//".$+,1*("))")'$"=3/6.(*" ")'$;"$

)"6,1)".$.('6&.$;%).$/01/(*"$()?&,("6,e B96($31 +,");$/01/(*"$+,()3(+%/">$%33"..1(,"$;1,.%/"$"'$%33"..1(,"$ &;(%)"#$

et ?1, "$ %*"3$ /01/(*"$ .6+&,("6,">$ /01/(*"$ 26/2%(,"$ .('6&"$ ;ans la partie rostrale du bulbe (Eccles et al., 1967 ; 
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Courville & Faraco-Cantin, 1978 ; Desclin, 1974). 501/(*"$()?&,("6re reçoit des afférences de nombreuses parties du 

corps : des projections directes spino-olivaires qui cheminent dans le cordon latéral et antérieur de la moelle 

épinière et des projections indirectes des noyaux graciles et cunnéens, des noyaux vestibulaires, des noyaux du 

trijumeau, du tectum, du prétectum mésencéphalique et du noyau rouge parvocellulaire. Elle reçoit également 

des projections des noyaux gris centraux et du cortex cérébral et notamment du cortex sensori-moteur. Les 

+,1D"3'(1).$ *",.$ /01/(*" rostro-caudale sont organisées de façon somatotopique (Apps, 1998), alors que les 

+,1D"3'(1).$*",.$/01/(*"$%33"..1(,"$ &;(%)"$"'$3%6;1-dorsale ne semblent pas clairement définies (Berkley & Hand, 

1978). Les axones olivocérébelleux franchissent la ligne médiane et se terminent dans la région contralatérale du 

cervelet. Seule une faible proportion de ces axones innerve la région ipsilatérale (Chan-Palay et al., 1977 ; 

Sugihara et al., 1999). A partir du pédoncule cérebelleux inférieur, les axones circulent dans la substance blanche 

et se connectent dans le cortex en suivant une distribution parasagittale (Azizi & Woodward, 1987). Dans la 

substance blanche, les axones sont fins (2 à 3 µm de diamètre) et myélinisés (Sugihara et al., 1999) et ils se 

démyélinisent dans la couche des cellules de Purkinje4$ 5".$ %=1)".$ .0"),16/")'$ ").6('"$ %6'16,$ ;"$ /0%,21,(.%'(1)$

dendritique des cellules de Purkinje et forment des varicosités qui établissent des synapses sur des épines portées 

par les troncs dendritiques principaux des cellules de Purkinje. Chaque CP est contactée par une fibre grimpante 

et chaque fibre grimpante émet des collatérales pré-corticales à destination des noyaux profonds (Palay & Chan-

Palay, 1974 ; Sugihara et al., 1999, 2001 ; Ruigrok & Voogd, 2000) et corticales dans la couche granulaire qui lui 

permettent de contacter plusieurs cellules de Purkinje (Campbell & Armstrong, 1983 ; Armstrong et al., 1973 ; 

Wiklund et al., 1984#4$T%,$"=" +/">$37"<$ /071  ">$6)"$?(2,"$8,( +%)'"$".'$3%+%2/"$;"$31)'%3'",$Mg$ cellules de 

Purkinje (Escobar et al., 1968#4$ 501,8%)(.%'(1)$ '1+18,%+7(96"$ ;".$ 31))"=(1).$ 1/(*"$ ()?&,("6,"-fibre grimpante-

cellules de Purkinje-noyaux profonds sera détaillée plus loin. 

Le circuit cérébelleux est centré sur la CP ;1)'$/0%=1)"$& ",8"$;6$+F/"$2%sal du soma, descend à travers 

la couche granulaire interne et établit des synapses GABAergiques sur les neurones des noyaux profonds. 

Certaines cellules de Purkinje situées dans les lobules IX, X et le parafloculus font synapse sur le noyau 

vestibulaire (Ito, 1984#4$N".$31//%'&,%/".$ .1)'$ & (.".$ /"$ /1)8$;"$ /0%=1)"$;".3");%)'$;".$ cellules de Purkinje et 

entrent dans la couche des cellules de Purkinje dans le même plan sagittal que les dendrites. Elles contribuent 

aux plexus supra- et infra-ganglionnaire formés au-dessus et en-dessous des cellules de Purkinje et qui 

+", "''")'$ /0()7(2('(1)$;"$cellules de Purkinje, des cellules de Golgi et des cellules étoilées adjacentes (Palay & 

Chan-Palay, 1974).  

Les cellules de Purkinje ,"u1(*")'$ /0()?1, %'(1)$ .").1,("//"$ des fibres moussues +%,$ /0()'", &;(%(,"$ ;es 

cellules granulaires glutamatergiques. La cellule de Purkinje possède une activité pacemaker. Des potentiels 

;0%3'(1)$BTL#$;('.$t simples » sont évoqués spontanément à une fréquence de 20 à 60 Hz et la régularité de ce 

patron de décharge est régulé par les entrées excitatrices ou inhibitrices (Llinás & Sugimori, 1980 ; Raman & 

Bean, 1999). Les afférences moussues et grimpantes sur la CP sont excitatrices et engendrent des réponses 

électrophysiologiques très différentes. Les cellules granulaires produisent des PA « simples », tandis que les fibres 

grimpantes induisent des PA plus complexes et synchrones sur les cellules de Purkinje, composés de plusieurs PA 

.1;(96".$"'$;06)"$,&+1)."$3%/3(96", qui sont appelés « complex spike » (Eccles, 1967). 

 

1.3. La cellule granulaire, interneurone excitateur relai des fibres moussues 

Les fibres moussues constituent la seconde voie afférente principale du cervelet. Elles proviennent de 

multiples régions du tronc cérébral et de la moelle épinière : des noyaux spino-cérébelleux, vestibulo-cérébelleux, 
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réticulaire latéral, noyaux du pont réticulo-tegmental, noyaux cunéens externes et noyaux gris du pont (Palay & 

Chen-Palay, 1974 ; Voogd & Glickstein, 1998). Tandis que les fibres grimpantes provenant du tronc cérébral 

entrent dans le cervelet par le pédoncule contralatéral (Mihailoff et al., 1981), celles provenant de la moelle 

empruntent les pédoncules inférieur et supérieur (Chan-Palay et al., 1977). Comme les fibres grimpantes, les 

fibres moussues myélinisées cheminent dans la substance blanche et émettent des collatérales dans les noyaux 

profonds ainsi que sur le soma et les courts dendrites des cellules granulaires (Palay & Chan-Palay, 1974).  

Les cellules granulaires reçoivent les terminaisons de plusieurs fibres moussues (ces synapses sont 

appelées « rosettes ») et les terminaisons axonales inhibitrices des cellules de Golgi, formant ainsi des synapses 

larges et complexes appelées glomérules. La cellule granulaire relaie les informations provenant des fibres 

moussues vers les cellules de Purkinje via les fibres parallèles longues de 5 mm qui montent verticalement à 

+%,'(,$;6$.1 %$;%).$/%$31637"$ 1/&36/%(,"$1q$"//".$."$.3();")'$")$H$+16,$.6(*,"$+%,%//-/" ")'$/0%="$/1)8('6;()%/$

du folium dans les deux directions. Les cellules granulaires font ainsi des synapses dites « en passant » sur les 

épines des dendrites tertiaires des cellules de Purkinje et sur les interneurones (Palay & Chan-Palay, 1974 ; 

Voogd & Glickstein, 1998). Une fibre moussue est capable de contacter plusieurs milliers de cellules de Purkinje 

(Harvey & Napper, 1991). Un rapport de 274 cellules granulaires par CP et une densité de fibres parallèles par 

mm² ;0%,21,(.%'(1)$;");,('(96"$;"$ET de 6 070 000 ± 11 000 fibres parallèles/mm² ont été quantifiés (Napper & 

Harvey, 1988a, 1988b). 

 

1.4. Les interneurones 

Outre les cellules granulaires, le cervelet contient six ':+".$;0()'",)"6,1)".$;%).$/"$31,'"=$3&,&2"//"6= : les 

interneurones paniers, les cellules étoilés, de Golgi, de Lugaro, unipolaires en brosse et candélabres (Palay & 

Chan-Palay, 1974 ; Mugnaini et al., 2011 ; Lainé & Axelrad, 1994). Hormi les cellules unipolaires en brosse qui 

sont glutamatergiques, les interneurones sont inhibiteurs (Eccles et al., 1966 ; Aoki et al., 1986).  

Les cellules paniers et les cellules étoilées de la couche moléculaire reçoivent les informations des fibres 

parallèles et établissent des synapses inhibitrices respectivement sur le soma ou sur les dendrites des cellules de 

Purkinje voisines (Palay & Chan-Palay, 1974). Leur axone est long (500 µm) et s0&'");$;%).$/"$+/%)$+%,%.%8(''%/$

parallèlement à la couche des cellules de Purkinje. Les branches descendantes des cellules paniers forment des 

structures appelées « paniers » (Somoyogyi & Hamori, 1976). Les cellules de Golgi découvertes en 1874 par le 

médecin italien C. Golgi qui leur a donné leur nom sont situées dans la couche granulaire interne. Leur soma de 

forme polygonale émet des dendrites baso-latérals connectés aux fibres moussues et des dendrites apicals 

connectés aux fibres parallèles. Elles permettent un retour inhibiteur sur les cellules granulaires au niveau des 

jonctions glomérulaires (Palay & Chan-Palay, 1974), filtrant ainsi les informations entrantes. Les cellules de 

Lugaro sont situées dans la couche granulaire interne, à proximité du soma des PCs. Leur soma est fusiforme et 

leurs dendrites montent et se ramifient dans la couche des cellules de Purkinje. De manière étonnante, ces 

3"//6/".$+1..-;")'$;"6=$+/"=6.$%=1)%6=>$/06)$1,(")'&$;"$?%u1)$+%,%.%8(''%/">$/0%6',"$+",+");(36/%(,"$%6$+," (", et 

projettent sur les cellules paniers et étoilées (Lainé & Axelrad, 1998). Les cellules unipolaires en brosse sont 

insérées sur la voie fibre moussue-cellule granulaire-CP et sont différemment distribuées selon les lobules, 

indiquant une localisation régionale précise de ces cellules dans le cortex. Elles possèdent un dendrite unique 

dont la pointe forme une « touffe » dendritique en forme de brosse qui émet des évaginations ou filopodes en 

contact avec les fibres moussues (une fibre moussue contactant une cellule unipolaire en brosse) et avec de 

multiples axones de cellules de Golgi (Mugnaini et al., 2011#4$5"6,.$%=1)".$())",*")'$;0%6',".$3"//6/".$6)(+1/%(,".$
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")$ 2,1.."$ "'$ ;"$ ',-.$ )1 2,"6.".$ 3"//6/".$ 8,%)6/%(,".$ "'$ .1)'$ %().($ 3%+%2/".$ ;0% +/(?(",$ /"$ .(8)%/ ;06)"$ ?(2,"$

moussue et de moduler les réponses du circuit cérébelleux. Le soma pyriforme des cellules candélabres sont 

insérés entre le soma des cellules de Purkinje. Une à deux dendrites émergent du pôle apical et traversent la 

 !" #$%&!'( "')*+$% ,"-."/0 la pie-&1+$2%3/)"4+$-%5$65+*4$-7%8'"-% 9*6$-7%!64%8!"+%!+*:*6$% ')%8)+4*$%8+!;*&)'$%5$-%

dendrites de la couche moléculaire et parcourent une courte distance dans la couche granulaire interne. Leur 

axone est horizontal et contacte les cellules de Purkinje. Des branches verticales parcourent la couche 

moléculaire dans le plan parasagittal. Cette arborisation est semblable à un candélabre (Lainé & Axelrad, 1994). 

 

 

Figure 1. Cytoarchitecture du cervelet. A. Encéphale de souris en vue latérale. Le cervelet est représenté en brun. B. 

Micro-circuit du cortex cérebelleux. (adaptée de Reeber et al., 2013). C. Schéma des principaux types neuronaux du cortex 

cérébelleux (adapté de Eccles et al., 1967). D. Immunohistofluorescence de CaBP, marqueur des cellules de Purkinje. Echelle = 

50 µm. 
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2. Compartimentation du cortex cérébelleux 

 

2.1. Compartimentation des afférences grimpantes : bandes longitudinales et 

microzones 

N-.$ /"$;&26'$;6$dSd-$.(-3/">$ /0&'6;"$;".$effets des lésions du cortex cérébelleux a permis de mettre en 

évidence une corrélation entre des lésions focales effectuées dans /01/(*"$ ()?&,("6,"$ "'$ /%$ ;&8&)&,".3")3"$

rétrograde des fibres grimpantes se terminant dans le cervelet, suggérant la projection précise de ces fibres dans 

une région cérébelleuse donnée (Holmes & Steward, 1908). Basés sur des techniques de chromatolyse 

rétrograde, Brodal & Jansen (1946) proposent une division des projections olivo-corticales en trois zones : les 

zones médiane et intermédiaire du cervelet reçoiven'$ /".$+,1D"3'(1).$;"$ /01/(*"$%33"..1(,"$"'$ /%$<1)"$ /%'&,%/"$;6$

lobe antérieure est ())",*&"$ +%,$ /01/(*"$ +,()3(+%/"$ BBrodal & Jansen, 1946#4$ E"+");%)'>$ /0()D"3'(1)$ ;"$ ',%3"6,.$

radioa3'(?.$;%).$/01/(*"$()?&,("6,"$ 1)',"$96"$/".$'",,('1(,".$;"$+,1D"3'(1)$;".$?(2,".$8,( +%)'".$.1)'$1,8%)(.&.$")$

bandes parasagittales dans la couche moléculaire du cervelet (Courville et al., 1974), suggérant une organisation 

des afférences grimpantes plus complexe que la division en trois zones décrite par Brodal & Jansen. Voogd décrit 

la connectivité olivo-3&,&2"//"6."$ ")$ ."$ 2%.%)'$ .6,$ /%$ ;".3,(+'(1)$ ;"$ /0%,37('"3'6,"$ ;".$ ?(2,".$ 8,( +%)'".$

myélinisées et propose de diviser le cortex cérébelleux en sept zones +%,%.%8(''%/".$960(/$)1  "$;"$L$G$N>$;"$/%$

zone la plus médiane à la plus latérale. Il montre que ces zones sont conservées chez de nombreuses espèces 

(Voogd, 1967 ; Voogd & Glickstein, 1998). La zonation des fibres grimpantes proposée par Voogd est ensuite 

31)?(, &"$+%,$;".$ '"37)(96".$;0"),"8(.'," ")'.$&/"3',1+7:.(1/18(96".$BOscarsson, 1968, 1969). La zonation en 

sept bandes est dès lors complétée et 12 zones +%,%.%8(''%/".$ %D"6,".$.1)'$%6D16,;076($;&3,('".$BL>$Ld>$d>$C>$

A2, C1, C2, CX, C3, D1, D0 et D ; Apps & Hawkes, 2009, Figure 16).  

Une sous-+1+6/%'(1)$;"$)"6,1)".$;"$/01/(*e inférieure contralatérale envoit des fibres grimpantes dans le 

cortex cérébelleux "'$ /".$)1:%6=$+,1?1);.$;6$ 3",*"/"'4$L6..(>$ /".$ ',%*%6=$ ;0I.3%,.1n permettent de diviser les 

cellules de Purkinje appartenant à une même zone en sous-+1+6/%'(1).$;0")*(,1)$UVV$µm de large, en fonction de 

leur champ récepteur. Les auteurs appellent « microzone » le groupe de fibres grimpantes qui partagent les 

mêmes champs récepteurs périphériques, notamment dans les colonnes corticales, et qui innervent une bande 

étroite de cellules de Purkinje projettant en retour vers les noyaux profonds. Les microzones contiendraient 

environ 1000 cellules de Purkinje distribuées en un"$2%);"$+",+");(36/%(,"$G$ /0%="$;6$ ?1/(6 $BApps & Garwics, 

2005). Dans certaines zones (B, C1, C2), les microzones sont arrangées de façon topographique et contrôlent les 

mouvements fins via le tractus rubrospinal et cortico-spinal. De plus, les neurones d"$ /01/(*"$ ()?&,("6,"$ 96($

projettent vers une même microzone sont couplés électriquement via des jonctions communicantes qui 

.:)37,1)(.")'$/"6,$%3'(*('&4$N".$"=+&,(")3".$;0&/"3',1+7:.(1/18("$ 1)',")'$6)"$.:)37,1)(.%'(1)$;".$TL$31 +/"=".$

dans le crus 1 et 2 qui reflète le couplage électr(96"$;".$)"6,1)".$;"$ /01/(*"$BWolfe et al., 1973 ; Bengtsson & 

Jörntell, 2009). Aussi, une fibre grimpante émet de trois à cinq collatérales qui chacune va contacter dans le plan 

parasagittal une CP appartenant à la même microzone ou à des microzones adjacentes (Van der Want et al., 

1989). De ce fait, une fibre peut contacter les lobules I à V et VII appartenant à une même microzone mais 

&8%/" ")'$ /".$ /126/".$mS>$mSS$"'$mSSS$ BX68(7%,%>$UVVM#>$ ();(96%)'$96"$;".$)"6,1)".$*1(.().$;"$ /01/(*"$ ()?&,("6,"$

peuvent se distribuer à plusieurs microzones. La description des terminaisons des projections grimpantes 

montrent que celles-ci se terminent dans le cortex cérébelleux en dessinant un champ récepteur en forme de 

patch conservé entre les espèces (Logan & Robertson, 1986 ; Sugihara, 1999). Cette désignation en « patch » 

)0".'$+%.$.%).$,%++"/",$/01,8%)(.%'(1)$;".$?(2,".$ 16..6".$")$ 1.%h96"$;"$+%'37".$;%).$/"$3",*"/"'4 
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Figure 16. Compartimentation des afférences grimpantes. Douze bandes parasagittales constituant les territoires de 

projection des fibres grimpantes traversent les lobules cérébelleux du vermis, du paravermis et des hémisphères. LS, lobule 

simple ; PML, lobule paramédian ; COP, copula pyramidis. Adaptée de Apps & Hawkes, 2009. 

 

2.2. Compartimentation des afférences moussues 

50"),"8(.',"ment électrophysiologique des potentiels des cellules granulaires évoqués en réponse à 

;(*",.".$.'( 6/%'(1).$ &3%)(96".$16$'%3'(/".$G$/%$.6,?%3"$;6$31,+.>$1)'$+", (.$;0(;")'(?(",$/".$37% +.$,&3"+'"6,.$

des fibres moussues en se basant sur la mesure des variations des fréquences et des latences de décharge des 

cellules granulaires (Shambes et al., 1978 ; Joseph et al., 1978). Cette technique montre que les champs 

récepteurs des fibres moussues dessinent à la surface du cortex cérébelleux, des territoires ou « patches » de 

moins de 1 mm² (Stein & Glickstein, 1992). Deux régions distinctes du corps peuvent ainsi être représentées 

dans un même patch. Aussi, deux régions éloignées du cortex cérébelleux peuvent représenter une même région 

du corps, indiquant une re;1);%)3"$;"$/0()?1, %'(1)$(..6"$;06)"$,&8(1)$;1))&"$BStein & Glickstein, 1992). Cette 

,";1);%)3"$+"6'$!',"$"=+/(96&"$+%,$ /0& (..(1)$;"$+/6.("6,.$ 31/%'&,%/".$+%,$ /".$ ?(2,".$ 16..6".$96($ +"6*")'$ ."$

distribuer à différents patches (Woolston et al., 1982). Par exemple, les neurones de la corne dorsale de la moelle 

épinière sont une source majeure de fibres moussues et possèdent différentes représentations somatotopiques de 

modalités sensorielles qui sont transmises en patches dans de multiples compartiments du cortex cérébelleux 

(Quy et al., 2011#4$S/$")$".'$;"$ ! "$+16,$/01,8%)(.%'(1)$'1+18,%+7(96"$;".$+,1D"3'(1).$(..6".$;6$31,'"=$3&,&2,%/4$

En effet, les champs récepteurs associés à une stimulation du cortex sensoriel sont identiques aux champs 

récepteurs sensoriels tactiles (Provini et al., 1968 ; Bower et al., 1981). De manière intéressante, les 

mécanorécepteurs cutanés induisent un signal transmis dans différentes colonnes du cortex cérébelleux visualisés 

.16.$ /%$ ?1, "$;06)"$ 1.%h96"$;"$+%'37".>$ ();(96%)'$ 96" la somatotopie des fibres grimpantes est fractionnée 

(Figure 17). Cela signifie que, bien que la projection de fibres provenant de différentes régions du corps est 
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/13%/(.&"$;"$ %)(-,"$+,&3(."$;%).$;".$+%'37".$;%).$ /"$31,'"=$3&,&2"//"6=>$ /01,8%)(.%'(1)$;"s afférences et donc 

des patches est discontinue (Woolston et al., 1982#4$ \)$ %331,;$%*"3$ 3"''"$ 1,8%)(.%'(1)$ ")$ 1.%h96">$ ;0%6',".$

auteurs montrent que les projections cunéo-cérébelleuses forment des bandes parasagittales dans le lobe 

antérieur du cervelet (Ji & Hawkes, 1994 ; Tolbert & Gutting, 1997 ; Alisky & Tolbert, 1997 ; Sultan, 2001)18. 

En résumé, les champs récepteurs des fibres moussues apparraissent donc comme des patches organisés 

en mosaïques qui dessinent des bandes parasagittales à plus faible résolution dans le cortex cérébelleux. 

 

 

Figure 17. Compartimentation des afférences moussues : une mosaïque de patches. Vue dorso-latérale du cervelet 

de rat montrant la distribution spatiale des champs récepteurs enregistrés dans la couche granulaire en réponse à des 

stimulations mécaniques de différentes parties du corps (couleurs). Adaptée de Apps & Hawkes, 2009. 

 

                                                      
18 En fonction des techniques utilisées, /01,8%)(.%'(1)$;".$%??&,")3".$ 16..6".$est différente et reste sujette à débat. Alors que 

3",'%().$%6'"6,.$96($6'(/(.")'$;".$'"37)(96".$;0&/"3',1+7:.(1/18("$.1)'$")$?%*"6,$;06)"$1,8%)(.%'(1)$?,%3'ionnée en mosaïques de 

patches (Woolston et al., 1982), des "=+&,(")3".$ ;071;1/18("$ 6'(/(.%)'$ ;(??&,")'.$ ',%3"6,.$ )"6,1)%6=$  1)',")'$ .1('$ 6)"$

organisation parasagittale des projections soit une organisation lobulaire classique (Künzle, 1975 ; Hoddevik & Walberg, 1979 ; 

Kawamura & Hashikawa, 1981). Certaines études ")$SJ`?$," "''")'$")$96".'(1)$ /01,8%)(.%'(1)$+%,%.%8(''%/"$"'$31)?(, ")'$ /%$

somatotpie fractionnée (Peeters et al., 1999#>$ %/1,.$ 96"$ ;0%6',". réfutent la somatotopie fractionnée en observant un 

homunculus et des champs récepteurs organisés en bandes parasagittales (Grodd et al., 2001). 
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2.3. Convergence des afférences grimpantes et moussues 

Les afférences grimpantes et moussues sont toutes deux organisées de manière topographique dans le 

cortex cérébelleux. Tandis que les premières projettent dans la couche moléculaire selon un patron de bandes 

parasagittales subdivisibles en microzones et se terminent en patches, les autres projettent sur les cellules 

granulaires en une mosaïque de patches organisés en bandes parasagittales. Une convergence sur les mêmes 

cellules de Purkinje de ces deux voies associées à une même région du corps peut dès lors être postulée. 

50"),"8(.'," ")'$ &/"3',1+7:.(1/18(96"$ in vivo de cellules de Purkinje unitaires et de fibres moussues après la 

stimulation des vibrisses ou des pattes chez le chat ou le rat montrent un chevauchement des entrées grimpantes 

et moussues sur une même CP (Provini et al., 1968 ; Thach, 1967, 1970 ; Ferin et al., 1971 ; Eccles, 1973). En 

effet, dans le crus 2, les champs récepteurs des fibres grimpantes des cellules de Purkinje et des cellules 

granulaires sous-jacentes associées aux fibres moussues sont similaires (Bower & Woolson, 1983 ; Brown & 

Bowler, 2001). De plus, la cartographie du lobe antérieur du cervelet recevant les afférences cutanées de la patte 

%*%)'$ ;6$ 37%'$ %$  (.$ ")$ &*(;")3"$ 9606)"$ ET$ +16*%('$ ()'&8,",$ ;(??&,")'".$  1;%/('&.$ .").1,("/les (nociceptives, 

cutanées ou proprioceptives) (Ekerot et al., 1991 ; Jörntell et al., 1996#4$5".$()?1, %'(1).$+,1*")%)'$;06)$ ! "$

champ récepteur cutané sont acheminées via les fibres grimpantes et moussues qui se recouvrent dans une 

microzone donnée du cervelet (Garwicz et al., 1998). Les fibres grimpantes et moussues contactant un même 

groupe de cellules de Purkinje partagent le même champ récepteur. Cependant, alors que le champ récepteur 

des fibres moussues et grimpantes est similaire pour toutes les cellules de Purkinje enregistrées dans une zone 

donnée du cervelet, le champ récepteur diffère pour les fibres parallèles. En effet, un champ récepteur cutané 

contacte via les fibres parallèles un groupe de cellules de Purkinje distantes de la zone contactée par les 

afférences moussues, suggérant que les cellules granulaires peuvent relayer les informations provenant des 

%??&,")3".$  16..6".$ D6.960G$ ;".$ +%'37".$ ;"$ cellules de Purkinje éloignés qui partagent le même champ 

récepteur que les fibres grimpantes (Ekerot & Jörnetll, 2001). Les fibres parallèles pourraient donc participer à la 

communication inter-modulaire sous-tendant la coordination motrice. 

 

2.4. La somatotopie des efférences 

50&'6;"$;".$"??&,")3".$;6$3",*"/"'$31).'('6&".$+%,$/".$%=1)".$;".$cellules de Purkinje montre que celles-ci 

sont organisées de manière somatotopique. La stimulation du lobe antérieur du cortex cérébelleux du chat induit 

des mouvements localisés (Dow & Moruzzi, 1958). De même, la stimulation du lobule simple provoque des 

mouvements de la face et de la mâchoire, celle du culmen provoque le mouvement des pattes antérieures et 

postérieures et la lingula provoque les mouvements de la queue. Les muscles du tronc sont représentés 

médialement tandis que les muscles des membres sont représentés latéralement (Figure 18). Comme pour les 

afférences, les efférences cérébelleuses sont doubles et représentées symétriquement dans le cortex.  

506'(/(.%'(1)$ ;"$ '"37)(96".$ ;071;1/18("$ "'$ ;0&/"3',1+7:.(1/18("$  1)',"$ 96"$ /".$ "??&,")3".$ +,()3(+%/".>$

31  "$/".$%??&,")3".>$.01,8%)(.")'$."/1)$6)"$'1+18,%+7("$")$2%);".$+%,%.%8(''%/".$*",.$/".$)1:%6=$+,1?1);.$"'$

la partie latérale du noyau vestibulaire. Les cellules de Purkinje qui se terminent dans les noyaux interposés et 

dentés sont situés respectivement dans le paravermis et les hémishères. En retour, ces zones fonctionnelles 

;(??-,")'$;%).$/"$':+"$;0%??&,")3".$"'$.1)'$.6++1.&".$!',"$( +/(96&".$;%).$;(??&,")'.$%.+"3'.$;"$/0%3'(*('&$ 1',(3"4$

Par exemple, le vermis contrôle de la position et la locomotion (Thach & Bastain, 2004) tandis que le paravermis 

et les hémisphères contrôlent les mouvements guidés visuellement et les mouvements synchronisés (Cooper et 

al., 2000). 
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Figure 18. Somatotopie du cervelet. Carte sensorimotrice représentant les bras, les pieds et les lèvres sur le 

cervelet humain proposée par Grodd et al., 2001. 

 

2.5. Les zébrines, marqueurs moléculaires de la compartimentation du cervelet 

50"=+,"..(1)$ ;"$ )1 2,"6=$  %,96"6,.$ %++"/&.$ t zébrines » ,&*-/"$ /0"=(.'")3"$ ;" sous-populations de 

cellules de Purkinje formant des zones transversales et des bandes parasagittales rostro-caudales dans le cortex 

cérébelleux. Il existe quatre zones transversales chez la souris : antérieure (AZ) comprenant les lobules I-V, 

centrale (CZ) comprenant les lobules VI et VII, postérieure (PZ) constituée du lobule VIII et IX et nodulaire 

comprenant le lobule X (Armstrong & Hawkes, 2000a ; Ozol et al., 1999). Chaque zone transverse est ensuite 

divisée en bandes parasagittales (Hawkes, 2014 pour revue). Le marqueur le plus étudié est la zébrine-II (ZII) 

qui est /0")<: "$%/;1/%."-C impliquée dans la glycolyse (Ahn et al., 1994). Cette protéine est exprimée par les 

cellules de Purkinje de certaines bandes parasagittales définissant un pa',1)$ ;0"=+,"..(1)$ ,"+,1;63'(2/" entre 

individus (Hawkes & Leclerc, 1987) et entre espèces, bien que des variations de taille des bandes soient 

observées entre espèces (Sillitoe et al., 2005 ; Marzban & Hawkes, 2011#4$5"$+%',1)$;0"=+,"..(1)$;"$ZII présente 

6)"$2%);"$ &;(%)"$"'$.(=$2%);".$.: &',(96".$;"$+%,'$"'$;0%6'," de la ligne médiane. Les bandes positives (ZII+) 

sont nommées P+ et numérotées de 1 à 7 du centre (P1+) vers les hémisphères (la bande la plus latérale est 

P7+) et les bandes négatives (ZII-) sont nommées P- et numérotées de la même manière. L0"=pression de 

marqueurs tels que NOS (nitric oxide synthase) ou la nicotinamide adenine dinucléotide phosphate (NADPH) dans 

les cellules granulaires révèle une topographie de bandes et de patches alignés avec les bandes de cellules de 

Purkinje (Hawkes & Turner, 1994 ; Schilling et al., 1994 ; Ozol & Hawkes, 1997 ; Hawkes et al., 1998) (Figure 

19).  
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Figure 19. Compartimentation biochimique du cervelet. A. Schéma des zones transversales vermales du cervelet. AZ, 

zone antérieure ; CZ, zone centrale ; PZ, zone postérieure ; NZ, zone nodulaire. B. Coupe transversale de cervelet marquée par 

immunoperoxydase de ZII (adaptée de Marzban et al., 2004). C. Coté gauche : *6"$;1,.%/"$;06)$ 7& (-cervelet marqué par 

/0(  6)17(.'1+",1=:;%."$;"$vSS]%/;1/%."-C par la technique du whole-mount. Coté droit f$.37& %$;"$/%$*6"$;1,.%/"$;06)$7& (-

cervelet. Les lobules sont numérotés de V à IX dans le vermis. Sim, lobule simple ; PM, paramédian ; Cop, copula pyramidis. 1-

7, bandes ZII P1+ à P7+ (adaptée de Furutama et al., 2010). D. Coupe transversale de cervelet de souris transgénique EAAT4-

eGFP où EALHY$".'$*(.6%/(.&"$+%,$/%$?/61,".3")3"$;0"[RT4$ 

 

Nous avons vu que la projection topographique des fibres grimpantes et moussues est organisée en 

bandes parasagittales dans le cortex. La question se pose alors de savoir si ces bandes de projection 

correspondent aux bandes de cellules de Purkinje exprimant les zébrines. Des études combinées de traçage 

%)'&,18,%;"$ "'$ ;0(  6)17(.'137( ("$ 1)'$ ;&?()($ ;".$ 3%,'".$ '1+18,%+7(96".$  1)',%)'$ /%$ 31,,".+1);%)3"$ ;".$

bandes de projection des fibres grimpantes (Gravel et al., 1987 ; Voogd et al., 2003 ; Sugihara & Shinoda, 2004 ; 

Sugihara & Quy, 2007) et des fibres moussues (Gravel & Hawkes, 1990 ; Armstrong et al., 2009) avec les bandes 

ZII(+) ou ZII(-). Les fibres grimpantes qui se terminent sur les cellules de Purkinje ZII+ libèrent plus de 

glutamate par PA que celles se terminant sur les cellules de Purkinje ZII(-) (Paukert et al., 2010). De ce fait, les 

fibres grimpantes génèrent un potentiel post-synaptique excitateur prolongé dans les bandes ZII(+) par rapport 

aux bandes ZII(-), ce qui se traduit par une dépolarisation prolongée des cellules de Purkinje induite par les fibres 

8,( +%)'".4$E"''"$+,1/1)8%'(1)$%68 ")'"$/0()?/6=$3%/3(96"$"'$?%3(/('"$ /".$37%)8" ")'.$;0%3'(*('&$;".$.:)%+.".$;"$

fibres grimpantes et de fibres parallèles sur les cellules de Purkinje (Hansel et al., 2001 ; Safo et al., 2006 ; Mathy 

et al., 2009#4$L6..(>$;".$;(??&,")3".$,&8(1)%/".$;0"=+,"..(1)$;".$',%).+1,'"6,.$;6$8/6'% %'"$B\LLH.$"'$ [/6J.#$

par les cellules de Purkinje ont été mises en évidence. 
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Chapitre III 

Principaux points évoqués 

 

 

 

" Le cervelet est constitué par la répétition quasi-3,(.'%//()"$;06)$ ! "$

3(,36('$ 31 +1.&$ ;06)$ petit nombre de types neuronaux dont les 

propriétés biochimiques et électrophysiologiques sont bien connues et 

font du cervelet un bon modèle expérimental. 

 

" Le cervelet intègre les informations sensori-motrices périphériques et 

communique avec les aires sensorielles et motrices pour contrôler les 

 16*" ")'.4$N"$+/6.>$.".$31))"3'(1).$%*"3$;0%6',".$,&8(1).$3&,&2,%/".$

/0( +/(96")'$;%).$;".$?1)3'(1).$318)('(*".$"'$& 1'(1))"//".4 

 

 

" Des sous-+1+6/%'(1).$;"$3"//6/".$;"$T6,_()D"$;&?()(".$+%,$/0"=+,"..(1)$

de marqueurs biochimiques, leurs afférences grimpantes et moussues et 

des cibles extracorticales spécifiques constituent des compartiments 

anatomo-fonctionnels formant un patron de bandes parasagittales dans 

le cortex cérébelleux. 
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OBJECTIFS DE LA THESE 

 

 

1. Les cellules de Purkinje Ngsk Prnp0/0 meurent par apoptose dépendante de BAX et par une voie 

indépendante de BAX encore inconnue. Le dysfonctionnement du flux autophagique qui survient dans ces 

neurones pourrait contribuer à la mort des cellules de Purkinje Ngsk Prnp0/0.  

La dérégulation du flux autophagique induite par Dpl dans les cellules de Purkinje Ngsk Prnp0/0 

conduit- !! "#"!$%&'&(') "*+& ,*%,( "* "-./"'0"1',)(2(0 -t-elle une voie de mort distincte ?  

  Etude I (non-publiée) 

 

2.  !"#"$%&'()'&(*+,'&()'(-+./(#'0.+#"$'("1/,*2'&()"#&($'&(cellules de Purkinje Ngsk Prnp0/0 demande une 

étude mécanistique dans un système ex vivo '/( 3'.-'//"#/( $"(-+)0$"/,+#( '432.,-'#/"$'( )'( $!"3+3/+&'( '/( )'(

$!"0/+35"6,'(3$0&(",&2'(70'(15'8($!"#,-"$9 

Les cultures organotypiques de cervelet constituent- !! )"0,")3)(45 "%*+60%("&'07"!$+(0* "* )"78! )"

7 )& 1(29)" ("7 !%(29)"* "!$%&'&(') " ("* "!$%0('&:%;2 "*%,)"!%"5'7(", 07',%! "2,*02( "&%7"!%"1',*2(2',"

Ngsk Prnp0/0 et par les prions infectieux ? 

  Etude I : publication 1 

 

3. Les paramètres endogènes locaux qui participent à la spécificité cellulaire des effets neurodégénératifs 

des prions sont encore mal connus. La sensibilité différentielle à la condition Ngsk Prnp0/0 des sous-populations de 

cellules de Purkinje définies par la compartimentation anatomofonctionnelle du cervelet suggère que certains 

caractères biochimiques et/ou anatomiques de cette compartimentation pourraient influencer la neuroinvasion et 

la neurotoxicité des prions dans le cervelet. 

<$organisation anatomique du cervelet est-elle un paramètre local de la neuroinvasion et de la 

neurotoxicité des prions ? Les différentes sous-populations de cellules de Purkinje ont-elles une 

sensibilité spécifique aux prions ? 

  Etude II (non-publiée) 

 

4.  !,#:'1/,+#( )'( 10$/0.'&( #'0.+#"$'&( 3".( $'&( 3.,+#&( 3.+*+70'( 0#'( "06-'#/"/,+#( )0( /"04( )'( .21'3/'0.&(

TNFR1 à la membrane plasmique, capable de sensibiliser les neurones aux effets de la cytokine proinflammatoire 

TNF- . 

La neuroinvasion par des prions aux effets particulièrement sévères dans le cervelet modifie =t-elle 

!$ >&7 ))2',"* "?@ABC"in vivo ? Quels types cellulaires surexpriment TNFR1 dans le cervelet infecté? 

  Etude III (non-publiée) 
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ETUDE I 

 

Apoptose et autophagie 

dans le cervelet des souris Prnp0/0 

déficientes en protéine prion 

 

 

Contexte scientifique 

Les fonctions neuroprotectrices de PrPC restant encore mal comprises, la souris mutante Ngsk Prnp0/0 présente un 

intérêt particulier car la neurotoxicité de Dpl vis-à vis des cellules de Purkinje du cervelet qui caractérise ce 

-+);$'(#!'&/('::'1/,*'(70!'#( $!"<&'#1'()'(=.=C (Shmerling et al., 1998 ; Atarashi et al., 2003 ; Anderson et al., 

2004 ; Watts & Westaway, 2007), bien que la neurotoxicité de Dpl lui soit intrinsèque (Lemaire-Vieille et al., 

2013). Il nous paraît donc important de connaître les mécanismes sous-jacents à la mort des cellules de Purkinje 

Ngsk pour comprendre les mécanismes neuroprotecteurs contrôlés par PrPC et avec lesquels Dpl interfère. 

Les travaux précédents de S. Heitz au laboratoire montrent que si un processus apoptotique intrinsèque 

impliquant le facteur BAX (Heitz et al., 2006) et pouvant classiquement être contré par la surexpression de BCL-2 

(Heitz et al., 2007) est impliqué dans la mort des cellules de Purkinje Ngsk Prnp0/0, un certain nombre de cellules 

de Purkinje Ngsk Prnp0/0 -'0.'#/('#()23,/()'($!"<&'#1'()'(>?@(+0()'($!"06-'#/"/,+#()'(>A -2 chez les double 

mutants Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- et Ngsk Prnp0/0-Hu-Bcl-2 .'&3'1/,*'-'#/9(A'1,(,#),70'(70!0#(3.+1'&&0&B(,#)23'#)"#/(

de BAX, pourrait concourir à la mort des cellules de Purkinje Ngsk. Un tel processus pourrait résulter du 

)2.;6$'-'#/()0( :$04("0/+35"6,70'(70,( &'-<$'(<$+702("0(&/")'()'( $!"0/+$%&+&+-'()"#&( $'&( 1'$$0$'&()'(=0.C,#D'(

Ngsk (Heitz et al., 2008E(F($!,#&/".()!"0/.'&(3"/5+$+6,'&(#'0.+#"$'&(GCataldo et al., 1996 ; Nixon et al., 2005a). La 

70'&/,+#(70,(&'(3+&'("$+.&('&/()'(&"*+,.(&,($'()2.;6$'-'#/()'($!"0/+35"6,'(observé '&/(0#'(2/"3'(3.2$,-,#",.'()!0#(

3.+1'&&0&(1+#)0,&"#/(F($!"3+3/+&'()23'#)"#/'()'(>?@(+0(<,'#(1+#&/,/0'(0#(3.+1'&&0&(),&/,#1/(70,("<+0/,."(F( $"(

mort des cellules de Purkinje Ngsk par une autre voie. 

 

 !"#$%&'()#(*+,%-)# 

Afin de caractériser les voies de mort neuronale activées dans les cellules de Purkinje déficientes en PrPC '/()!%(

),&/,#60'.( $'&(3"./,1,3"/,+#&( .'&3'1/,*'&()'( $!"<&'#1'()'(=.=C et de son paralog0'(H3$B( D!",(-,&('#(I0*.'()'04(

"33.+15'&B($!0#'(in situ '#(-,1.+&1+3,'(2$'1/.+#,70'(3".(/."#&-,&&,+#(*,&"#/(F()2/'.-,#'.($'(#,*'"0()!"1/,*"/,+#()'(

$!"0/+35"6,'()'(1'&(#'0.+#'&()"#&( $'(1'.*'$'/()'&(&+0.,&(Prnp0/0 '/( $!"0/.'()"#&(0#(&%&/;-'(ex vivo de cultures 

organotypiques de tranches de cervelet q0'(D!",(,#&/"$$2("0($"<+."/+,.'9(J!",('&/,-2 la validité de ce système pour 

0#'(2/0)'(-21"#,&/,70'()'($!"3+3/+&'('/()'($!"0/+35"6,'()"#&($'&(#'0.+#'&(12.2<'$$'04(Prnp0/0. 
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1. Autophagie dans les cellules de Purkinje des souris Ngsk PrnP0/0 et PrnP0/0 : 

Bax-/- et ZH-I PrnP0/0 : Approche ultrastructurale qualitative et quantitative in situ 

 

 !"#"$%&'(0$/."&/.01/0."$'()'&(1'$$0$'&()'(=0.C,#D'()'&(&+0.,&(K6&C(Prnp0/0 menée auparavant par S. Heitz 

au laboratoire montre $!"110-0$"/,+#()!"0/+$%&+&+-'&()"#&( $'&( 1+.3&(1'$$0$",.'&B( $'&("4+#'&( '/( $'&( /'.-,#",&+#&(

présynaptiques des cellules de Purkinje de ce mutant9(  !"06-'#/"/,+#( )'&( /"04( )'(-".70'0.&( )'( )26.")"/,+#(

autophagique tels que LC3, p62 et SCRG1 sans modification de leur expression génique suggère un blocage du 

flux autophagique dans ces neurones (Heitz et al., 2008, 2009). H"#&( 1'//'( 2/0)'B( D!",( 15'.152( F( &"*+,.( &,(

$!"0/+35"6,'( '&/ activée dans les cellules de Purkinje du double mutant Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- et dans quelle 

proportion de cette population neuronale. Dans le cervelet du double mutant, la présence de cellules de Purkinje 

« autophagiques » c'est-à-),.'( .'-3$,'&()!"0/+$%&+&+-'& '#(.",&+#()!0#(<$+1"6'()0( :$04("0/+35"6,70'(F( $!,#&/".(

des cellules de Purkinje Ngsk Prnp0/0, &'.",/( '#( :"*'0.()'( $!'4,&/'#1'()!0#'( *+,'(#'0.+/+4,70'( ,#)23'#)"#/'()'(

BAX. Le maintien chez les souris Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- de la proportion de neurones « autophagiques » estimée 

chez les souris Ngsk Prnp0/0 3+0..",/( &,6#,:,'.( 70'( $!"0/+35"6,'( '&/( "1/,*2'( )"#&( $'&( cellules de Purkinje qui 

survivent du fait de la délétion de Bax. Une diminution de cette proportion chez les doubles mutants pourrait 

refléter une disparité de la réponse des cellules de Purkinje F($"(1+#),/,+#(K6&CB($!"0/+35"6,'(#!2/"#/(3"&("1/,*2'(

dans les neurones sauvés par la délétion de Bax. Enfin, une augmentation de cette proportion traduisant 

$!"1/,*"/,+#()'($!"0/+35"6,'()"#&(0#(3$0&(6."#)(#+mbre de neurones Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- que Ngsk Prnp0/0 pourrait 

.2&0$/'.()!0#('::'/(&'1+#)",.'()'($!"<&'#1'()'(>?@9(=".(",$$'0.&B(D!",("#"$%&2($!"1/,*"/,+#()'($!"0/+35"6,'()"#&($'&(

cellules de Purkinje de la souris ZH-I Prnp0/0 qui ne surexprime pas Dpl ":,#( )'( &"*+,.( 70,( )'( $!'43.'&&,+#(

'1/+3,70'()'(H3$(+0()'($!"<&'#1'()'(=.=C '&/(F($!+.,6,#'()'($!"1/,*"/,+#("0/+35"6,70'()"#&($'&(cellules de Purkinje 

Ngsk Prnp0/0. 

J!",( *,&0"$,&2( '/( 70"#/,:,2( $'&( cellules de Purkinje « autophagiques » en microscopie électronique par 

/."#&-,&&,+#(70,('&/(0#'( /'15#,70'(&/"#)".)(F(1'/('::'/(30,&70!'$$'(3'.-'/()'(*,&0"$,&'.( $'&("0/+35"6+&+-'&(F(

double membrane dans les cellules. Mon analyse a porté sur les cellules de Purkinje de souris Ngsk Prnp0/0, Ngsk 

Prnp0/0 : Bax-/- et ZH-I Prnp0/0 prélevées au cours du processus dégénératif provoqué par la condition Ngsk 

Prnp0/0 aux âges de 4-5 mois, 6-8 mois et 9-12 mois. 

 

1.1. Les cellules de Purkinje des mutants Ngsk Prnp0/0 et Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- sont le siège 

)+-.#(/-%012/3&#(anormale 

   !'4"-'#()'&(cellules de Purkinje au microscope électronique par transmission permet de révéler les 

+.6"#,/'&(1"."1/2.,&/,70'&()'&(&/")'&(&011'&&,:&()'( $!"0/+35"6,'(70,(&+#/(3.2&'#/&()"#&( $'&(1'$$0$'&()'(=0.C,#D'B(

tels que les phagophores (Figure 20A) et les autophagosomes à double membrane à différents stades de 

maturation. On distingue des vésicules à double membrane séquestrant des organites reconnaissables (Figure 

20B), des vésicules à double membrane au contenu hétérogène voisines de lysosomes prêts à fusionner (Figure 

20C) et des autolysosomes à membrane simple et au contenu hétérogène opaque aux électrons (Figure 20D). 

Les organites autophagiques sont rares dans les cellules de Purkinje des souris sauvages (Figure 20E), ZH-I 

Prnp0/0 et Ngsk Prnp+/+ : Bax+/+ âgées de 12 mois (non-montrés). Inversement, une fréquence anormale de 

profils autophagiques est observée dans le cytosol somatique de cellules de Purkinje Ngsk Prnp0/0 et Ngsk 

Prnp0/0 : Bax-/- Chez ces mutants, le neuroplasme des cellules de Purkinje peut contenir un nombre important 
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)!+.6"#,/'&( "0/+35"6,70'&( $'( 3$0&( &+0*'#/( )'&( "0/+$%&+&+-'&( D0&70!F( &"/0."/,+#9( H'&( '#.+0$'-'#/&(

membranaires serrés occupent souvent $!,#/2.,'0. des autolysosomes.  

 

1.2. Le cervelet des souris Ngsk Prnp0/0 contient plus de cellules de Purkinje 

« autophagiques » que le cervelet des souris Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- 

Les cellules de Purkinje « non autophagiques » contenant moins de 3 organites autophagiques (type 1, 

Figure 20EE(&+#/($'&(3$0&(:.270'#/'&()"#&($!215"#/,$$+#()'($"(3+30$"/,+#(#'0.+#"$'(2/0),2'()"#&($'&(L(62#+/%3'&(

mutants et non mutants. Les rares organites autophagiques +<&'.*2&( /2-+,6#'#/( 3.+<"<$'-'#/( )!"0/+35"6,'(

physiologique. Les cellules de Purkinje « autophagiques » contenant plus de 3 organites autophagiques et 

1+#&,)2.2'&(1+--'("::'1/2'&()!0#'("0/+35"6,'(3"/5+$+6,70'(#'(&+#/(+<&'.*2'&(70'()"#&( $'(1+./'4(12.2<'$$'04(

des souris Ngsk Prnp0/0 et Ngsk Prnp0/0 : Bax-/-. Elles sont soit de type 2 (autophagie modérée) avec un nombre 

,-3+./"#/()!+.6"#,/'&("0/+35"6,70'&(G3$0&()'(LE()"#&(0#(#'0.+3$"&-'()!"&3'1/(#+.-"$(GFigure 20F) ou de type 

L(G"0/+35"6,'(:+./'E(70"&,-'#/(.'-3$,'&()!"0/+$%&+&+-'&9( 

Les proportions des cellules de Purkinje autophagiques et non autophagiques dans le cortex cérébelleux 

des souris ZH-I Prnp0/0, Ngsk Prnp0/0, Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- et Ngsk Prnp+/+ sont présentées dans les Tableaux 1 

et 2.  

 

Âge (mois) 
Génotype 

Ngsk Prnp0/0 Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- ZH-I Prnp0/0 Ngsk Prnp+/+ : Bax+/+ 

4,5 
7,5 % ± 0,7 

n = 2 

5,9 % ± 2,1 

n = 3 
- - 

6,5 
15,0 % ± 7,9 

n = 3 

1,8 % ± 1,0 

n = 3 
- - 

12 
14,8 % ± 6,0 

n = 2 

5,0 % ± 1,7 

n = 3 

0,5 % 

n = 1 

0 % 

n = 3 

Tableau 1. Pourcentage de cellules de Purkinje autophagiques dans le cervelet des souris Ngsk Prnp0/0, Ngsk 
Prnp0/0 : Bax-/-, ZH-I Prnp0/0 et Ngsk Prnp+/+ : Bax+/+. 

 

 Génotype 

Autophagie Ngsk Prnp0/0 

n = 7 

Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- 

n = 10 

Modérée 3,3 % ± 1,4 0,2 % ± 0,2 

Forte 8,7 % ± 6,1 4,3 % ± 2,8 

Tableau 2. Pourcentage de cellules de Purkinje au profil autophagique modéré ou fort dans le cervelet des souris 
Ngsk Prnp0/0 et Ngsk Prnp0/0 : Bax-/-.  
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Figure 20. Autophagie dans les cellules de Purkinje Ngsk Prnp0/0 : Bax- /-. A-D. Etapes ultrastructurales de 

$!"0/+35"6,' M()0(35"6+35+.'(F( $!"0/+$%&+&+-'9(A. Phagophore (*), autophagosome à double membrane (tête de flèche). B. 
Autophagosome séquestrant deux mitochondries (tête de flèche). C. N0&,+#( )!0#( "0/+35"6+&+me (tête de flèche) avec un 

lysosome (*). Ly, lysosomes. D. Autolysosomes (*). A-D. Echelle = 500 nm. E. Cellule de Purkinje sauvage. Quelques 

lysosomes et corps de lipofuscine (têtes de flèche) sont visibles dans le cytoplasme somatique du neurone. N, noyau ; n, 

nucléole. F. Cellule de Purkinje « autophagique ». De nombreux autophagosomes, lysosomes et autolysosomes (têtes de 

:$;15'E( &!"110-0$'#/()"#&( $'(#'0.+3$"&-'9(E-F. CM, couche moléculaire ; CGI, couche granulaire interne ; flèche, départ de 

$!"4+#'9(O15'$$'(P(Q(µm. 
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 !"#"$%&'(70"#/,/"/,*'()0(3+0.1'#/"6'(de cellules de Purkinje autophagiques montre que les cellules de 

Purkinje autophagiques des souris Ngsk Prnp0/0 sont plus importantes que celles des souris Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- à 

tous les âges étudiés : 4,5 mois (7,5 % ± 0,7 contre 5,9 % ± 2,1), 6,5 mois (15,0 % ± 7,9 contre 1,8 % ± 1,0) 

et 12 mois (14,8 % ± 6,0 contre 5,0 % ± 1,7, Figure 21A). Cependant, les différences entre les pourcentages 

de cellules de Purkinje autophagiques à chaque âge étudié chez les souris Ngsk Prnp0/0 et Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- ne 

sont pas statistiquement significatives (p > 0,05, Figure 21AEB( <,'#( 70!0#'( 5"0&&' importante, de ce 

pourcentage survienne chez les souris Ngsk Prnp0/0 à 6,5 mois (antérieur : 2,0 % ± 1,3 ; médian 1,6 % ± 0,9 ; 

postérieur 1,8 % ± 1,3 ; p > 0,05) et 12 mois (antérieur 6,7 % ± 2,1 ; médian 4,8 % ± 1,5 ; postérieur 3,6 % ± 

2,6 ; p > 0,05). Une baisse de ce pourcentage survient chez les souris Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- âgées de 6,5 mois 

(Figure 21A). L!"#"$%&'(&/"/,&/,70'(-+#/.'(70'(1'//'(),::2.'#1'('&/(&,6#,:,1"/,*'('#/.'( $'&()'04(62#+/%3'&(/+0&(

âges confondus (p = 0,003, Figure 21B).  

Le pourcentage de cellules de Purkinje autophagiques du niveau antérieur du cervelet des souris Ngsk 

Prnp0/0 (12,5 % ± 5,8) et Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- (4,3 % ± 2,9) et postérieur du cervelet Ngsk Prnp0/0 (9,3 % ± 2,0) 

et Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- (4,0 % ± 2,8) tous âges confondus sont significativement différentes (antérieur : p = 

0,007 et postérieur : p = 0,012, Figure 21C). Cette différence existe également entre les cellules de Purkinje 

modérément autophagiques (type 2 : 3,2 % ± 1,4 Ngsk Prnp0/0 contre 0,20 % ± 0,2 Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- ; 

3RSBSTE(-",&(#!'&/(3"&(&,6#,:,1"/,*'(G3(P(SBQQE('#/.'($'&(cellules de Purkinje fortement autophagiques (Type 3 : 

7,9 % ± 4,8 Ngsk Prnp0/0 contre 4,0 % ± 2,4 Ngsk Prnp0/0 : Bax-/-) tous âges confondus (Figure 21D).  

En résumé, en comparaison des mutants Ngsk Prnp0/0, le pourcentage des cellules de Purkinje 

« autophagiques » a diminué dans le cervelet des double mutants Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- );&($!U6'()'(VBT(-+,&("$+.&(

que les mutants ZH-I Prnp0/0 ne prése#/'#/(3"&()!"0/+35"6,'("#+.-"$'9(A'1,(&066;.'(70'($!"0/+35"6,'(#!'&/(3"&(

"1/,*2'()"#&($'&(1'$$0$'&()'(=0.C,#D'(&"0*2'&(3".($!"<&'#1'()'(>?@9(A'./",#'&(1'$$0$'&()'(=0.C,#D'(K6&C(3+0..",'#/(

.23+#).'(F(H3$(3".($!"3+3/+&'()23'#)"#/'()'(>?@('/()!"0/.'&(3".(0#()%&:+#1/,+##'-'#/()'($!"0/+35"6,'9 
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Figure 214( 5./*67#( 8-/.%&%/%&9#( )#( *+/-%012/3&#( )/.7( *#7( $#**-*#7( )#( :-;<&."# (CPs). A. Pourcentage de CPs 

autophagiques dans le cervelet de souris Ngsk Prnp0/0 et Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- à 4,5, 6,5 et 11-WV(-+,&9( '(#+-<.'()!"#,-"04('&/(

indiqué dans les barres. B. Pourcentage de CPs autophagiques dans le cervelet de souris Ngsk Prnp0/0, Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- et 

ZH-I Prnrp0/0 âgées de 4,5 à 12 mois. * p < 0,05. C. Pourcentage de CPs autophagiques dans les niveaux antérieur et 

postérieur du cervelet de souris Ngsk Prnp0/0 et Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- âgées de 4,5 à 12 mois. D. Pourcentage de CPs à 

autophagie modérée (type 2) et forte (type 3) dans le cervelet de souris Ngsk Prnp0/0 et Ngsk Prnp0/0 : Bax-/-. 
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2. Mort neuronale dans le cervelet des souris déficientes en protéine prion Ngsk 

PrnP0/0, NSE=Dpl PrnP0/0 et ZH-I PrnP0/0 : approche morphologique et biochimique 

en culture organotypique 

 

 !2/0)'( -21"#,&/,70'( )'( la mort neuronale induite par la condition Ngsk .'70,'./( $!0/,$,&"/,+# )!un 

système in vitro permettant des approches pharmacologiques et moléculaires 3$0&(",&2'&(70!in vivo. Les cultures 

organotypiques de cervelet, initialement développées chez le rat par la méthode des « roller-tubes » (Gähwiler et 

al., 2001E("(2/2(")"3/2'(F($!2/0)'()0(1'.*'$'/()'(&+0.,&(3".(0#'(-2/5+)'(3$0&(&,-3$'(70,(1+#&,&/'(F(-",#/'#,.($'&(

tranches de tissu sur une membrane semi-perméable (Stoppini et al., 1991 ; Lonchamp et al., 2006). Dans les 

cultures de c'.*'$'/()'(&+0.,&B( $"(3.2&'#1'()'(1'$$0$'&(6$,"$'&('/()!"0/.'&(#'0.+#'&(1.2'(0#(-,1.+'#*,.+##'-'#/(

favorable à la différenciation et au développement morphologique et physiologique des cellules de Purkinje, 

proche des conditions in vivo (Stoppini et al., 1991). J!",( -,&( '#( I0*.' ce système au laboratoire pour 

caractériser les effets de déficiences du gène Prnp sur la survie des cellules de Purkinje. Le cervelet est prélevé à 

8 jours après la naissance (P8) ":,#( )!2*,/'. la période de mort neuronale développementale qui survient 

naturellement dans le cervelet à P3 (Dusart et al., 2006).  

H"#&( 0#( 3.'-,'.( /'-3&B( D!",( 2/0),2( $'( )2*'$+33'-'#/( '/( $"( &0.*,'( )'&( 1'$$0$'&( )'( =0.C,#D'( )"#&( $'&(

cultures organotypiques de cervelet p".(0#'("33.+15'(-+.35+-2/.,70'('/(70"#/,/"/,*'("0(1+0.&()!0#'(32.,+)'()'(

10$/0.'( )'( L( &'-",#'&9( J!",( 1+-3".2( $'&( 10$/0.'&( )'( 1'.*'$'/( )'( &+0.,&( &"0*"6'&( '/( )2:,1,'#/'&( '#( =.=C en 

$!"<&'#1'(GXY-I Prnp0/0) ou en présence de Dpl (souris hétérozygotes Ngsk Prnp+/0, homozygotes Ngsk PrnP0/0 et 

NSE-Dpl PrnP0/0). En parallèle, j!",("#"$%&2(3".(Z'&/'.#(<$+/($!'43.'&&,+#()'(-".70'0.& neuronaux et gliaux pour 

évaluer la composition cellulaire des cultures et $!'43.'&&,+#()'(-".70'0.&(autophagiques et apoptotiques afin de 

)2/'.-,#'.( $!2/"/( )!activation de ces deux processus dans les conditions ex vivo du système organotypique en 

1+-3$2-'#/()!0#'("#"$%&'(0$/."&/.01/0."$'. O#:,#B(D!",(/'#/2()'&('432.,'#1'&(3.2$,-,#",.'&(3+0.(2/0),'.($'&('::'/&(

neurodégénératifs des prions infectieux des souches de tremblante 22L et 139A, dans ce système. 

Cette étude a été partiellement publiée en 2013. 

 

Publication 1. A. Ragagnin, A. Guillemain, N. J. Grant, Y.J.R. Bailly (2013) Neuronal autophagy and prion 

proteins. In: Autophagy - A Double-Edged Sword - Cell Survival or Death? YJR Bailly (Ed.), pp. 377-419. ISBN: 

978-953-51-1062-0, InTech Publisher. 

 

2.1. Déficit développemental des cellules de Purkinje Ngsk Prnp0/0, NSE-Dpl Prnp0/0 et ZH-I 

Prnp0/0 en culture organotypique  

Dans les cultures organotypiques, certaines cellules de Purkinje immunoréactives pour CaBP, marqueur 

spécifique de ces neurones, se développent isolément et poussent des prolongements dendritiques dans toutes 

les directions. Une atrophie des cellules de Purkinje est observée dans les cultures mutantes Prnp0/0 (Figure 

22A). Pour évaluer le développement des cellules de Purkinje des différents génotypes, $!",.' et le périmètre 

cellulaires ainsi que $!'4/'#&,+#()'#).,/,70'(-"4,-"$' ont été mesurés sur au moins 20 cellules de Purkinje isolées 

par 10$/0.'(,&&0'()!0#(même animal (Tableau 3).  
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L!,#/'."1/,+#( )'&( :"1/'0.&( [ temps de culture » et « génotype » a un effet significatif sur ces trois 

dimensions (aire p = 0,006 ; périmètre p < 0,001 ; extension dendritique p = 0,008). Dans le cervelet sauvage, 

$!",.'( GFigure 22B), le périmètre (Figure 22CE( '/( $!'4/'#&,+#( )'#).,/,70'( GFigure 22D) augmentent 

significativement entre 7 jours (aire : 3151,9 µm² ± 352,7 ; périmètre : 1070,2 µm ± 74,1 ; extension 

dendritique : 80,0 µm ± 3,1) et 21 jours de culture (aire : 4579,2 µm² ± 321,3 ; périmètre : 1926,0 µm ± 89,0 ; 

extension dendritique : 97,4 µm ± 1,8 ; test de Tukey : aire et périmètre : p < 0,001 ; extension dendritique : p 

= 0,024EB( /"#),&( 70!"010#' variation significative )'( $!",.'( #,( )0( 32.,-;/.'(#!est mesurée durant cette période 

chez les mutants Prnp0/0 (Tableau 3 ; Ngsk Prnp+/0 : aire : p = 0,950 et périmètre : p = 0,976 ; Ngsk Prnp0/0 : 

aire : p = 0,444 et périmètre : p = 0,945 ; NSE-Dpl Prnp0/0 : aire : p = 0,972 et périmètre p = 0,994 ; ZH-I 

Prnp0/0 : aire : p = 0,513 et périmètre : p = 0,771). Le développement dendritique des cellules de Purkinje est 

similaire après 7 jours de culture entre les génotypes sauvages et mutants (p > 0,05, Figure 22A, D). 

Cependant, bien 70!0#'("06-'#/"/,+#(&,6#,:,1"/,*'()'($!'4/'#&,+#()'#).,/,70'(-"4,-"$' soit constatée entre 7 et 

21 jours dans les cultures sauvages (p = 0,024), cette dimension ne varie pas significativement pendant cette 

période chez les mutants (p > 0,05). Les trois dimensions mesurées ne diffèrent pas significativement entre les 

cellules de Purkinje hétérozygotes Ngsk Prnp+/0 et homozygotes Ngsk Prnp0/0 au cours de la période de culture 

(J7 : p = 0,855 ; J12 : p = 0,944 ; J21 : p = 0,992). 

Ces résultats montrent un déficit similaire du développement des cellules de Purkinje Prnp0/0, 

,#)23'#)"--'#/()'($!'43.'&&,+#()'(H3$ dans les cultures organotypiques. 

 

Génotype 
Jours 

In vitro 
n Aire (µm²) Périmètre (µm) 

Extension 
dendritique (µm) 

C57Bl6/J 

7 3 3151,9 ± 352,7 1070,2 ± 74,1 80,0 ± 3,1 

12 3 4127,0 ± 75,6 1347,2 ± 54,9 95,4 ± 3,8 

21 3 4579,2 ± 321,3 1926,0 ± 89,0 97,4 ± 1,8 

Ngsk Prnp+/0 

7 3 2178,4 ± 564,7 925,4 ± 114,9 85,7 ± 5,8 

12 5 1796,7 ± 387,2 770,3 ± 280,6 80,8 ± 9,7 

21 3 2288,5 ± 673,6 956,4 ± 153,9 88,3 ± 5,1 

Ngsk Prnp0/0 

7 8 1915,4 ± 594,2 789,5 ± 230,8 80,4 ± 8,4 

12 7 2061,8 ± 735,8 811,1 ± 255,8 77,4 ± 11,9 

21 7 1635,5 ± 166,5 759,3 ± 85,9 90,7 ± 8,7 

NSE-Dpl Prnp0/0 

7 3 1404,7 ± 263,5 628,0 ± 170,1 85,1 ± 10,4 

12 5 1409,8 ± 212,8 577,3 ± 118,6 88,5 ± 6,6 

21 3 1486,7 ± 129,0 612,1 ± 47,2 84,3 ± 2,8 

ZH-I Prnp0/0 

7 5 1696,9 ± 414,4 698,5 ± 215,4 85,9 ± 3,8 

12 5 1884,4 ± 410,2 874,4 ± 212,9 92,7 ± 6,6 

21 5 1387,3 ± 167,7 619,4 ± 81,0 77,1 ± 4,5 

Tableau 3. Aire, périmètre et extension dendritique moyens ± écart-type des cellules de Purkinje du cervelet de souris 

sauvages (C57Bl6/J), hétérozygotes Ngsk Prnp+/0, homozygotes Prnp0/0 exprimant Dpl (Ngk, NSE-Dpl Prnp0/0) ou non (ZH-I 

Prnp0/0) à 7, 12 et 21 jours en culture organotypique. #B(#+-<.'()!"#,-"049 
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Figure 22. Développement des cellules de Purkinje sauvages et mutantes Prnp0/0 après 7, 12 et 21 jours de 

culture organotypique. A. Cellules de Purkinje immunofluorescentes pour CaBP dans les cultures de cervelet sauvage, Ngsk 

Prnp+/0, Ngsk Prnp0/0, NSE-Dpl Prnp0/0 et ZH-I Prnp0/0. Echelle = 50 µm. B-D. ?#"$%&'&(70"#/,/",*'&()'($!",.' (B), du périmètre 

(CE('/()'($!extension dendritique maximale (D) des cellules de Purkinje sauvages et Prnp0/0 en culture à 7, 12 et 21 jours9(#(\(L(

animaux par génotype et par temps de culture. B, C. * p < 0,05 et ** p < 0,001 (mutants par rapport aux sauvages). D. * p < 

0,05. 
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2.2. Les cellules de Purkinje Prnp0/0 meurent au cours de la première semaine de culture 

Les cellules de Purkinje survivantes visualisées en immunofluorescence pour CaBP restent le plus 

souvent groupées en multicouches et conservent une polarité axonale et dendritique quasi normales, bien 70!'$$es 

soient privées de leurs afférences grimpantes et moussues dans les cultures organotypiques (Figure 23A). Aussi, 

la ),&/.,<0/,+#('#(-+#+1+015'(70!'$$'&(3.2&'#/'#/(in situ #!'&/(3"&(/+0D+0.&(-",#/'#0'(ex vivo. Une diminution du 

nombre de ces neurones est visualisée dans les cultures organotypiques mutantes Prnp0/0 (Figure 23A). Pour 

confirmer la perte observée, les cellules de Purkinje ont été comptées à 3, 5, 7, 12 et 21 jours dans les cultures 

organotypiques de cervelet des souris mutantes Ngsk Prnp+/0 et Prnp0/0, NSE-Dpl Prnp0/0 et ZH-I Prnp0/0 et 

sauvages (Figure 23B, Tableau 4E9( !,#/'."1/,+#()'&(:"1/'0.&([ temps en culture » et « génotype » a un effet 

significatif sur le nombre de cellules de Purkinje (p < 0,001). Après 3 et 5 jours de culture, le nombre moyen de 

1'$$0$'&( )'( =0.C,#D'(#!'&/( 3"&( &,6#,:,1"/,*'-'#/( ),::2.'#/( )"#&( $'&( 10$/0.'&(+.6"#+/%3,70'&( &"0*"6'( GF(T( D+0.& : 

3018 ± 473) et mutantes (à 5 jours : Ngsk Prnp+/0 : 2242,7 ± 408,5 p = 0,308 ; Ngsk Prnp0/0 : 2585,5 ± 746,4 p 

= 0,778 ; NSE Prnp0/0 : 3998,3 ± 558,1 p = 0,850 et ZH-I Prnp0/0 : 2823,5 ± 542,1 p = 0,985). Alors que le 

nombre de cellules de Purkinje reste stable dans les cultures sauvages entre 3 (3175,3 ± 131) et 21 jours 

(2257,0 ± 521,3) in vitro (p = 0,159), une perte importante de cellules de Purkinje survient après 7 jours dans 

les cultures organotypiques de tous les mutants (test de Tukey : p < 0,001). En plu&( )!]/.'( )'( 1,#2/,70'(

identique. Cette perte présente une cinétique et une amplitude similaires chez tous les mutants (68-69% de perte 

par rapport au sauvage, Figure 23B).  

De manière surprenante, la perte des cellules de Purkinje dans les cultures organotypiques Ngsk et ZH-I 

Prnp0/0 constatée à ^( D+0.&( #!'&/( 3"&( .':$2/2'( 3".( $"(-'&0.'( )'&( 70"#/,/2&( )'( A">= en Western blot dans les 

extraits préparés entre 3 et 7 jours. En effet, alors que CaBP augmente entre 3 et 7 jours chez Ngsk Prnp0/0 (p < 

0,05), comme chez le sauvage, aucune différence significative #!'&/(-'&0.2'(15'8(XY-I Prnp0/0 (Figure 23C, D). 

Comme le nombre de cellules de Purkinje Ngsk et ZH-I Prnp0/0 ne diffère pas significativement dans les 

10$/0.'&B(D!",(*2.,:,2($!'43.'&&,+#()'(H3$()"#&($'&(10$/0.'&(+.6"#+/%3,70'&(K6&C(Prnp0/0 par Western blot. La forme 

déglycosylée de Dpl dont le poids moléculaire est situé entre 15 et 20 kDa est détectée après le traitement des 

extraits au N-glucosidase F (PNGase) dans les cultures organotypiques de cervelet Ngsk Prnp0/0 et dans le 

cervelet Ngsk Prnp0/0 adulte, mais pas dans les extraits sauvages (Figure 24). Ceci indique que Dpl est bien 

exprimée dans les tranches de cervelet en culture organotypique, mais ne semble pas être impliquée dans la mort 

des cellules de Purkinje au cours de la période de culture. 

Génotype n J7 J12 J21 

C57Bl6/J 9 3151,9 ± 352,7 4127,0 ± 75,6 4579,2 ± 321,3 

Ngsk Prnp+/0 11 2178,4 ± 564,7 1796,7 ± 387,2 2288,5 ± 673,6 

Ngsk Prnp0/0 22 1915,4 ± 594,2 2061,8 ± 735,8 1635,5 ± 166,3 

NSE-Dpl Prnp0/0 11 1404,7 ± 263,5 1409,8 ± 212,8 1486,7 ± 129,0 

ZH-I Prnp0/0 15 1696,9 ± 414,4 1884,4 ± 410,2 1387,3 ± 167,7 

Tableau 4. Nombre de cellules de Purkinje ± écart-type dans les cultures organotypiques de cervelet sauvages (C57Bl6/J), 

hétérozygotes Ngsk Prnp+/0, homozygotes Ngsk Prnp0/0, NSE-Dpl Prnp0/0 et ZH-I Prnp0/0 à 7, 12 et 21 jours de culture. n, 

#+-<.'()!"#,-"049 
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Figure 23. Survie des cellules de Purkinje (CPs) dans les cultures organotypiques de cervelet de souris 
sauvages et mutantes Prnp0/0. A. CPs immunofluorescentes pour CaBP dans le cervelet des souris sauvages et 

mutantes Prnp0/0 après 7 jours de culture. B. Analyse quantitative du nombre de CPs dans les cultures de cervelet de 

souris sauvages et mutantes Prnp0/0 '#/.'(L('/(QW(D+0.&()'(10$/0.'9(#(\(L(souris par génotype et par temps de culture. * 

p < 0,05 ; ns, non-significatif. C. Western blot de CaBP à 3, 5 et 7 jours (J3-7) dans les cultures organotypiques de 

cervelet de souris sauvage, Ngsk Prnp0/0 et ZH-I Prnp0/09( !"1/,#'('&/(0/,$,&2'(1+--'(1+#/._$'()'($"(70"#/,/2()'(3.+/2,#'&(

déposée. C. Analyse quantitative du signal de CaBP mesuré par Western blot, rapporté à celui )'($!"1/,#'9(#(P(L(&+0.,&(

par génotype et par temps de culture. 
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Figure 24. Western blot de Doppel dans le cervelet Ngsk Prnp0/0 après 7 jours en culture organotypique. La 

présence de Dpl est détectée dans une culture de cervelet Ngsk Prnp0/0 (7 jours) et in situ )"#&($'(1'.*'$'/()!0#'(&+0.,&(Ngsk 

Prnp0/0 adulte GWQ(-+,&EB(-",&(3"&()!0#'(&+0.,&(&"0*"6'(GZ`E. Après un traitement par la PNGase (peptide N-glucosidase), Dpl 

est déglycosylée et migre entre 15 et 20 kDa.  !"1/,#'('&/(0/,$,&2'(1+--'(1+#/._$'()'($"(70"#/,/2()'(3.+/2,#'&()23+&2'&9 

 

2.34(5$%&9/%&0.()#(*+/101%07#(#%()#(*+/-%012/3&#()/.7(*#7($-*%-;#7(0;3/.0%61&8-#7()#($#;9#*#%(

des souris Prnp0/0 Ngsk et ZH-I Prnp0/0 

 !+<&'.*"/,+#( )'&( cellules de Purkinje au niveau ultrastructural dans les cultures organotypiques de 

cervelet de souris sauvages et Ngsk Prnp0/0 permet de visualiser les autophagosomes à double membrane 

1"."1/2.,&/,70'&( )'( $!"0/+35"6,'9(?3.;&(^( '/( WQ( D+0.& de culture, alors que les autophagosomes sont rarement 

observés dans les cellules de Purkinje sauvages (Figure 25A), le neuroplasme des cellules de Purkinje Ngsk 

Prnp0/0 contient des organites autophagiques à différents stades de maturation (Figure 25B, C, D).  

 '&(-".70'0.&()'( $!"0/+35"6,'('/()'( $!"3+3/+&'(+#/(2/2( .'15'.152&('#(Z'&/'.#(<$+/()"#&( $'&( 10$/0.'&(

organotypiques de cervelet des souris sauvages, Ngsk Prnp0/0 et ZH-I Prnp0/0 après 3, 5 et 7 jours de culture, 

c'est-à-dire au cours de la période de perte des cellules de Purkinje Prnp0/0. Les protéines autophagiques LC3B-II, 

p62 et bécline-1 qui interviennent respectivement dans les étapes de séquestration des composants à dégrader et 

$"( :+.-"/,+#( )'( $!"0/+35"6+&+-'( ainsi que le récepteur lysosomal LAMP-1 impliqué dans la fusion des 

autophagosomes avec les lysosomes +#/( :",/( $!+<D'/( )'( 1'//'( 2/0)'. De faibles quantités de LC3B-II, p62 et 

bécline-1 sont détectées dans les cultures organotypiques sauvages. Ces trois marqueurs augmentent de quatre à 

cinq fois dans les cultures Ngsk Prnp0/0 et ZH-I Prnp0/0 après 5 jours de culture comparé aux cultures sauvages. 

Après 7 jours de culture, le taux de LC3B-II dans les cultures organotypiques Ngsk Prnp0/0 et ZH-I Prnp0/0 est 

retombé au même niveau que dans les cultures organotypiques sauvages (Figure 26A). Dans les cultures 

organotypiques Ngsk Prnp0/0 et ZH-I Prnp0/0, p62 et bécline 1 sont augmentées après 3 et 5 jours, alors que leur 

quantité est faible chez le sauvage (Figures 26B, CE9(  !"06-'#/"/,+#( )'( 3aQ( est plus importante chez ZH-I 

Prnp0/0 que chez Ngsk Prnp0/0 (Figure 26B)B("$+.&(70'( $!,#*'.&'('&/(+<&'.*2(3+0. bécline-1 (Figure 26C). Les 

taux des deux marqueurs sont retombés à un niveau faible après cette période. Les quantités de LAMP-1 ne 

varient pas significativement dans les cultures de cervelet ZH-I Prnp0/0 mais sont significativement augmentées 

dans les cultures Ngsk Prnp0/0 de 7 jours (Figure 27).  
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Figure 25. Ultrastructure de cellules de Purkinje (CPs) sauvage (A) et Ngsk Prnp0/0 en culture organotypique (B, 
C, D). A. Cytoplasme de CP sauvage après 12 jours de culture. Noter la mitochondrie séparée de la membrane plasmique par 

un saccule de réticulum, trait caractéristique des CPs. Echelle = 500 nm. B, C, D. Autophagie dans le cytoplasme de CPs Ngsk 

Prnp0/0 à 7 jours de culture. Les astérisques indiquent les vésicules autophagiques en formation (B) et différents stades de 

formation des autophagolysosomes (C). Echelle = 500 nm. D. Détails des profils autophagiques. Echelle = 2 µm. go, 

),1/%+&+-'()'($!"33".',$()'(b+$6, ; l, lysosome ; m, mitochondrie ; n, noyau. 
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Figure 26. A-C. Z'&/'.#( <$+/( )'&( -".70'0.&( )'( $!"0/+35"6,'(  AL>-II (A), p62 (B) et bécline-1 (C) dans les cultures 

organotypiques de cervelet sauvage, Ngsk Prnp0/0 et ZH-I Prnp0/0 "3.;&(LB(T('/(^(D+0.&(,#(*,/.+(GJLB(JTB(J^E9( !,#/'#&,/2()0(&,6#"$(

de LC3B-II/LC3B-I est mesurée (n = 3 animaux par génotype et par temps en culture). ** p < 0,001 ; ns, non significatif. 
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Figure 27. Western blot de LAMP-1 dans les cultures organotypiques de cervelet sauvage et mutants Ngsk Prnp0/0 et ZH-I 

Prnp0/0 après 3, 5 et 7 jours in vitro (J3, J5, J7). La quantification de l'intensité du signal rapporté à l'actine montre une 

augmentation de LAMP-1 à J7 dans le cervelet Ngsk Prnp0/0 qui témoigne d'une activité lysosomale plus intense. * p < 0,05 ; n= 

3 animaux 3".(62#+/%3'('/(3".(/'-3&('#(10$/0.'9( !"1/,#'('&/(0/,$,&2'(1+--'(1+#/._$'9 

 

La caspase-L("1/,*'(70,( /2-+,6#'()'( $!"1/,*"/,+#()'( $c"3+3/+&'('&/(-,&'('#(2*,)'#1'(3".(Z'&/'.#(<$+/(

dans les extraits de cultures organotypiques de cervelet de souris Ngsk Prnp0/0 et ZH-I Prnp0/0 préparés pendant 

la période de perte des cellules de Purkinje entre 3 et 7 jours de culture. La caspase-3 active est plus abondante 

après 3 jours de culture chez Ngsk Prnp0/0 que chez ZH-I Prnp0/0 "$+.&(70!'$$'(#!est pas détectée dans les cultures 

organotypiques de cervelet de souris sauvages (Figure 28). 

 

 

Figure 28. Western blot de caspase-3 dans les cultures organotypiques de cervelet sauvages et mutants Ngsk 
Prnp0/0 et ZH-I Prnp0/0 après 3, 5 et 7 jours in vitro (J3, J5, J7).  !augmentation de caspase-3 dans les cultures 

organotypiques mutantes Ngsk et ZH-I Prnp0/0 F(L(D+0.&(/2-+,6#'()!0#'(,#)01/,+#(,-3+./"#/'()'($!"3+3/+&'.  !"1/,#'('&/(0/,$,&2'(

comme contrôle. 
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2.4. Inflammation dans les cultures organotypiques de cervelet 

Les cultures organotypiques de cervelet contiennent des astrocytes et des cellules microgliales qui sont 

,-3$,702&()"#&($!,#:$"--"/,+#()0(/,&&09(=+0.('4"-,#'.($!2*+$0/,+#()'(1'&(1'$$0$'&()"#&($'&(10$/0.'&(+.6"#+/%3,70'&B(

D!",('4"-,#2( $!'43.'&&,+#()!0#(-".70'0. spécifique de chaque population cellulaire par Western blot à 3, 5 et 7 

jours de culture.  !'43.'&&,+#()0(-".70'0.()!"&/.+1%/'&(GFAP augmente dans les cultures de cervelet de souris 

sauvage et mutantes et ce, plus fortement chez les mutants Ngsk et ZH-I Prnp0/0 (Figure 29AE9(  !'43.'&&,+#(

)!d<"-1, un marqueur de la microglie active augmente plus tôt, entre 3 et 5 jours dans toutes les cultures 

sauvages et mutantes (Figure 29BE9( A'1,( &066;.'( 70'( $!"1/,*"/,+#( )'&( 1'$$0$'&( -,1.+6$,"$'&( '/( $!"33".'#/'(

astrogliose ne sont pas liées à la condition mutante Pnrp0/0, mais seraient plutôt une conséquence 

(neuroprotectrice ?) aux conditions de culture. 

 

 

Figure 29. Western blot de GFAP (A) et Iba-1 (B) dans les cultures organotypiques de cervelet sauvages et mutants Ngsk 

Prnp0/0 et ZH-I Prnp0/0 après 3, 5 et 7 jours in vitro (J3-7). La prolifération des astrocytes suggérée 3".($!"06-'#/"/,+#()'(bN?=(

à 7 jours de culture semble plus importante chez les mutants Ngsk et ZH-I Prnp0/0 (AEB(/"#),&(70'($!"1/,*"/,+#()'( $"(microglie 

v,&0"$,&2'(3".($!"06-'#/"/,+#()!Iba-1 entre 3 et 5 jours (B) survient dans les cultures sauvage et mutantes.  !"1/,#'('&/(0/,$,&2'(

comme contrôle. 

 

3. >/*&)/%&0.( )#7( $-*%-;#7( 0;3/.0%61&8-#7( )#( $#;9#*#%( 10-;( *+,%-)#( )#7( #''#%7(

neurodégénératifs des prions infectieux : approche expérimentale préliminaire 

 

Des effets neuropathologiques ont été décrits récemment dans les cultures organotypiques de cervelet 

infectés par des prions (Falsig et al., 2008). A*'1( ?0.2$,'( b0,$$'-",#( '#( &/"6'( )!d#62#,'0.( AgroParisTech au 

laboratoireB( D!", -,&("0(3+,#/( $'(3.+/+1+$'()!,#:'1/,+#(des cultures organotypiques par les souches de tremblante 

22L et 139A. En utilisant la /'15#,70'( )'( $!5,&/+<$+/, PrP22L et PrP139A sont détectées dans les cultures 

organotypiques de cervelet sauvage (C57Bl6/J) et Tga20 infectées par 22L ou 139A, après digestion par la 

protéinase K (PK, Figure 30). PrPSc #!'&/( pas détectée dans les cultures non-infectées (sham), ni dans les 
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cultures ZH-I Prnp0/0 infectées. Ces résultats montrent que PrPSc est produite dans les cultures organotypiques de 

cervelet infectées et confirme que la production de PrPSc .'70,'./($!'43.'&&,+#()'(=.=C dans le tissu. 

 

 

Figure 30. Histoblots des cultures organotypiques de cervelet infectées par la souche 22L ou 139A. Détection de 

PrPC (sans traitement PK) et de PrPSc (après traitement PK) dans les cultures non-infectées (sham) ou infectées (22L et 139A) 

de souris C57Bl6/J à 30 jpi (A), ZH-I Prnp0/0 à 30 jpi (B) et Tga20 à 20 jpi (C). 

 

 '&('::'/&( )'( $!,#:'1/,+#( &0.( $"( &0.*,'()'&(1'$$0$'&()'(=0.C,#D'( &+#/( '#&0,/'( "#"$%&2&("près 30 jours de 

culture post-infection. Les cellules de Purkinje survivantes visualisées 3".($!immunofluorescence de CaBP (Figure 

31A) ont été comptées après 30 jours post-infection par 22L ou 139A dans les cultures organotypiques de 

cervelet sauvage (C57Bl6/J), Tga20 et ZH-I Prnp0/0 (Tableau 5, Figure 31B, C).  

L!"#"$%&'(70"#/,/"/,*'()'&(cellules de Purkinje montre une perte de cellules de Purkinje dans les cultures 

organotypiques C57Bl6 /J infectées par 22L (22 ± 2 CPs survivantes par tranche) et 139A (145 ± 63 CPs par 

tranche) par rapport aux cultures non-infectées (sham : 220 ± 27 CPs survivantes par tranche, Figure 31A, B). 

Aussi, une perte de cellules de Purkinje survient dans les cultures Tga20 infectées par 22L (293 ± 68 CPs 

survivantes par tranche) et 139A (191 ± 31 CPs survivantes par tranche) par rapport au sham (357 ± 71 CPs 

survivantes par tranche, Figure 31A, C). Une perte des cellules de Purkinje ZH-I survient aussi dans les cultures 

infectées par 22L et non-infectées (Figure 31A, Tableau 5). Cette perte est vraisemblablement provoquée par 

la condition mutante Prnp0/0 '/( #+#( 3".( $!,#:'1/,+#( 3".( $'&( 3.,+#&B( '#( "11+.d avec mes précédents résultats 

(Figure 23A, B).  

A'&(.2&0$/"/&(3.2$,-,#",.'&(&'-<$'#/(,#),70'.(70'($!,#:'1/,+#(3".(QQ (et 139A provoque la mort des CPs 

ex vivo (n = 1 ; 1 à 5 tranches/animal). 
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Génotype n Sham 22L 139A 

C57Bl6/J 1 220 ± 27 22 ± 21 145 ± 63 

Tga20 1 357 ± 71 293 ± 68 191 ± 31 

ZH-I Prnp0/0 1 130 ± 14 - 402 ± 38 

Tableau 5. Nombre de cellules de Purkinje ± écart-type dans les cultures organotypiques de cervelet sauvage (C57Bl6/J), 

Tga20 et ZH-I Prnp0/0 non-infectées (sham) et infectées par 22L et 139A. #B(#+-<.'()!"#,-"04 (1 à 5 tranches/animal). 

 

Après 30 jours de culture, $!+.6"#,&"/,+#( trilaminaire du cervelet est assez bien préservée dans les 

cultures organotypiques non-infectées.  !+<&'.*"/,+#( )'&( /."#15'&( )'( 1'.*'$'/( au microscope électronique par 

/."#&-,&&,+#(#'(-+#/.'(3"&()'(-+),:,1"/,+#&(2*,)'#/'&()'($!ultrastructure cellulaire. La couche granulaire interne 

contient de nombreuses cellules granulaires dont le noyau riche en chromatine condensée et dense aux électrons 

est contenu dans un cytoplasme somatique restreint (Figure 32B). Ces neurones sont souvent groupés dans le 

neuropile contenant en majorité des dendrites, des axones et des profils astrocytaires (Figure 32B, C). La 

couche moléculaire contient des dendrites de cellules de Purkinje, des axones de cellules granulaires et des 

interneurones. Certaines épines dendritiques de cellules de Purkinje ayant perdu leurs afférences présynaptiques 

ont conservé leur densité post-synaptique et sont enveloppées de prolongements gliaux (Figure 32D, E, F). Les 

cellules de Purkinje sont identifiées par $'0.($+1"$,&"/,+#(F($!,#/'.:"1'('#/.'($'&(1+uches granulaire et moléculaire 

<,'#( 70!'$$'&( #'( :+.-'#/( 3$0&( 0#'( -+#+1+015'B( leur grande taille somatique, un nucléole bien visible et un 

neuroplasme riche en REG et en mitochondries séparées de la membrane plasmique par un saculle lisse (Figure 

32D, E, F, G). Des figures de lyse, des cellules apoptotiques au contenu sombre et vacuolisé et des 

autophagosomes somatiques, dendritiques et axonaux sont parfois visibles (Figure 32J, K, L). Ces observations 

indiquent que les cultures organotypiques permettent la survie des neurones dans des conditions quasi-

35%&,+$+6,70'&(F('#(D06'.(3".($'0.(0$/."&/.01/0.'('/($!2/"<$,&&'-'#/()'(.'$"/,+#&(&%#"3/,70es fonctionnelles. 

 

Après 30 jours post-infection, de nombreuses vacuoles, autophagosomes, autolysosomes et lysosomes 

sont visibles dans les cellules granulaires des cultures organotypiques de cervelet infectées par la tremblante 22L 

(Figure 33B-D). Les cellules de Purkinje contiennent des autophagosomes à double membrane et des organites 

de différentes tailles composées de REG réticulé formant des compartiments cytoplasmiques réguliers (Figure 

33I-K)9( A'./",#'&( :,60.'&( +<&'.*2'&( &066;.'#/( $!2*+$0/,+#( )'( ces structures en vacuoles à contenu multi-

vésiculaire (Figure 33L)9( ?010#'( ),::2.'#1'( #+/"<$'( #!'&/( +<&'.*2'( )"#&( $"( 1+015'( -+$210$",.'( ,#:'1/2'(

comparée aux cultures non-infectées. A'&(+<&'.*"/,+#&(#!+#/(3+./2(70'(&0.(0#'(/."#15'()'(1'.*'$'/(,#:'1/2'(3". 

22L et une tranche de cervelet infecté par 139A mais des altérations ultrastructurales similaires ont été observées 

dans les deux cas, &0662."#/(70!'$$'&(&+#/(&321,:,70'&()'&('::'/&()'&(3.,+#&()"#&(1'(&%&/;-'9(A'1,()'*.",/(]/.'(

confirmé par une étude ultrastructurale plus approfondie. 
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Figure 31. A. Immunofluorescence de CaBP dans les cultures organotypiques de cervelet de souris C57Bl6/J, Tga20 et ZH-I 

Prnp0/0 infectées par 22L et 139A. Echelle = 100µm. B, C. Nombre moyen de cellules de Purkinje par tranche de cervelet non-

infectées (sham) et infectées par 22L et 139A à 30 jpi. B. Cultures sauvages C57Bl6/J. C. Cultures Tga20. 
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Figure 32. Ultrastructure du tissu cérébelleux de souris C57Bl6/J en culture organotypique non infectée à 30 
jpi (sham). A. Organisation des cultures organotypiques C57Bl6/J à 30 jpi non infectées (sham). B. Cellules granulaires. C. 
Neuropile de la couche granulaire. D. Neuropile de la couche moléculaire avec un dendrite (d) de cellule de Purkinje (CP). 

E, F. Synapses asymétriques sur épines dendritiques de CPs '/()!,#/'.#'0.+#'&(G:$;15'&E9(G. Cellule de Purkinje. N, noyau 

H. Mitochondrie séparée de la membrane plasmique par un saccule lisse. I. Réticulum endoplasmique granuleux dans une 

CP. J. Cellule dégénérative au cytoplasme dense et vacuolisé. K. Mitochondrie (*) en cours de dégradation autophagique. 

L. Figures autophagiques dans un axone (*) de CP. 



Etude I CONTRIBUTIONS EXPERIMENTALES  

102 
 

 
Figure 33. Ultrastructure du tissu cérébelleux de souris C57Bl6/J en culture organotypique infectée par 22L (A-
F) et 139A (G-L) à 30 jpi. A. Couche granulaire interne (CGI). B, C, D. Détails du neuropile de la CGI montrée en A (encart), 

montrant des figures autophagiques (B, C) et de nombreux lysosomes (D). E-F. Cytoplasme de cellules de Purkinje (CPs) 

montrant des structures particulières (flèches). G . Neuropile de la CGI contenant des profils dégénératifs (*). H-L. Détails de 

cytoplasme de CPs montrant des structures réticulées (flèches) à différents stades (I-K) et des vacuoles (L).  
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Etude I 

Résumé & conclusions 

 

 

! La suppression de BAX protège un certain nombre de cellules de Purkinje de la 

neurotoxicité induite par Doppel dans le cervelet des souris Ngsk Prnp0/0 dépourvues de 

protéine prion cellulaire.  !"<&'#1'( )'( >?@( ),-,#0'( "0&&,( $'( #+-<.'( )'( #'0.+#'&(

autophagiques. A'1,( &066;.'( 70'( $!"0/+35"6,'( #!'&/( 3"&( "1/,*2'( )"#&( $'&( 1'$$0$'&( )'(

Purkinje sauvées par la suppression de BAX et que certains de ces neurones répondent 

F( $"( 1+#),/,+#( K6&C( 3".( $!"3+3/+&' )23'#)"#/'( )'( >?@( '/( )!"0/.'&( 3".( 0#(

dysfonctionnement autophagique.  

 

! Dans les cultures organotypiques de cervelet Ngsk Prnp0/0 et ZHI Prnp0/0B($!"1/,*"/,+#()'(

$!"0/+35"6,'('/()'($!"3+3/+&'('&/(1+#/'-3+.",#'()'($!"/.+35,'('/()'($"(-+./()'&(cellules 

de Purkinje "0(1+0.&()'($"(3.'-,;.'(&'-",#'(&0662."#/(70'($!"<&'#1'()'(3.+/2,#'(3.,+#(

est suffisante pour provoquer la mort neuronale dans ce système.  

 

! Les effets neuropathologiques des prions dans le cerveau sont reproduits ex vivo dans 

les cultures organotypiques de cervelet qui constituent un système avantageux pour 

$!2/0)'( -21"#,&/,70'( )'&( *+,'&( )'( -+./( #'0.+#"$'( "1/,*2'&( 3".( $'&( )2:,1,/&( )!+.,6,#'(

transgénique ou infectieuse de la protéine prion. 
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ETUDE II 

 

Compartimentation anatomique  

de la pathogenèse des prions  

dans le cervelet de souris 
 

 
Contexte scientifique 

Les prions peuvent être distingués par la signature lésionnelle spécifique laissée par chaque « souche de prion » 

dans le cerveau. Cette signature anatomo-pathologique est caractérisée par la densité de la spongiose, la 

topographie et la forme de la déposition de PrPSc ainsi que par la sévérité et la spécificité de la mort neuronale 

dans le cerveau19. Ainsi, les paramètres qui tracent $"(&,6#"/0.'(#'0.+)262#2."/,*'(&321,:,70'()!0#(3.,+#(+0( $'&(

déterminants de sa neurotoxicité sont la souche, la route de neuroinvasion et des paramètres cellulaires locaux 

encore mal connus. On connait la vulnérabilité précoce de certaines populations neuronales comme par exemple 

les neurones sérotonergiques centraux (Vidal et al., 2009EB( 70,( /2-+,6#'#/( )'( $!,#:$0'#1'( )'( /'$&( 3"."-;/.'&(

probablement biochimiques. Le cervelet est une cible majeure de certaines souches de prions comme la MCJ et 

son organisation histologique '&/(&+03e+##2'()!]/.'(,-3$,702' dans la neuroinvasion chez les patients atteints de 

MCJ sporadique et familiale (Amstrong & Cairns, 2003 ; Jarius et al., 2003 ; King et al., 2003 ; Xiao et al., 2013). 

Aussi, la sensibilité différentielle des sous-populations de cellules de Purkinje à la condition Ngsk (i.e. à la 

#'0.+/+4,1,/2( )'( H3$( '#( $!"<&'#1'( )'( =.=C) semble suivre un patron topographique correspondant à la 

compartimentation anatomo-fonctionnelle du cervelet (Heitz et al., 2007). Ceci suggère que certains caractères 

biochimiques et/ou anatomiques de cette compartimentation pourraient influencer la neuroinvasion et la 

#'0.+/+4,1,/2( )'&( 3.,+#&( )"#&( $'( 1'.*'$'/9( O#( )!"0/.'&( /'.-'&B( $'&( '::'/&( #'0.+)262#2."/,:&( )'&( 3.,+#&( &+#/-ils 

influencés p".($!+.6"#,&"/,+#("#"/+-+-fonctionnelle du cervelet ? 

 

DEF 1(29"* "!$+(0*  

A la recherche de facteurs locaux intervenant dans la spécificité neuronale de la toxicité des prions, cette 

deuxième étude a pour objectif de mettre en évidence une éventuelle corrélation topographique des effets 

#'0.+3"/5+$+6,70'&( )'&( 3.,+#&( F( $!+.6"#,&"/,+#( "#"/+-,70'( )0( 1'.*'$'/9( J!",( 0/,$,&2( F( 1'/( '::'/( $"( &+015'( )'(

tremblante 22L aux effets particulièrement sévères dans le cervelet (Fraser and Dickinson, 1967, 1968 ; Kim et 

al., 1987E( )+#/( D!",( "#"$%&2( 3".( )'&( /'15#,70'&( )!5,&/+$+6,'( '/( )!,--0#+5,&/+15,-,'B( $!,-3"1/( "#"/+-+-

pathologique dans le cervelet de souris infectées par voie intra-cérébelleuse (i.cb), intracérébrale (i.c.) et 

,#/."32.,/+#2"$'(G,939E(&0&1'3/,<$'&()!"<+0/,. à des signatures anatomopathologiques distinctes (Kim et al., 1990). 

J!",(",#&,("#"$%&2($"(.'3.+)01,<,$,/2(,#/'.-,#),*,)0'$$'('/('#/.'(1'&(),::2.'#/'&(*+,'&()!,#:'1/,+#, du patron anatomo-

                                                      
19

 Voir § Introduction, chapitre I, 5. Anatomopathologie des maladies à prions dans le système nerveux central, p31. 
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3"/5+$+6,70'()'(QQ ()"#&($'(1+./'4(12.2<'$$'049(J!",('#&0,/'(comparé la topographie des dépôts de PrPSc et de la 

perte des neurones cérébelleux au patron de la compartimentation anatomo-fonctionnelle du cortex cérébelleux. 

 

1. Topographie des dépôts de PrP22L aux stades précliniques 

La distribution des dépôts de PrPSc22L en immunohistochimie a été étudiée aux stades précliniques 92 et 

107 jpi dans le cervelet des souris infectées par voie i.cb. Au stade préclinique 92 jpi, PrP22L est détectée au 

niveau des neurones des noyaux profonds fastigial, interposé et denté (Figure 34A). Des dépôts de PrP22L 

apparaissent sous forme diffuse entre les cellules granulaires et par plaques dans la couche granulaire interne et 

&!2/'#)'#/(+11"&,+#'$$'-'#/()"#&($"(1+015'(-+$210$",.'(,#:2.,'0.'(GFigure 35 A, B, C). Ces dépôts apparaissent 

fins et granuleux dans la couche moléculaire où ils forment des travées verticales (Figure 35E) et correspondent 

souvent à des dépôts plus importants dans les couches des cellules de Purkinje et granulaire interne sous-

jacentes. Cette distribution est observée dans les lobules III, IV-V, VI et IX (Figure 35A) du vermis et dans les 

hémisphères au niveau du lobule simple, des paraflocculi et du crus 1 où &!'&/(:+.-2'(0#'(<"#)' constituée de 

travées de PrP22L (Figure 35G).  

A un stade préclinique plus avancé (107 jpi), les dépôts de PrP22L gagnent en intensité et en étendue dans les 

noyaux profonds et le cortex cérébelleux (Figure 34B). Les dépôts diffus de PrP22L se sont étendus à la couche 

granulaire interne de tous les lobules du vermis, aux lobules paramédian, copula, simple (Figure 35F), crus 1 et 

2 (Figure 35HE()'&(52-,&35;.'&(",#&,(70!"04(:$+110$,('/(3".":$+110$,9( '&()23_/&(:+.-'#/()'&(/."*2'&(*'./,1"$'&(

dans la couche moléculaire des lobules IV, V, VI, IX et X du vermis et de la copula pyramidis, du paramédian et 

du crus 1 et 2. Des groupes de travées délimitent des bandes de forte immunoréactivité PrP22L dans les lobules IX 

et X du vermis et dans les lobules simple (Figure 35F), crus 1, crus 2, (Figure 35H), paramédian, copula 

pyramidis et les flocculi des hémisphères (Figures 35A, B). La bande observée dans le crus 1 au stade 

préclinique 92 jpi (Figure 35G) est toujours visible au stade 107 jpi (Figure 35H). 

 

2. Topographie des dépôts de PrP22L aux stades cliniques  

Aux stades cliniques 134-156 jpi, PrP22L &!'&/( "110-0$2'( )"#&( /+0/( $'( #'0.+3,$'( )'&( #+%"04( 3.+:+#)&(

fastigial, denté et interposé des souris infectées par voie i.cb. (Figures 34C, 36A), i.c. (Figure 37A) et i.p. 

(Figure 38A). Dans le cortex cérébelleux, qu'$70'(&+,/($"(*+,'()!,#+10$"/,+#()'(QQ B PrP22L forme des travées et 

des bandes de travées verticales dans la couche moléculaire du vermis et des hémisphères. Les dépôts de PrP22L 

sont les plus intenses dans la couche des cellules de Purkinje et la CGI sous-jacentes aux bandes et travées de 

PrP22L de la couche moléculaire (Figures 39-42).  

Ainsi, les bandes de dépôts de PrP22L traversent le cervelet dans le plan sagittal chez toutes les souris 

"#"$%&2'&("04(&/")'&(1$,#,70'&9( !2/0)'(1+-3".2'()'(1'&(<"#)'&("ux niveaux antérieur, médian et postérieur du 

1'.*'$'/(-+#/.'(70!'$$'&(:+.-'#/(0#(3"/.+#(/+3+6."35,70'(.'3.+)01/,<$'()!0#("#,-"$(F($!"0/.'('/(,#)23'#)"#/()'(

$"(*+,'()!,#+10$"/,+#( ,91<9(G#PLEB( ,919(G#PVE('/( ,939(G#PLE9( '(3"/.+#()'([ banding » de PrP22L est défini par une 

<"#)'(-2),"#'(:$"#702'()!"0(-+,#&(^(<"#)'&(3"."&"6,//"$'&(GFigures 37, 38, 39). 
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Figure 34. Région médiane du noyau fastigial. Immunoperoxydase de PrP22L. Les dépôts amyloïdes de PrP22L 

envahissent progressivement le noyau autour des neurones fastigiaux (flèches) au cours des stades précliniques 92 jpi (A) et 

107 jpi (B) et clinique 134 jpi (C). Echelle = 50 µm.  
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Figure 35. Immunoperoxydase de PrP22L dans le cortex cérébelleux aux stades précliniques 92 (A, B, 
C, E, G) et 107 jpi (D, F, H) après inoculation intracérébelleuse i.cb. A. Dépôts immunoréactifs diffus 

dans la couche granulaire interne (CGI, flèches) et la couche moléculaire (CM, têtes de flèche) du lobule vermal 

IX (IXd, dorsal ; IXv, ventral). B. Dépôt de PrP22L formant une « plaque » dans la CGI du lobule VI vermal. C. Fort 

grossissement de B montrant la localisation intercellulaire de PrP22L dans la CGI (têtes de flèches). Flèches, 

cellules granulaires. D. PrP22L forme des groupes de travées verticales dans la CM (têtes de flèches) en continuité 

avec des zones de forte immunoréactivité dans la CGI (flèches). PM, lobule paramédian ; Cop, copula pyramidis. 

E. Dépôts de PrP22L en travées verticales dans la CM du crus 1 (flèches). *, vacuole de spongiose. F. Bande de 

dépôts de PrP22L dans la CM et la CGI G/]/'()'(:$;15'E()'($!"3'4()0($+<0$'(&,-3$'(Gf,-E9(G-H. Une bande de dépôt 

de PrP22L /."*'.&'($!"3'4()0(1.0&(W dorsal (tête de flèche) et ventral (*) aux deux stades précliniques 92 et 107 jpi. 

Echelle = 50 µm (A, B, D, F-H) et 10 µm (C, E).  
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Figure 36. Coupes transversales de cervelet aux niveaux antérieur, médian et postérieur de souris infectées par 
22L i.cb. aux stades précliniques 92-107 jpi. A. Immunoperoxydase de PrP22L. B. Patron des bandes PrP22L dans le 

cervelet. Med, noyau médian (fastigial) ; IntA, IntP, régions antérieure et postérieure du noyau interposé ; Sim, lobule simple ; 

PM, lobule paramédian ; Cop, copula pyramidis.  

B 
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Figure 37. Coupes transversales de cervelet aux niveaux antérieur, médian et postérieur de souris infectées par 
22L i.cb. aux stades cliniques 134-156 jpi. A. Immunoperoxydase de PrP22L. B. Patron des bandes PrP22L dans le cervelet. 

Med, noyau médian(fastigial) ; IntA, région antérieure du noyau interposé ; IntP, région postérieure du noyau interposé ; Lat, 

noyau latéral (denté) ; Sim, lobule simple ; PM, lobule paramédian ; Cop, copula pyramidis. 

B 
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Figure 38. Coupes transversales de cervelet aux niveaux antérieur, médian et postérieur de souris infectées par 
22L i.c. aux stades cliniques 139-153 jpi. A. Immunoperoxydase de PrP22L. B. Patron des bandes PrP22L dans le cervelet. 

Med, noyau médian (fastigial) ; IntP, région postérieure du noyau interposé ; Lat, noyau latéral (denté) ; Sim, lobule simple ; 

PM, lobule paramédian ; Cop, copula pyramidis. 

B 
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Figure 39. Coupes transversales de cervelet aux niveaux antérieur, médian et postérieur de souris infectées par 
22L i.p. aux stades cliniques 193-205 jpi. A. Immunoperoxydase de PrP22L. B. Patron des bandes PrP22L dans le cervelet. 

Med, noyau médian ; IntA, région antérieure du noyau interposé ; Sim, lobule simple ; PM, lobule paramédian ; Cop, copula 

pyramidis. 

B 
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Une bande PrP22L médiane traverse les lobules III, IV-V, VI, VII, VIII, IX et X du vermis. (Figures 37, 38, 

39). Trois à quatre bandes latérales traversent les lobules III, IV-V et VI du vermis (Figure 40) et les bandes les 

plus médianes se prolongent dans les lobules VII, VIII, IX et X (Figure 41). La troisième bande latérale traverse 

le lobule simple des hémisphères et les lobules III, IV-V et VI du vermis de p"./( '/( )!"0/.'( )' la fissure 

préculminale (Figure 40A-C) puis de la fissure primaire (Figure 40D-H). La quatrième bande latérale traverse 

le lobule simple et les lobules IV-g()'(3"./('/()!"0/.'()'($"(:,&&0.'(3.,-",.'B(",#&,(70'(1.0&(WB(1.0&(Q (Figure 42A, 

B), le lobule paramédian et la copula pyramidis (Figure 42C, D), à travers les fissures inter-crurale, la fissure 

ansoparamédiane et la fissure prépyramidale. Ces fissures sont aussi traversées par la cinquième bande latérale 

dans crus1, le lobule simple, crus 2, le lobule paramédian ((Figure 42A, B ; Figure 43) et la copula pyramidis 

(Figures 42C, D). La sixième bande latérale traverse crus1, crus2, le lobule paramédian et la copula pyramidis 

(Figures 42, 43E9(h#'(&'3/,;-'(<"#)'($"/2."$'(+1103'($!"3'4()'(1rus2 et du lobule paramédian (Figure 43). 

 

3. Topographie des dépôts de PrP6PB1 aux stades cliniques 

Dans le cervelet de souris infectées par 6PB1 i.c., les noyaux profonds du cervelet sont envahis par PrP6PB1 

qui forme des dépôts granuleux autour des neurones aux stades cliniques 155-188 jpi, (Figure 44A,B). Dans le 

1+./'4(12.2<'$$'04("0(-]-'(&/")'()'($!Of>(-0.,#'B($"(1+015'(6."#0$",.'(1+#/,'#/()'&()23_/&(3.+/2,:+.-'&('/()'&(

petites plaques de PrP6PB1 (Figure 44C, D, E). Des plaques de PrP22L sont également présentes dans la couche 

des cellules de Purkinje (Fig. 44C, D) et dans la couche moléculaire (Figure 44C, D, F). 

  

4. Comparaison des patrons *$%11050!%(2', de PrP22L  ("*$ >&7 ))2',"*$G..?H 

Le patron )!"110-0$"/,+#( )'( =.=22L )"#&( $'( 1+./'4( 12.2<'$$'04( ."33'$$'( $'( 3"/.+#( )!'43.'&&,+#( )'&(

zébrines ZII (aldolase C) et EAAT4 dans les cellules de Purkinje (Ahn et al, 1994 ; Sugihara & Quy, 2007). J!",(

comparé le patron de PrP22L "0(3"/.+#()!'43.'&&,+#()!O??`V('/(.'15'.152($!2*'#/0'$$'(1+..'&3+#)"#1'()'&()'04(

patrons dans le cervelet des souris EAAT4-eGFP infectées par 22L i.c. (Figures 45, 46, 47) et i.p. (Figure 48) 

et dont les cellules de Purkinje exprimant EAAT4 (EAAT4(+)) son/(*,&0"$,&2'&(3".( $"(:$0+.'&1'#1'()!'bN=('/( $'&(

cellules de Purkinje EAAT4(-E(3".($!,--0#+:$0+.'&1'#1'()'(A">=9  
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Figure 40. Immunoperoxydase de PrP22L aux niveaux antérieur (A-C) et médian (D-H) au stade clinique 134-203 
jpi après inoculation intracérébelleuse (i.cb., A, E-G), intracérébrale (i.c., B, D, H) et intrapéritonéale (i.p., C). A-
E. Une bande médiane (1) flanquée de 2 à 3 bandes latérales (2, 3, 4) reproduisent un patron similaire à travers le cortex des 

lobules VI, V-IV et III du vermis cérébelleux. F-H. Détail des bandes latérales 2 et 3. Echelle = 50 µm. 
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Figure 41. Immunoperoxydase de PrP22L dans le cortex des lobules VIII à X au stade clinique après inoculation 
i.cb. (134 jpi, A), i.c. (139 jpi, B) et i.p. (235 jpi, C). Une bande médiane et deux latérales d'immunoréactivité de PrP22L 

(têtes de flèches) forment un patron reproductible dans les trois lobules. Echelle = 50 µm.  
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Figure 42. Immunoperoxydase de PrP22L dans le cortex de crus 1, crus 2 (A-B), du lobule paramédian (PM) et 
copula pyramidis (Cop) (C-D) au niveau médian du cervelet au stade clinique après inoculation intracérébrale 
(i.c., A, C) et intrapéritonéale (i.p., B, D). A-B. Trois bandes (4, 5, 6) traversent crus 1 et crus 2. C-D. Deux à quatre 

bandes (4 à 7) traversent PM et Cop. Echelle = 50 µm. 
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Figure 43. Immunoperoxydase de PrP22L dans le cortex des lobules crus 2 et paramédian (PM) aux 
stades préclinique 107 jpi (A, B) et cliniques 134-235 jpi (C-H) après inoculation intracérébélleuse 
(i.cb.), intracérébrale (i.c.) et intrapéritonéale (i.p.). Les dépôts de PrP22L présentent le même patron dans 

cette région aux stades préclinique (A-B) et clinique après inoculation i.cb. (C-D), au stade clinique après 

inoculation i.c. (E-F) et au stade clinique après inoculation i.p. (G-H). Les pointillés délimitent les bandes 6 et 7 

de PrP22L. Echelle = 50 µm.  
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Figure 44. Immunoperoxydase de PrP6PB1 dans les noyaux profonds et le cortex du cervelet non-infecté (A) et 
infecté par 6PB1 i.c. au stade clinique (B-F). B. PrP6PB1 forme des dépôts granuleux entre les neurones dans le noyau 

denté. C-F. PrP6PB1 forme des dépôts protéiformes entre les cellules granulaires et de petites plaques dans la couche granulaire 

(CGI, flèches, C, D, E) qui présente des vacuoles de spongiose (*). Des plaques de PrP6PB1 sont visibles dans la couche des 

cellules de Purkinje et dans la couche moléculaire (CM, têtes de flèche, C, D, F) du cervelet. L'immunoréactivité de PrP6PB1 est 

plus intense dans la CGI. Echelle = 50 µm (A-D) et 10 µm (E, F).  
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Dans le cervelet inoculé par voie i.c. au stade clinique 139-145 jpi, la bande médiane et les 4 à 5 bandes 

latérales de déposition de PrP22L )'( 3"./( '/( )!"0/.'( )'( $"( $,6#'( -2),"#'( .'1+0*.'#/( 3".:",/'-'#/( $'&( <"#)'&(

)!'43.'&&,+#()!O??`V(WGiEB("GiEB(QGiEB(LGiE('/(VGiE()'&($+<0$'&(dddB(dgB(gB(gdB(gdd('/(gddd()0(*'.-,&B("$+.&(70'(

$!,--0#+.2"1/,*,/2( )'(=.=22L est faible dans les bandes EAAT4 1(-), a(-), 2(-) et 3(-) dans ces lobules (Figure 

45A-D). Cependant, trois bandes de PrP22L sont visibles dans les lobules IX et X (Figure 46) suggérant que 

PrP22L 3'0/(&'(:+.-'.()"#&()'&(.26,+#&(1+--'($'&($+<0$'&(d@('/(@(+11032'&(3.'&70!'41$0&,*'-'#/()'(cellules de 

Purkinje EAAT4(+). Dans les hémisphères, la correspondance des patrons de déposition de PrP22L '/()!'43.'&&,+#(

)!O??`V('&/(-+,#&(2*,)'#/'("0(#,*'"0(-2),"# du fait de la perte de nombreuses cellules de Purkinje EAAT4(-) et 

EAAT4(+) dans les bandes 4, 5 et 6 (Figure 47A-C). Dans le cervelet postérieur F($!,#*'.&'()'($"(1+..'&3+#)"#1'(

observée dans le vermis (Figure 45A-D), les 4 à 5 bandes de PrP22L qui traversent crus 2, le lobule paramédian 

et la copula pyramidis dans les hémisphères correspondent aux bandes EAAT4(-) 4(-), 5(-) et 6(-), les bandes 

sans PrP22L coïncidant avec les bandes EAAT4 5(+) et 6(+) dans ces lobules (Fig. 45 E-H). La correspondance 

des deux patrons est moins nette dans le cervelet médian qui a subi une perte importante de cellules de Purkinje 

dans crus 2, le lobule paramédian et la copula pyramidis (non-montrées).  

Dans le cervelet inoculé par voie i.p. au stade clinique 203-235 jpi, PrP22L forme des bandes coïncidant 

avec les bandes EAAT4 1(-), a(-) et 2(-) dans les lobules IV, V et VI du vermis antérieur (Figure 48A-D) à 

$!,#*'.&'( )'( $"( 1+..'&3+#)"#1'( +<&'.*2'( "*'1( $'&( <"#)'&( O??`VGiE( )"#&( $'( *'.-,&( )'&( &+0.,&( ,#+10$2'&( ,919(

(Figure 45A-D). Comme dans le cervelet des souris inoculées i.c. (Figure 46), trois bandes de PrP22L se sont 

formées dans les lobules IX et X qui sont composés en majorité de cellules de Purkinje EAAT4(+) (non 

montréesE9(?($!,#*'.&e de la correspondance observée dans le vermis des mêmes souris (Figure 48A-D) et de 

la correspondance observée dans les hémisphères des souris inoculées i.c. (Figure 45E-H), dans les 

hémisphères des souris inoculées i.p., les bandes de PrP22L coïncident avec les bandes 5(+), 5a(+) et 6(+) dans 

crus 2, le lobule paramédian et la copula pyramidis (Fig. 48E-H). Comme dans le cervelet médian des souris 

inoculées i.p., la correspondance des patrons de PrP22L '/( )!O??`V( '&/( -+,#&( 3.21,&'( dans crus 2, le lobule 

paramédian et la copula pyramidis (Figure 47D-F).  

O#(.2&0-2B($!"110-0$"/,+#()e PrP22L forme des bandes parasagittales dont la distribution suit un patron 

identique ou inverse de 1'$0,()'($!'43.'&&,+#()'($"(82<.,#'(O??`V()"#&($'(*'.-,&('/($'&(52-,&35;.'&()0(1'.*'$et 

des souris infectées par 22L inoculée i.c. et i.p. En effet, les bandes de PrP22L coïncident avec les bandes 

EAAT4(+) dans le vermis et avec les bandes EAAT4(-) dans les hémisphères des souris inoculées i.c. et cette 

correspondance est inversée dans le vermis et les hémisphères des souris inoculées i.p. Dans certains lobules du 

vermis, des bandes de PrP22L sont formées dans des régions qui ne présentent pas de compartimentation définie 

3".($!'43.'&&,+#()!O??`V9 
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Figure 45. Patrons des dépôts de PrP22L et d'expression d'EAAT4 aux niveaux médian (bregma -6,64 
mm, Paxinos & Franklin, 2001 ; A-D) et postérieur (bregma -7,20 mm ; E-H) dans le cervelet infecté 
par 22L i.c. au stade clinique 145 jpi. A, E. Immunoperoxydase de PrP22L. PM, lobule paramédian. B, F. 
Fluorescence d'EAAT4-eGFP dans le cervelet infecté par 22L. C, G. Superposition de A, B et E, F respectivement. 
D, H. EAAT4-eGFP dans le cervelet de souris non-infectées au niveau des régions (A-C) et (C-G) montrées dans 

le cervelet infecté. Echelle = 50 µm.   
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Figure 46. Patron des dépôts de PrP22L  ("*$ >&7 ))2',"*$G..?H"*%,)"! "!'E0! "/"*0"1 7I ! ("2,9 1(+"&%7"JJ<"2K1K"
au stade clinique 139 jpi. A. Immunoperoxydase de PrP22L. B. N$0+.'&1'#1'( )!O??`V-eGFP dans le lobule X du cervelet 
infecté par 22L. Trois bandes de PrP22L se forment dans le lobule X dont les cellules de Purkinje sont EAAT4-positives. C. EAAT4-
eGFP dans le cervelet non-infecté au niveau des régions A, B montrées dans le cervelet infecté. Echelle = 50 µm.  
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Figure 47. Patron des dépôts de PrP22L  ("*$ >&7 ))2',"*$G..?H"%0",2I %0"5+*2%,"LE7 ;5%"-6,64 mm, Paxinos & 
Franklin, 2001) du cervelet infecté par 22L i.c. au stade clinique 139 jpi (A, B), non infecté (C) et infecté par 22L 
i.p. au stade clinique 203 jpi (D-F). A, D. Immunoperoxydase de PrP22L. B, E. N$0+.'&1'#1'()!O??`V-eGFP dans le cervelet 

infecté par 22L. PM, lobule paramédian. C. N$0+.'&1'#1'( )!O??`V( G*'./E( '/( ,--0#+:$0+.'&1'#1'( )'( A">=( G.+06'E( )"#&( $'(

cervelet non-infecté dans les régions A et B montrées dans le cervelet infecté. F. Superposition de D (rouge artificiel) et E 
(vert). Echelle = 50 µm.  
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Figure 48. Patron des dépôts de PrP22L  ("*$ >&7 ))2',"*$G..?H"%0>",2I %0>"%,(+72 07"LE7 ;5%"-5,68 
mm, Paxinos & Franklin, 2001) et postérieur (bregma -7,32 mm) du cervelet infecté par 22L i.p. au stade 

clinique 203 jpi. A, E. Immunoperoxydase de PrP22L. PM, lobule paramédian. B, F. N$0+.'&1'#1'( )!O??`V-eGFP 

dans le cervelet infecté par 22L. C, G. Superposition de A, B et E, F respectivement. D, H. EAAT4-eGFP dans le 

cervelet non-infecté au niveau des régions (A-C) et (E-G) montrées dans le cervelet infecté. Echelle = 50 µm.  
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5. La tremblante 22L provoque la mort des cellules de Purkinje dans le cervelet de 

souris 

Le simple marquage des cellules de Purkinje par immunofluorescence de CaBP montre que la neurotoxicité 

de 22L i.cb. dans le cervelet de souris a des effets visibles dès le stade préclinique 107 jpi. A ce stade, le cervelet 

présente des pertes visibles dans crus 1, crus 2 et le lobule paramédian des hémisphères et le lobule X vermal 

(Figure 49A). Le double immunomarquage de CaBP et de PrP22L montre que les zones dépourvues de cellules de 

Purkinje 1+..'&3+#)'#/("04(<"#)'&()!"ccumulation importante de PrP22L (Figures 49B-D, 49E-F). 

La perte en cellules de Purkinje &!"66."*'()"#&($'(1'.*'$'/()'&(&+0.,&(,#+10$2'&(3".(22L aux stades cliniques 

134-139 jpi (i.c.b. : Figures 49, 52 ; i.c. : Figures 50A-D) et 153 jpi (i.c. Figure 50E-H). La perte neuronale 

est totale dans les bandes à forte immunoréactivité PrP22L et partielle dans les régions à immunoréactivité PrP22L 

-+)2.2'( +j( $!+#( ),&/,#60'( )'&( /."*2'&( ,--0#+.2"1/,*'&( 3$0&( '&3"12'&( 70'( )"#&( $'&( <"#)'&( F( :+./'(

immunoréactivité. Les cellules de Purkinje ont quasiment toutes survécu dans les régions à faible 

immunoréactivité PrP22L (Figure 50). A ce stade )"#&( $'&(-]-'&( 1+#),/,+#&( )!,#:'1/,+#B( le degré de perte en 

cellules de Purkinje est /.;&(),::2.'#/()!0#("#,-"$(F( $!"0/.'(/2-+,6#ant )!0#'(6."#)'(*".,"<,$,/2( ,#/'.-individuelle 

des effets neurotoxiques de 22L dans le cervelet murin (Figure 51).  

Afin de caractériser les effets neurotoxiques de PrP22L sur la survie des 1'$$0$'&()'(=0.C,#D'B(D!",('&/,-2(avec 

V. Demais, le nombre de cellules de Purkinje immunofluorescentes pour CaBP dans des coupes transversales aux 

niveaux antérieur, médian et postérieur du cervelet de souris infectées par 22L aux stades cliniques de la 

tremblante i.cb. (105-124 jp, Figure 53A), i.c. (139-153 jpi, Figure 53B), et i.p. (189-223 jpi, Figure 53C). A 

ces stades, la perte des cellules de Purkinje est significative dans le cervelet des souris infectées par 22L i.cb. 

(44,3%, p = 0,001), ic. (56,4%, p = 0,01) et i.p. (46,1%, p = 0,002) par rapport au cervelet non-infecté (sham) 

(Figure 53D). Les hémisphères présentent une perte significativement plus importante (70%) que le vermis 

(37%, p = 0,013) dans le cervelet des souris inoculées par voie i.c., alors que la perte est plus importante dans le 

vermis (72%) que dans les hémisphères (26%, p = 0,001) chez les souris inoculées par voie i.p. (Figure 53E). 

Dans le cervelet inoculé par voie i.c., la perte des cellules de Purkinje est significative dans les lobules I 

(61% de perte, p = 0,002), IV-V (45%, p = 0,018) et VI (43%, p = 0,035) du vermis et dans les lobules simple 

(61%, p = 0,003), crus 2 (82%, p < 0,001), paramédian (87%, p < 0,001) et copula pyramidis (83%, p < 0,001) 

des hémisphères. En revanche, la perte de cellules de Purkinje #!'&/(3"&(&,6#,:,1"/,*'()"#&(les lobules II (36%, p 

= 0,159), III (52%, p = 0,07), IX (4%, p = 0,653) et X (0%, p = 0,243) du vermis, ni dans crus 1 (32%, p = 

0,187) des hémisphères (Figure 51F). Ces résultats indiquent que des populations de cellules de Purkinje situées 

dans des lobules spécifiques résistent à la neurotoxicité de 22L.  
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Figure 49. Cervelet infecté par 22L i.cb. au stade préclinique 107 jpi. A. Immunofluorescence de CaBP 

dans les cellules de Purkinje (CPs). Coupe transversale dans le cervelet médian (bregma -6,64 mm, Paxinos & 

Franklin, 2001). PM, lobule paramédian ; Cop, copula pyramidis. Les flèches montrent les zones de perte 

neuronale. B, C, D. Agrandissement de A. B. Immunoperoxydase de PrP22L. Deux bandes de dépôt de PrP22L (6, 

7) traversent crus 2-PM et correspondent à une perte marquée de CPs immunofluorescentes (C, D). D. Le 

marquage immunoperoxydase (B) est artificiellement visualisé en vert pour la superposition avec 

l'immunofluorescence rouge de CaBP. E, F. Agrandissements de A. Une fine bande de dépôt de PrP22L (flèche) 

correspond à une perte visible de CPs immunofluorescentes dans l'apex du crus 2a. Echelle = 50 µm. 
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Figure 50. Cervelet infecté par 22L i.c. aux stades cliniques 139 (A) et 153 jpi (E). A, E. Coupes transversales 

dans le cervelet postérieur (bregma -7,20 mm, Paxinos & Franklin, 2001). PM, lobule paramédian ; Cop, copula 

pyramidis. B, C, D. et F, G, H. Agrandissements respectifs de A et E. B, F. Immunoperoxydase de PrP22L. Les bandes 

de dépôt de PrP22L (6, 7) qui traversent crus 2-PM présentent les pertes neuronales les plus marquées révélées en 

immunofluorescence pour CaBP (C, G). Noter la perte neuronale plus importante dans le cervelet de l'animal au stade 

clinique le plus tardif (E-H). D, H. Superposition de B, C et G, H. Echelle = 50 µm.   
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Figure 51. Cervelet infecté par 22L i.c. au stade clinique 139 jpi. A, E. Coupes transversales dans le cervelet médian 

(bregma -6,72 mm, Paxinos & Franklin, 2001). B, C, D et F, G, H. Agrandissements respectifs de A et E. B, F. 
Immunoperoxydase de PrP22L. Les bandes de PrP22L (6, 7) qui traversent crus 2-PM ne sont plus visibles dans la même région, 

complètement envahie par la déposition amyloïde chez un autre animal au même stade clinique de la maladie (F). Les dépôts 

de PrP22L correspondent aux zones de perte de cellules de Purkinje immunofluorescentes (CaBP, C, D, G, H). La perte 

neuronale plus importante dans le cervelet E au même stade que A montre la variabilité inter-individuelle dans la progression 

des effets neurotoxiques des prions. Echelle = 50 µm.   
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Figure 52. Cervelet infecté par 22L i.cb. au stade clinique 134 jpi. A. Coupe transversale dans le cervelet médian (-6,64 

mm, Paxinos & Franklin, 2001). B-G. Agrandissements de A au niveau des lobules IV-V-VI (B-D) et Cop-PM (E-G). Les bandes 

de PrP22L (2, 3, pointillés) qui traversent les lobules IV-V-VI (B) et la bande de PrP22L (5, pointillés) qui traverse Cop-PM (E) 

correspondent à des pertes de cellules de Purkinje immunofluorescentes (CaBP, C-D, F-G). Echelle = 50 µm.  



Etude II  CONTRIBUTIONS EXPERIMENTALES 

132 
 

 

Figure 53. Survie des cellules de Purkinje (CPs) dans le cervelet infecté par 22L au stade clinique 105-223 jpi. A-
C. Immunofluorescence de CaBP dans les CPs du cervelet médian (bregma -6,64 à -6,72 mm, Paxinos & Franklin, 2001) de 

souris infectées par 22L i.cb. (A), i.c. (B) et i.p. (C) au stade clinique 134 (A), 139 (B) et 193 jpi (C). Echelle = 50 µm. D. 
Densités linéaires des CPs dans le cervelet infecté par 22L. E. Comparaison des densités linéaires des CPs dans le vermis et les 

hémisphères cérébelleux des souris infectées par 22L. F. Densité linéaire des CPs dans les lobules cérébelleux de souris 

infectées i.c. aux stades cliniques 127-153 jpi. D-F. * p < 0,05 ; ** p < 0,001. Les nombres d'animaux sont indiqués dans les 

barres. PM, lobule paramédian ; Cop, copula pyramidis ; Sim, lobule simple.   
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MK" <%" (7 5E!%,( " JJ<" &7'I'60 " !$%&'&(') " * )" cellules de Purkinje du cervelet de 

souris 

Dans le cervelet des souris infecté par 22L, le marqueur apoptotique caspase-3 active est détecté par 

double immunofluorescence avec CaBP dans le soma des cellules de Purkinje (Figure 54). 

 

 

Figure 54. Double marquage en immunofluorescence pour CaBP et caspase-3 active des cellules de Purkinje 
(CPs) dans le cortex cérébelleux de souris infectée par 22L i.cb. au stade clinique 134 jpi. A. Immunofluorescence 

de CaBP dans les CPs (flèches). CM, couche moléculaire ; CGI, couche granulaire interne. B. Immunofluorescence de caspase-3 

active dans les CPs (flèches). C. Superposition de A et B. Les flèches montrent les somas des CPs immunofluorescentes pour 

CaBP et caspase-3 active. Echelle = 50 µm. 

 

7. Les cellules de Purkinje EAAT4(+) sont plus sensibles à la neurotoxicité de 22L 

 !"#"$%&'(70"#/,/"/,*'()'&(&+0&-populations de cellules de Purkinje EAAT4(+) et EAAT4(-) a été effectuée 

aux niveaux antérieur, médian et postérieur du cervelet de souris EAAT4-eGFP infectées par 22L i.c. aux stades 

cliniques 139-145 jpi après marquage des cellules de Purkinje en immunohistoflorescence pour CaBP. Les cellules 

de Purkinje EAAT4(+) apparaissent ainsi doublement marquées alors que les cellules de Purkinje EAAT4(-) ne 

&+#/(*,&,<$'&(70'(3".($!,--0#+:$0+.'&1'#1'()'(A">=(GFigure 55A-F).  

Le cervelet des souris infectées présente une perte significative de cellules de Purkinje EAAT4(+) et 

EAAT4(-) aux niveaux antérieur (EAAT4(+) : 20,9 ± 4,1 CPs/mm , p = 0,036 ; EAAT4(-) : 12,0 ± 3,4 CPs/mm, p 

= 0,001), médian (EAAT4(+) : 13,3 ± 3,6 CPs/mm, p = 0,001 ; EAAT4(-) : 8,9 ± 4,0 CPs/mm, p = 0,009) et 

postérieur (EAAT(+) : 11,6 ± 1,8 CPs/mm ; EAAT4(-) : 2,3 ± 1,5 CPs/mm, p < 0,001, Figure 55G-I).  

La densité de cellules de Purkinje EAAT4(+) est significativement supérieure (52%) à la densité des 

cellules de Purkinje EAAT4(-) (25%, p = 0,008, Figure 55J), au niveau antérieur (EAAT4(+) : 65% et EAAT4(-) : 

39%, p = 0,01) et postérieur (EAAT4(+) : 42% et EAAT4(-) : 10%, p<0,001), mais les densités de cellules de 

Purkinje EAAT4(+) et EAAT4(-) ne diffèrent pas significativement au niveau médian (EAAT4(+) : 50% et EAAT4(-

) : 36%, p = 0,208 ; Figure 55G-I).  
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Figure 55. Analyse quantitative des cellules de Purkinje dans le cervelet de souris infectées par 22L i.c. au stade 
clinique 139 jpi. A-F. d--0#+:$0+.'&1'#1'()'(A">=('/( :$0+.'&1'#1'()!'bN=( GA=&(O??`VGiEE()"#&( $'( 1'.*'$'/()!0#'( &+0.,&(

non-infectée (A-CE( '/( )!0#'( &+0.,&( ,#:'1/2'( GD-F). C, F. Superpositions de A, B et D, E respectivement. Noter la perte 

importante des CPs EAAT4(-) dans les lobules crus 2 et paramédian du cervelet infecté où seules des CPs doublement 

marquées (jaunes) ont survécu. Echelle = 50 µm. G-I. Densité linéaire des CPs EAAT4(+) et EAAT4(-) aux niveaux antérieur 

(G), médian (H) et postérieur (I) du cervelet infecté par 22L i.c. * p < 0,05 ; ** p < 0,001. J. Densité linéaire des CPs 

EAAT4(+) et EAAT4(-) dans le cervelet infecté par 22L. 
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8. Les cellules granulaires sont sensibles à la neurotoxicité de la tremblante 22L 

 !analyse des effets neurotoxiques de PrP22L sur les cellules granulaires a été réalisée par la 

quantification de ces neurones avec V . Demais dans le cervelet des souris infectées aux stades cliniques de la 

tremblante 22L i.c. (139-145 jpi) et i.cb. (105-124 jpi). Les cellules granulaires sont visualisées par marquage 

immunohistochimique de NeuN. La couche granulaire interne du cervelet des souris infectées par 22L i.c. au 

stade clinique 139 jpi est atrophiée et présente un degré important de spongiose (Figure 56A, B). L!"#"$%&'(

quantitative montre une diminution significative de la densité des cellules granulaires dans le cervelet de souris 

infectées par 22L i.cb. (83,6% ± 13,1, p < 0,001) et i.c. (i.c. 81,5% ± 5,7, p = 0,042), comparé à celle des 

souris non infectées (Figure 56F). Aucune différence significat,*'( #!'&/( -'&0.2'( )"#& le cervelet des souris 

inoculées i.p. (92,4% ± 9,3, p = 0,393). 

La topographie en bandes des dépôts de PrP22L )"#&( $'( 1+./'4( 12.2<'$$'04( )'&( &+0.,&( ,#:'1/2'&( -!"(

conduit à rechercher une éventuelle variation de la densité des cellules granulaires en fonction de la topographie 

des bandes de PrP22L au stade clinique de la tremblante 22L i.c. (139-145 jpi) (Figure 56C-E). La densité des 

cellules granulaires au niveau des bandes de PrP22L (19 337 ± 1181 cellules granulaires/mm²) ne diffère pas 

significativement de la densité des cellules granulaires situées dans les régions adjacentes à faible 

immunoréactivité de PrP22L (19 403 ± 594 cellules granulaires/mm², p = 0,948), (Figure 56G).  

 

9. Les interneurones de la couche moléculaire du cortex cérébelleux résistent à la 

neurotoxicité de la tremblante 22L 

Les effets neurotoxiques de PrP22L sur les interneurones de la couche moléculaire ont été analysés 

quantitativement avec V . Demais, dans le cervelet des souris aux stades cliniques de la tremblante 22L i.cb. 

(105-124 jpi) et i.p. (189-223 jpi). La densité des interneurones visualisés par immunoperoxydase de NeuN dans 

la couche moléculaire du cervelet de souris infectées par 22L i.cb. (Figure 57B) et i.p. ne diffère pas 

significativement de la densité des interneurones de la couche moléculaire du cervelet des souris non-infectées 

(Figure 57A, non-infectés : 279,0 ± 93,7 interneurones/mm2 ; i.cb. : 300,5 ± 98,7 interneurones/mm2, p = 

0,818 ; i.p. : 368,5 ± 61,4 interneurones/mm2, p = 0,456, Figure 57C). 
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Figure 56. Analyse quantitative des cellules granulaires dans la couche granulaire interne (CGI) du cervelet 
infecté par 22L i.cb., i.c. et i.p. aux stades cliniques 105-223 jpi. A-C. Immunohistofluorescence de NeuN dans les 

 !"#$%&'()&*+)&'(&,#&*+-&'$&.!/0(%&.1/12(,,($%&'3$ (&)!$/4)& ! -infectée (sham, A5&(0&'3$ (&)!$/4)&4 6(.01(&7#/&889&4:.:&;B, C). 

<!0(/&,#&=!4 '/(&'( )401&'()&*+)&(0&,3#0/!7>4(&'(&,#&*+-&.>(?&,3# 4=#,&4 6(.01:&D, E. Une bande de dépôt de PrP22L (D) dans la 

couche moléculaire (CM) permet de délimiter la zone de comptage des CGs dans la CGI sous-jacente. E. Superposition de C et 
D. Echelle = 50 µm. F. Analyse quantitative de la densité des CGs (en nombre de CGs/mm²) dans le cervelet sham et infecté 

par 22L. * p < 0,05 ; ** p < 0,001. G. Analyse quantitative de la densité des CGs dans les bandes de PrP22L (PrP(+)) et dans 

des bandes voisines de faible immunoréactivité (PrP(-)). 
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Figure 57. Analyse quantitative des interneurones dans la couche moléculaire (CM) du cervelet infecté par 22L 
i.cb. et i.p. aux stades cliniques 105-223 jpi. A, B. Immunoperoxydase de NeuN dans la couche moléculaire du cervelet 

non-infecté (A) et infecté par 22L i.cb. au stade clinique 107 jpi (B). Seuls les noyaux des interneurones sont immunoréacttifs 

pour NeuN (flèches). Echelle = 50 µm. C. Densité des interneurones dans la CM du cervelet de souris infectées par 22L i.c. et 

i.p. aux stades cliniques 105-223 jpi. 
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10. Signature lésionnelle de la tremblante 22L dans le cervelet de souris 

La distribution et la densité de la spongiose induite par 22L a été évaluée dans des coupes transversales 

aux niveaux antérieur, médian et postérieur du cervelet infecté @& ,3#4'(& '( ,31.>(,,(& '( cinq scores définis par 

Fraser & Dickinson (1968) allant de 0 (aucune vacuole) à 5 (vacuolation dense et confluente). Les scores de 

spongiose sont estimés dans les couches moléculaire et granulaire interne, les noyaux profonds et la substance 

blanche (Figures 58A-D). La vacuolation augmente avec la progression de la maladie avec un score global de 1 

#$& )0#'(& 7/1.,4 4A$(& 4:.2:B& CBD& (0& 8& /()7(.04E(=( 0& #$%& )0#'()& .,4 4A$()& 4:.2:& (0& 4:.:& =#4)&  3#& 7#)& 1E!,$1&

significativement au stade clinique i.p. (Figure 58E). 

Dans le cortex cérébelleux infecté aux stades préclinique et cliniques étudiés, la densité des vacuoles est 

toujours plus importante dans la couche granulaire (préclinique i.cb. = 1, clinique i.cb. = 2,5, i.c. = 3, i.p. = 2) 

que dans la couche moléculaire (préclinique i.cb. = 1, clinique i.cb. = 1,5, i.c. = 2, i.p. = 1), la substance blanche 

(préclinique i.cb. = 0,5, clinique i.cb. = 1, i.c. = 1, i.p. = 1) et les noyaux profonds (préclinique i.cb. = 1, clinique 

i.cb. = 1, i.c. = 1,5, i.p. = 1), (Figure 58E). Cette différence est particulièrement importante au stade clinique 

dans le cervelet des souris infectées i.c. et i.p.  

La densité des vacuoles est plus importante dans le vermis (préclinique i.cb. = 1, clinique i.cb. = 1, i.c. = 

2, i.p. = 1,5) que dans les hémisphères (préclinique i.cb. = 1, clinique i.cb. = 1, i.c. = 2, i.p. = 1,5). Cette 

différence est principalement marquée au stade clinique dans la CGI des souris infectées i.p. (vermis = 2, 

hémisphères = 1,5) et i.c. (vermis = 3, hémisphères = 2,5), (Figure 58F).  

La mesure de la densité des vacuoles dans la CM et la CGI de bandes de PrP22L représentatives (Figure 

57A-B) révèle une augmentation significative de cette densité dans la couche moléculaire des bandes de PrP22L 

comparés aux bandes voisines à faible immunoréactivité PrP22L (p = 0,016 < 0,05 ; Figure 57C) au contraire de 

la couche granulaire interne où mon analyse ne montre aucune différence significative de densité des vacuoles 

entre les bandes à forte et faible immunoréactivité de PrP22L (p = 0,885) (Figure 59D). 

 

  



Etude II  CONTRIBUTIONS EXPERIMENTALES 

139 
 

 

Figure 58. A-D. Coloration au trichrome de Masson dans crus 2 et le lobule paramédian (PM) '$&.(/E(,(0&'3$ (&)!$/4)& ! -

infectée (A) et de souris infectées par 22L i.cb. (B, C) aux stades préclinique 107 jpi (B) et clinique 134 jpi (C) et par 22L i.c. 

au stade clinique 139 jpi (D). La spongiose du tissu nerveux augmente avec la progression de la maladie. Elle est la plus 

intense dans la couche granulaire (CGI). Echelle = 50 µm. E, F. Signatures lésionnelles (spongiose) de 22L i.cb., i.c. et i.p. dans 

le cortex (CGI et CM, couche moléculaire), la substance blanche (SB) et les noyaux profonds (NCP) du cervelet entier (E) et du 

vermis et des hémisphères (F). 
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Figure 59. A, B. Immunoperoxydase de PrP22L en =4./!).!74(&@&.! 0/#)0(&'34 0(/61/( .(&'4661/( 04(,,(&'# )& ,(&.(/E(,(0&'3$ (&

souris infectée i.cb. au stade clinique 134 jpi. De nombreuses vacuoles (*) sont visibles dans des bandes de PrP22L (pointillés). 

CM, couche moléculaire ; CGI, couche granulaire interne. Echelle = 50 µm. C, D. Densité des vacuoles dans les bandes 

PrP(+)/PrP(-) de la CM (C) et de la CGI (D) du cervelet de souris infectées par 22L. * p < 0,05. 
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Etude II 

Résumé et conclusions 

 

 

Dans le cervelet de souris, les prions 22L provoquent la spongiose et la mort apoptotique des 

cellules de Purkinje. Au contraire des interneurones, les cellules granulaires sont également 

sensibles à la neurotoxicité de 22L. 

 !"#$%&'(%)'"&* %&%)"+"-fonctionnelle du cervelet influence la pathogenèse des 

prions 22L.  

  Les dépôts de PrP22L )3#..$=$,( 0& '# )& ,(& .!/0(%& .1/12(,,($%& )$4E# 0& $ & 7#0/! & '(&

2# '()&7#/#)#F400#,()& /(7/!'$.042,(&'3$ & 4 '4E4'$&@& ,3#$0/(B& 4 '17( '# 0&'(& ,#&E!4(&'(&

 ($/!4 E#)4! & (0& .!//()7! '# 0& #$& 7#0/! & '3(%7/())4! & '4661/( 04(,,(& '(& ,#& ?12/4 (&

EAAT4 par les cellules de Purkinje.  

 

  La perte en cellules de Purkinje est la plus marquée dans les bandes de dépôt de 

PrP22L:&9()&.(,,$,()&'(&G$/H4 I(& 3(%7/4=# 0&7#)&,#&?12/4 (&JKKLM&)! 0&,()&7,$)&)( )42,()&

à la neurotoxicité de 22L.  

 

La pathogenèse des prions 22L est influencée par la voie de neuroinvasion. 

  La correspondance topographique des bandes de PrP22L (0& '3(%7/())4! & '3JKKLM& '$&

cervelet 22L i.c. est inverse de celle du cervelet 22 i.p., suggérant une influence de la 

voie de neuroinvasion. 

Des paramètres locaux (propriétés biochimiques, connexions, environnement) 

modulent la résistance/vulnérabilité des cellules de Purkinje aux prions. 
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ETUDE III 

 

Effets pro-inflammatoires des prions dans 
le cervelet de souris 

 

 

Contexte scientifique 

Dans les neurones, PrPC exerce une fonction cytoprotectrice naturelle vis-à-vis des cytokines pro-inflammatoires. 

Ce rôle dépend de la fonction de signalisation de PrPC. Dans les neurones infectés par les prions, PrPSc pourrait 

annuler la fonction protectrice de PrPC rendant les neurones infectés très vulnérables aux cytokines 

inflammatoires libérées par les cellules microgliales et les astrocytes. En combinant des approches in vitro et in 

vivoB& ,31A$47(&'(&N:&O.> (4'(/&(0&P:&Q(,,(/=# &#E(.& ,#A$(,,(& !$)&#E! )&.!,,#2!/1&#&=! 0/1&que PrPSc suractive 

une kinase, la protéine 3-phosphoinositide-dependent kinase 1 (PDK1), dans les neurones infectés par les prions. 

GRQC&( 0/#4 (&#,!/)&,(&'17,#.(=( 0&'3$ (&#$0/(&( ?"=(B&,3!-sécrétase TACE depuis la membrane plasmique vers 

des vésicules i 0/#.(,,$,#4/()B&.(&A$4&#&7!$/&(66(0&'3#  $,(/&,#&6! .04! & ($/!7/!0(.0/4.(&'(&LK*J&@&,#&)$/6#.(&'()&

 ($/! ():&934 0(/ #,4)#04! &'(&LK*J&4 '$40(&7#/&G/GSc découple TACE de deux substrats majeurs : (i) la protéine 

prion cellulaire non pathologique, PrPC, ce qui amplifie la réplication de la PrPSc dans les maladies à prions et (iii) 

les récepteurs au TNF-!";L<ST5B&A$4&)3#..$=$,( 0&@&,#&=(=2/# (&7,#)=4A$(&(0&augmentent la vulnérabilité des 

neurones malades à la toxicité du TNF-! dans les maladies à prions:&934nhibition pharmacologique de PDK1 est 

suffisante pour rediriger TACE à la surface des neurones malades, où elle récupère son activité protectrice en 

catalysant le clivage de PrPC et TNFR1, ce qui réduit la quantité des protéines amyloïdes toxiques et désensibilise 

les neurones des effets délétères du TNF-!:&934 >42404! &'(&GRQC&contrecarre les déficits moteurs induits par les 

prions et augmente la durée de vie des souris infectées (Pietri et al., 2013).  

 

,-./0)'1*2/*3!4)52/ 

En supprimant le contrôle effectué par PrPC sur le « shedding » ectomembranaire des récepteurs TNFR1, les 

prions provoquent leur augmentation à la membrane plasmique des neurones en culture primaire. Cette troisième 

étude en collaboration avec le groupe de B. Schneider et O. Kellermann E4)(& @& )#E!4/& )4& ,3#$F=( 0#04! & '(&

,3(%7/())4! &'(&L<STC&=! 0/1(&'# )&,()& ($/! ()&7/4=#4/()&4 6(.01)& in vitro ()0&/(7/!'$40(&.>(?&,3# 4=#, infecté 

en prenant avantage de la compartimentation anatomique des effets neuropathologiques des prions dans le 

.!/0(%&.1/12(,,($%&;J0$'(&--5:&J &'3#$0/()&0(/=()B&)4&,()&(66(0)&'()&7/4! )&)$4E( 0&,#&.!=7#/04=( 0#04! &'164 4(&7#/&

,3!/F# 4)#04! &# #0!=!-fonctionnelle du cervelet et en particulier par les sous-populations de cellules de Purkinje, 

en est-il de même des effets des prions sur le système TNFR1 ? Un corollaire à cette question vise à déterminer 

,34'( 0401&'$&!$&'()&0"7()&.(,,$,#4/()&A$4&(%7/4=( 0&L<STC&'# )&,(&.(/E(,(0&4 6(.01:  
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1. Astrogliose réactive et activation microgliale dans le cervelet de souris infecté par 

22L 

 

R# )& ,(& .!/0(%& .1/12(,,($%& 4 6(.01& 7#/& 889B& ,34==$ !6,$!/().( .(& '(& +SKG& /1EU,(& ,(& '1E(,!77(=( 0& '()&

cellules gliales astrocytaires dans les bandes PrP22L où les cellules de Purkinje ont majoritairement disparu et où 

les palissades verticales de la glie de Bergman intensément immunofluorescentes traversent la couche 

moléculaire (Figure 60). Dans les bandes à faible immunoréactivité de PrP22L, le développement et 

,3immunoréactivité pour GFAP des astrocytes restent similaires à ceux observés dans le cortex cérébelleux des 

souris non infectées. 

L()& .(,,$,()& =4./!F,4#,()& ! 0& 4 0( )1=( 0& 7/!,461/1& '# )& ,3( )(=2,(& '$& 04))$& .1/12(,,($%& infecté par 22L 

(Figure 61A-B). 93# #,")(&A$# 040#04E(&/1#,4)1(&#E(.&O:&R(=$0> montre que le nombre de cellules microgliales 

activées immunohistofluorescentes pour Iba-1 ne varie pas des bandes de PrP22L (514 ± 77 cellules microgliales) 

aux bandes adjacentes à faible immunoréactivité de PrP22L (432 ± 67 cellules microgliales, p = 0,159), (Figure 

61C-F) suggérant que les cellules microgliales  3ont pas =4F/1&7/161/( 04(,,(=( 0&'# )&,()&/1F4! )&'3#..$=$,#04! &

de PrP22L (i.e. dans les régions de mort neuronale). 
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Figure 60. Immunoperoxydase de PrP22L (A, C) et immunofluorescence de GFAP (B, D) dans le cervelet de souris infectée par 

889& 4:.2:& #$& )0#'(& .,4 4A$(& CVM& I74:& 93#)0/!F,4!)(& /1#.04E(&=#/A$(& ,()& 2# '()& G/G22L (pointillés). Cop, copula pyramidis ; PM, 

lobule paramédian. Echelle = 50 µm. 

 

Figure 61. Analyse quantitative des cellules microgliales dans le cortex cérébelleux de souris infectées par 22L 
i.c. au stade clinique 139 jpi. A-C. Immunofluorescence de Iba-C& '# )& ,(& .!/0(%& .1/12(,,($%& '3$ (& )!$/4)&  ! -infectée 

(sham, A5&(0&'3$ (&)!$/4)&4 6(.01(&7#/&889&4:.:&;B, C) montre la prolifération des cellules microgliales dans le cervelet infecté. 

CM, couche moléculaire ; CGI, couche granulaire interne. D, E. Une bande de PrP22L (pointillés) dans la CM délimite la zone de 

comptage des cellules microgliales en fonction du dépôt de PrP22L. E. Superposition de C et D. F. Densité des cellules 

microgliales dans les bandes de PrP22L (PrP(+)) et dans les bandes à faible immunoréactivité (PrP(-)). Echelle = 50 µm. 
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2.  !'++5&"#4%0)'6')4*2/*789:;*%5$+/&)/* 2%&(* 3/* 0"#)/<* 04#4-/33/5<* 2/(* ("5#'(*

infectées par 22L  

 

Dans le cervelet non-4 6(.01B&,34==$ !/1#.04E401&'(&L<STC&()0&6#42,(&(0&>!=!FU (&'# )&,#&.!$.>(&

moléculaire (Figures 62A, C & 65F) et dans les noyaux profonds (non montré). 

Au stade préclinique 107 jpi, l34==$ !/1#.04E401& '(& L<STC& #$F=( 0( dans certaines régions des 

hémisphères du cervelet infecté (crus 2, lobule paramédian, Figure 62B). Des travées non fluorescentes 

apparaissent dans la couche moléculaire de ces régions. Au stade clinique 134-235 jpi, des travées et des bandes 

'3immunoréactivité de TNFR1 sont visibles '# )&,3( )(=2,(&'$&.!/0(%&.1/12(,,($%&infecté (Figures 63A,D, 64A & 

65A, C). 

 

 

Figure 62. Immunofluorescence de TNFR1 dans le cortex cérébelleux des lobules crus 2 et paramédian et du 
3"-53/*=*6/#+%3*2!5&/*("5#'(*(>%+*?@A*BC*/)*2!5&/*("5#'(*'&1/0)4/*D%#*EE *'F0-F*%5*()%2/*D#403'&'G5/*;HI*.D'*?JA*KCF*

<!0(/&'# )&,(&.(/E(,(0&4 6(.01&,34==$ !/1#.04E401&'(&L<STC&7,$)&4 0( )(&'# )&,#&.!$.>(&=!,1.$,#4/(&;*W5&'(&./$)&8-PM que dans 

le lobule X (D5&'! 0& ,34==$ !/1#.04E401&'(&LNFR1 reste au niveau de celle observée dans le cervelet sham (C). CGI, couche 

granulaire interne. Echelle = 50 µm. 

 

93# #,")(&4==$ !>4)0!.>4=4A$(&)4=$,0# 1(&'(&G/G22L et de TNFR1 montre que les bandes et travées 

'34 0( )(&4==$ !/1#.04E401&'(&L<STC&correspondent aux bandes et travées de PrP22L (Figures 63 & 64). 
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3. Localisation cellulaire de TNFR1 dans le cervelet de souris infectées par 22L 

 

Le double marquage immunohistochimique de TNFR1 et de CaBP dans le cortex cérébelleux infecté par 

889&=! 0/(&$ (& 0!0#,(& )$7(/7!)404! &'()& 0/#E1()& (0&2# '()&'34==$ !/1#.04E401& 7!$/&L<STC&(0&'(s groupes de 

cellules de Purkinje survivantes immunofluorescentes pour CaBP (Figure 655:& *(7( '# 0B& ,3!bservation des 

préparations au microscope confoncal montre la proximité de TNFR1 et des épines et dendrites tertiaires des 

cellules de Purkinje sans toutefois mettre en évidence leur co-localisation, la fluorescence rouge de TNFR1 restant 

toujours distincte de la fluorescence verte de CaBP dans la couche moléculaire du cervelet de souris non-infectées 

(Figure 66) et infectées (Figure 67). 

Dans le cervelet des souris EAAT4-(+SG&4 6(.01()&7#/&889B&,34==$ !6,$!/().( .(&'(&L<STC&)(&)$7(/7!)(&@&

celle des arbres '( '/404A$()& '()& .(,,$,()& '(& G$/H4 I(& JKKLM;X5& =#/A$1)& 7#/& ,#& 6,$!/().( .(& '3(+SG& '# )& ,#&

couche moléculaire (Figure 685:& *(00(& !2)(/E#04! &  3(%.,$0& 7#)& ,#& 7!))424,401& A$(& ,3#$F=( 0#04! & '(& L<STC&

4 '$40(&7#/&,34 6(.04! &#40&#$))4&,4($&#$& 4E(#$&'(&.(,,$,() de Purkinje EAAT4(-)B&,()&7/17#/#04! )&A$(&I3#4&!2)(/E1()&

jusque là provenant de souris à un stade clinique avancé de la tremblante et ayant perdu la majorité des cellules 

de Purkinje EAAT4(-). 

Dans la couche moléculaire du cervelet de souris infectées pa/& 889B& ,34==$ !6,$!/().( .(& '(& E+9YLC&

révèle une distribution des terminaisons de fibres parallèles homogène et peu différente de celle observée chez 

,3# 4=#,& ! & 4 6(.01&;Figure 69B, E5:&93!2)(/E#04! &#$&=4./!).!7(&.! 6!.#,&@&>#$0(&/1)!,$04! &=! 0/(&A$(& ,es 

marquages vGLUT1 et TNFR1 ne sont pas co-localisés (Figure 69) excluant les terminaisons présynaptiques des 

642/()&7#/#,,U,()&.!==(&)40(&'3(%7/())4! &'(&L<STC: 

Le double marquage de TNFR1 et GFAP en immunofluorescence dans la couche moléculaire du cervelet 

'(&)!$/4)& 4 6(.01()&7#/&889&=! 0/(& ,34==$ !/1#.04E401&'(&+SKG&'# )& les prolongements verticaux de la glie de 

Bergmann dans les régions sans immunofluorescence de TNFR1 (Figure 68).  

La double immunofluorescence révèle la co-localisation de TNFR1 et du transporteur astrocytaire de 

glutamate EAAT1 dans la couche moléculaire du cervelet de souris infectées par 22L (Figures 69, 70 & 71). 
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Figure 63. Immunofluorescence de TNFR1 (A, D) et de PrP22L (B, E) dans le cortex cérébelleux de souris 

infectée par 22L i.cb. au stade clinique 134 jpi. A, D. Travées (flèches) et bandes (pointillés) d3(%7/ession de 

TNFR1 dans crus 2, le lobule paramédian (PM) et copula pyramidis (Cop). B. L'immunofluorescence de TNFR1 est 

la plus intense dans les bandes et travées (flèches) où PrP22L est absente. C, F. Superposition de A-B et D-E 
respectivement. Echelle = 50 µm.  
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Figure 64. Immunofluorescence de TNFR1 (A) et de PrP22L (B) dans le cortex cérébelleux de souris infectée par 
22L i.cb. au stade clinique 134 jpi. A, D. Des travées sans TNFR1 (flèches) correspondent aux travées de PrP22L (B). C. 
Superposition de A, B et D, E respectivement. Echelle = 50 µm.  
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Figure 65F* L++5&">'()"0>'+'/*D"5#*789:;*/)*B%JM*2%&(*0/#6/3/)*2!5&/*("5#'(* '&1/0)4/*D%#*EE * 'F0-F*au stade 
clinique 134 jpi (A-E) et non-infectée (F). A, B. Immunoperoxydase de TNFR1 (A) et immunofluorescence de CaBP (B) 

dans des coupes sériées de cervelet infecté. Les flèches montrent la correspondance topographique des travées de TNFR1 et 

des cellules de Purkinje (CPs) immunofluorescentes pour CaBP dans crus 2 ventral et le lobule paramédian (PM) dorsal. C, D. 
Immunofluorescence de TNFR1 (C) et CaBP (D5&'# )&,(&.!/0(%&.1/12(,,($%&'3$ (&)!$/4)&4 6(.01(&7#/&889&4:.:&#$&)0#'(&.,4 4A$(&
139 jpi (C-E) et sham (F). E. Superposition de C et D:& 934==$ !/1#.04E401& '(& L<STC& 6!/=(&'()& 0/#E1()& (0& '()& 2# '()& ;Z5&
correspondant à la présence des dendrites de cellules de Purkinje immunofluorescentes pour CaBP dans la couche moléculaire. 

Echelle = 50 µm.  
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Figure 66. Immunofluorescence de TNFR1 (A, D) et CaBP (B, E) en microscopie confocale dans le cortex 
cérébelleux d'une souris non-infectée. Les images C et F sont les superpositions respectivement de A, B et D, E. 

L'immunofluorescence de TNFR1 marque essentiellement la couche moléculaire (CM) à proximité des épines émanant des 

dendrites de CPs (vert). CGI, couche granulaire interne. Echelle = 25 µm (A-C) et 10 µm (D-F). 
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Figure 67. Immunofluorescence de TNFR1 (A, D) et CaBP (B, E) en microscopie confocale dans le cortex 
cérébelleux d'une souris infectée par 22L i.c. au stade clinique 139 jpi. Les images C et F résultent de la superposition 

de A, B et D, E respectivement. L'immunofluorescence de TNFR1 (rouge) marque essentiellement la couche moléculaire (CM) le 

long des dendrites des CPs (vert) à la limite d'une région d'où les CPs ont disparu ( ). L'immunofluorescence de TNFR1 est 

quasi absente de ces régions ainsi que des travées non-occupées par les CPs (*). CGi, couche granulaire interne. D-E. Fort 

grossissement d'un dendrite de CP dans la CM du cervelet infecté par 22L. L'immunofluorescence de TNFR1 jouxte les troncs 

dendritiques des CPs. Le taux de co-localisation des deux marqueurs avec les épines dendritiques (jaune) est faible. Echelle = 

25 µm (A-C) et 5 µm (D-F).  
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Figure 68. Immunofluorescence de TNFR1 (rouge, A, D) et EAAT4 (vert, B, E) dans le cortex cérébelleux de 
souris infectée par 22L i.c. au stade clinique 153 jpi. A-C. Une bande de travées immunofluorescentes pour TNFR1 

correspond aux dendrites de CPs EAAT4(+) (flèches). D-E. 9(&7#0/! &'34==$ !6,$!/().( .(&'(&L<STC&.!//()7! '&(%#.0(=( 0&
à celui de la fluorescence de CaBP dans les dendrites des CPs. *, travées sans CPs EAAT4(+) et sans immunoréactivité pour 

TNFR1. Echelle = 50 µm. 
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Figure 69. Immunofluorescence de TNFR1 (A, D) et VGLUT1 (B, E5&'# )&,(&.!/0(%&.1/12(,,($%&'3$ (&)!$/4)&4 6(.01(&7#/&889&
i.c. au stade clinique 139 jpi. C, F. Superposition respective de A,B et D, E:&934==$ !6,$!/().( .(&'(&L<STC&et de VGLUT1 ne 

sont pas superposées. Echelle = 25 µm (A-C) et 10 µm (D-E).  
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Figure 70. Immunofluorescence de GFAP (A, D) et TNFR1 (B, E) dans le cortex cérébelleux de souris infectées 
par 22L i.cb. aux stades préclinique 107 jpi (A-C) et clinique 134 jpi (D-F). Les images C et F sont des superpositions 

respectivement de A, B et D, E. A-C. Au stade préclinique, la couche moléculaire présente des travées (flèches) et des bandes 

(*) à faible immunoréactivité de TNFR1 (A) et occupées par les palissades verticales de la glie de Bergmann réactive marquée 

par GFAP (B). D-F. Au stade clinique, de larges zones dépourvues de TNFR1 (*) sont occupées par la glie de Bergman très 

immunoréactive pour GFAP. CM, couche moléculaire ; CGI, couche granulaire interne. Echelle = 50 µm.  
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Figure 71F*L++5&"135"#/(0/&0/*2/*789:;*?@A*KC*/)*N@@7;*?JA*NC*2%&(*3/*0"#)/<*04#4-/33/5<*2!5&/*("5#'(*(>%+*

(A-BC*/)*2!5&/*("5#'(*'&1/0)4/*D%#*EE *'F0F*%5*()%2/*03'&'G5/*;OP*.D'*?K-F). Les images C et F sont des superpositions 

respectivement de A, B et D, E:&934==$ !6,$!/().( .(&'(&L<STC&(0& ,34==$ !6,$!/().( .(&'3JKKLC&#77#/#4))( 0&.!,!.#,4)1()&
(jaune) dans la couche moléculaire (CM). CGI, couche granulaire interne. Echelle = 50 µm.  
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Figure 72. Immunofluorescence de TNFR1 (A, D) et EAAT1 (B, E) en microscopie confocale dans le cortex 
04#4-/33/5<* 2!5&/* ("5#'(* (>%+* ?@-BC* /)* 2!5&/* ("5#'(* '&1/0)4/*D%#*EE * 'F0F* %5* ()%2/* 03'&'G5/*;OP* .D'* ?K-F). Les 

images C et F sont des superpositions respectives de A, B et D, E. 934==$ !6,$!/().( .(& I#$ (& )4F #,(& ,#& .!,!.#,4)#04! &'(&
TNFR1 avec EAAT1 dans la couche moléculaire (CM). CGI, couche granulaire interne. Noter les travées de faible 

immunoréactivité pour TNFR1 et EAAT1 dans la CM infectée. (*) Echelle = 25 µm.  
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Figure 73. Immunofluorescence de TNFR1 (A) et EAAT1 (B) en microscopie confocale dans le cortex cérébelleux 
2!5&/*("5#'(* '&1/0)4/*D%#*EE * 'F0F*%5*()%2/*03'&'G5/*;OP* .D'F*BF*Superpostion de A et B:& 934==$ !6,$!/().( .(& I#$ (&
signale la colocalisation de TNFR1 avec EAAT1. Des travées qui ne sont pas immunoréactives pour TNFR1 et EAAT1 traversent 

la couche moléculaire (*). Echelle = 10 µm. 

 

93!2)(/E#04! &au microscope électronique par transmission de coupes de cervelet de souris infectées par 

22L montre que le marquage de TNFR1 en immunoperoxydase est essentiellement localisé au niveau des 

extrémités distales des prolongements astrocytaires qui enveloppent les synapses asymétriques des cellules de 

Purkinje. Les filaments gliaux qui 7/1)( 0( 0& ,34==$ !/1#.04E401& ,#&7,$)& 4 0( )(&( E(,!77( 0& le plus souvent les 

éléments post-synaptiques des synapses établies par les terminaisons de fibres parallèles sur les épines 

dendritiques des cellules de Purkinje (Figure 72).  
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Figure 74. Immunoperoxydase de TNFR1 en pré-enrobage dans le cortex cérébelleux de souris infectées par 22L 
i.c. au stade clinique 139 jpi. A. L/#E1(&'34==$ !/1#.04E401&'(&L<STC&;6,U.>()5&( 0/(&'($%&?! ()&4==$ ! 1F#04E()&;10!4,(s). 

Echelle = 2 µm. B. TNFR1 est détecté à la membrane des filaments gliaux (têtes de flèche) enveloppant les synapses établies 

par les terminaisons présynaptiques de fibres parallèles (*) sur les épines dendritiques postsynaptiques de cellule de Purkinje 

(d). C, D. Même légende que B:&<!0(/&,34 0( )401&'(&,34==$ !=#/A$#F(&TNFR1 au niveau des prolongements gliaux au contact 

des épines dendritiques de cellule de Purkinje. B-D. Echelle = 500 nm. 
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Etude III 

Résumé et conclusions 

 

Les prions 22L provoquent la prolifération des cellules microgliales dans ,3( )(=2,(& '$& 04))$&

.1/12(,,($%&(0&$ (&F,4!)(&#)0/!."0#4/(&'# )&,()&/1F4! )&'3#..$=$,#04! &'(&G/G22L et de perte des 

cellules de Purkinje.  

 

Le récepteur TNFR1 à la cytokine pro-inflammatoire TNF-! augmente à proximité des cellules de 

Purkinje survivantes en dehors des dépôts de PrP22L. 

 

TNFR1 est localisé à la membrane des prolongements astrocytaires périsynaptiques en particulier 

au contact des épines dendritiques post-synaptiques des cellules de Purkinje. 

 

 !%5$+/&)%)'"&* 2/* 789:;* 2%&(* 3/* 0/#6/3/)* '&1/0)é in vivo &!/()* D%(* 3"0%3'(4/* %5<*

membranes neuronales comme in vitro dans les cultures de neurones infectés. Des 

mécanismes différents pourraient sous-tendre cette augmentation in vivo et in vitro. 
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Ma thèse porte sur des questions majeures de neurobiologie ayant trait aux fonctions de la protéine prion 

dans la neuroprotection et le contrôle de la survie neuronale et qui dépassent le contexte des maladies à prions 

'(&7#/&,#&7,#.(&./404A$(&'(&.(00(&7/!014 (&'# )&,#&=#,#'4(&'3K,?>(4=(/&7#/&(%(=7,(&;Pietri et al. 2013 ; Kudo et al., 

2013 ; Forloni et al., 2013 ; Rial et al., 2012). La protéine prion cellulaire interagit en effet avec le peptide A[B&

)$FF1/# 0&,3(%4)0( .(&'3$ &=1.# 4)=(& ($/!0!%4A$(&.!==$ &@&ces deux maladies (Laurén et al., 2009 ; Benilova 

& De Stropper, 2010 ; Chen et al., 2013). Dans le cervelet, une structure cérébrale simple, bien connue et très 

)( )42,(&#$%&'1/UF,(=( 0)&'(&,#&7/!014 (&7/4! B&,()&'164.40)&'3!/4gine transgénique ou infectieuse de cette protéine 

.! )040$( 0&'()&=!'U,()& 4 01/())# 0)&'# )& ,()A$(,)&=()&10$'()&! 0&0( 01&'3#77/!6! '4/& !0/(&.!  #4))#nce des 

=1.# 4)=()& ($/!'1F1 1/#046)&A$3(,,(&.! 0/\,(&'# )&,(&)")0U=(& (/E($%&.( 0/#,:&K4 )4B& ,(&.! 0/\,(&'(&,3#7!70!)(&

(0&'(&,3#$0!7>#F4(&7#/&,#&7/!014 (&7/4! &#&101&10$'41&'# )&,()&.(,,$,()&'(&G$/H4 I(&'$&.(/E(,(0&'(&)!$/4)&mutantes 

déficientes en PrPC. Aussi, des paramètres endogènes et des mécanismes moléculaires de la neurotoxicité des 

prions infectieux (0&'(&,3#2!,404! &'()&6! .04! ) de la protéine prion cellulaire ont été analysés dans le cervelet de 

souris infectées expérimentalement. 

Dans les trois études expérimentales présentées, je me suis intéressée à la mort des neurones cérébelleux 

(0&( &7#/04.$,4(/&'()&.(,,$,()&'(&G$/H4 I(B&7/!E!A$1(&7#/&,#& ($/!0!%4.401&'(&,#&7/!014 (&R7,&( &,3#2)( .(&'(&G/GC 

dans le cervelet des souris Ngsk Prnp0/0 '3$ (&7#rt et par la protéine prion infectieuse PrP22L dans le cervelet de 

souris '3#$0/(&7#/0:&]3#4&7$&=(00/(&( &1E4'( .(& ,3#.04E#04! &7#/&R7,&'3$ ( voie autophagique indépendante de la 

voie apoptotique dépendante de BAX activée dans les cellules de Purkinje Ngsk Prnp0/0:&K$))4B&I3#4&.#/#.01/4)1&'()&

populations neuronales plus sensibles à la neurotoxicité de PrP22L (0&4=7,4A$1&,3!/F# 4)#04! &# #0!=o-fonctionnelle 

du cervelet comme un paramètre déterminant de la neurodégénérescence induite par les prions dans le cervelet. 

J 64 B& I3#4& /(.>(/.>1& des corrélats anatomopathologiques entre ,34 6,#==#04! & et la mort neuronale dans le 

cervelet 4 6(.01&7#/&,()&7/4! )&(0&I3#4&.#/#.01/4)1&,3(%7/())4! &du récepteur TNFR1 à la cytokine pro-inflammatoire 

TNF-! dans le cervelet au cours de la neurodégénérescence induite par les prions.  

 

Etude I. Apoptose et autophagie neuronales dans le cervelet des souris Prnp0/0 

déficientes en protéine prion 

 

J &,3#2)( .(&'(&G/GCB&,3(%7/())4! &(.0!74A$(&'(&R7,&7/!E!A$(&,#&=!/0&7/1=#0$/1(&'()&cellules de Purkinje 

dans le cervelet des souris Ngsk Prnp0/0 7#/&#7!70!)(&'17( '# 0(&'(&NK^&(0&7#/&$ (&#$0/(&E!4(&'! 0&,3(%4)0( .(&

est suggérée par un certain degré de perte des cellules de Purkinje chez les doubles mutants Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- 

et par la dérégulation du flux autophagique dans ces neurones (Heitz et al., 2006, 20075:& 93!2I(.046& '(& .(00(&

première étude est d(& '10(/=4 (/& ,#& 7,#.(& '(& ,3#$0!7>#F4(& '# )& ,(&=1.# 4)=(&  ($/!'1F1 1/#04f induit par la 

condition Ngsk. J & '3#$0/()& 0(/=()B& ,(& '1/UF,(=( 0& #$0!7>#F4A$(& !2)(/E1& '# )& ,()& cellules de Purkinje Ngsk 

Prnp0/0 conduit-4,&@&,#&=!/0& ($/! #,(&7#/&$ (&E!4(&4 '17( '# 0(&'(&,3#7!70!)(&'17( '# 0(&'(&NK^ ? 
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1. Autophagie dans les cellules de Purkinje du double mutant Ngsk Prnp0/0 : Bax-/-  

 

 ! !"#$%&'()%'(*+",-".$autophagie et son dérèglement semblent indépendants de BAX dans les 

cellules de Purkinje Ngsk Prnp0/0 

93!2)(/E#04!  des cellules de Purkinje du double mutant Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- en microscopie électronique 

7#/&0/# )=4))4! &/1EU,(&,3#..$=$,#04! &# !/=#,(&'3#$0!7>#F!)!=()&(0&#$0!,")!)!=()&.!==(&'# )&,()&cellules de 

Purkinje des mutants Ngsk Prnp0/0 (Heitz et al., 2009, 2010). Une autophagie anormale semble donc maintenue 

dans les cellules de Purkinje Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- ( &'1740&'(&,3#2)( .(&'(&NK^B&)$FF1/# 0&,34=7,4.#04! &'3$ (&E!4(&

4 '17( '# 0(&'(&NK^&'# )&,#&=!/0&'(&.()& ($/! ():&93#..$=$,#04! &'3#$0!,")!)!=()&'# )&,()&cellules de Purkinje 

Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- suggère aussi que ,(& 6,$%& #$0!7>#F4A$(& )3()0& ( /#"1& (0&  3#2!$040& 7,$)& @& ,31,4=4 #04! & '()&

autolysosomes, comme chez Ngsk Prnp0/0 (Heitz et al., 2010). 

93# #,")(& A$# 040#04E(& '()& cellules de Purkinje autophagiques chez les mutants Ngsk Prnp0/0 et Ngsk 

Prnp0/0 : Bax-/- montre une diminution de la proportion des cellules de Purkinje autophagiques dans le cervelet 

double mutant Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- par rapport à la proportion mesurée chez Ngsk Prnp0/0, suggérant que 

,3#$0!7>#F4(& 3()0&7#)&#.04E1(&'# )& ,()&cellules de Purkinje sauvées par la suppression de BAX. De ce fait, des 

.(,,$,()& '(& G$/H4 I(& #66(.01()& 7#/& $ & '")6! .04!  (=( 0& '(& ,3#$0!7>#F4(& (0& '()& .(,,$,()& '(& G$/H4 I(&  ! &

autophagiques pourraient co-exister dans le cervelet des mutants Ngsk Prnp0/0. Il est possible que certaines 

cellules de Purkinje /17! '( 0& @& R7,& 7#/& ,3#7!70!)(& NK^-'17( '# 0(& (0& '3#$0/()& 7#/& $ & '")6! .04!  (=( 0&

autophagique. Cette hypothèse est soutenue par la sensibilité plus grande à la condition Ngsk Prnp0/0 des cellules 

de Purkinje exprimant la zébrine II (Heitz et al., 2008). Cependant, les proportions de cellules de Purkinje 

autophagiques ne présentent pas de différence significative entre les niveaux antérieur et postérieur 

respectivement pauvre et riche en neurones exprimant la zébrine II (Apps & Hawkes, 2009). Par ailleurs, on ne 

7($0&(%.,$/(&A$3#,0(/ #04E(=( 0B& ,#&)$77/())4! &'(&NK^&#40&$ &(66(0& ($/!7/!0(.0($/&'# )&0!$0()& ,()&.(,,$,()&'(&

Purkinje. Cet effet retarderait les conséquences neurotoxiques de la condition Ngsk Prnp0/0 et se traduirait par 

$ (& '4=4 $04! & '(& ,34 0( )401& '(& ,#& /17! )(& #$0!7>#F4A$(& (0& 7#/& ,(& /#,( 04))(=( 0& '(& ,#& 7(/0(&  ($/! #,(& '# )&

cette population. 

Aussi, le cervelet des souris Ngsk Prnp0/0 contient plus de cellules de Purkinje autophagiques de type 2 

(autophagie modérée) et 3 (autophagie robuste) que le cervelet des souris Ngsk Prnp0/0 : Bax-/-, suggérant que 

les cellules autophagiques de type 2 sont probablement des cellules de Purkinje en passe de développer une forte 

autophagie (type 3). Le maintien d3$ (&7/!7!/04! &1A$4E#,( 0(&'(&.(,,$,()&'(&G$/H4 I(&#$0!7>#F4A$()&'3$ &_F(&@&

,3#$0/(&'# )& ,(&.(/E(,(0&'()&)!$/4)&<F)H&Prnp0/0 : Bax-/- 4 '4A$(&A$(& ,3#$0!7>#F4(&()0&#.04E1(&'# )& ,()&.(,,$,()&'(&

Purkinje Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- par un mécanisme indépendant du vieillissement. Cependant, la diminution 

#77#/( 0(& '(& ,#& 7/!7!/04! & '(& .()&  ($/! ()& #$0!7>#F4A$()& @& `BD&=!4)& 7!$//#40& /1)$,0(/& '(& ,3#$F=( 0#04! & '(&

certains facteurs neuroprotecteurs en réponse à la première vague de mort neuronale subie par les cellules de 

Purkinje Ngsk. 

 



  DISCUSSION 

163 
 

1.2. Dpl semble être /-01*+0%2.-",-".$%&'()%'(*+",-".$%3'*14%5(-",%+0".-0"cellules de Purkinje 

Ngsk Prnp0/0 

93#2)( .(& '( cellules de Purkinje autophagiques dans le cervelet des souris ZH-I Prnp0/0 suggère que 

,3#2)( .(&'(&G/GC  3()0&7#)&4=7,4A$1(&'# )&,3#.04E#04! &'(&,3#$0!7>#F4(&'# )&,()&.(,,$,()&'(&G$/H4 I(&<F)H&Prnp0/0, 

4=7,4A$# 0&A$(&R7,&( &()0&)($,(&/()7! )#2,(:&G#/&.! 0/(B&,3#2)( .(&'(&G/GC 7!$//#40&.! 0/42$(/&@&,3( /#"(=( 0&'(&

,3#$0!7>#F4(& #.04E1(& 7#/& R7,& '# )& ,()& .(,,$,()& <F)H& Prnp0/0. En effet, un dysfonctionnement autophagique en 

réponse au stress oxydatif a été récemment montré in vitro '# )&,()& ($/! ()&'(&,3>477!.#=7(&'164.4( 0)&( &G/GC 

(Oh et al., 2012) et illustré in situ dans les neurones du cortex et '(&,3>477!.#=7(&'()&)!$/4)&ab-I (Shin et al., 

2014). Les raisons de cette contradiction avec mes observations dans le cervelet de ce mutant pourraient tenir à 

,#&)71.464.401&'()&.(,,$,()&'(&G$/H4 I(&!$&24( &@&,#&7(040(&0#4,,(&'(&,31.># 0illon de cervelet de souris ZH--&A$(&I3#4&

analysé dans le cadre de mes travaux de Thèse. 

Au-delà de la nécessité de compléter ,310$'(&A$# 040#04E(&'(&,3#$0!7>#F4(&'# )&,()&cellules de Purkinje des 

mutants Prnp0/0 #64 & A$3(,,(& )#04)6#))(& #$%& ./40U/()& )0#04)04A$()B& 7,$)4($/)& perspectives sont ouvertes par mes 

résultats. Une première approche visant @&=(00/(&( &1E4'( .(&,3(%7/())4! &'e =#/A$($/)&'(&,3#$0!7>#F4(&(LC3-II, 

p62, Bécline-1, GABARAP-II, GATE16-II, Kabeya et al., 2000, 2005) dans les cellules de Purkinje des souris Ngsk 

Prnp0/0 et Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- permettrait de visualiser les cellules de Purkinje autophagiques à ,31.>(,,(&

histologique (immunohistochimie) afin de les quantifier 7,$)&#4)1=( 0&A$3( &=4./!).!74(&1,(.0/! 4A$(:&Le double 

marquage pour révéler simulta 1=( 0& ,3#$0!7>#F4(& (0& ,3#7!70!)(& ;#  (%4 (& cB& .#)7#)(-3 active), permettrait 

'31E#,$(/&,#&.! 0/42$04! &/()7(.04E(&'()&'($%&7/!.())$)&@&,#& ($/!0!%4.401&4 '$40(&7#/&,#&.! '404! &<F)H&'# )&,()&

cellules de Purkinje. 

Des travaux réalisés ces dernières années par mon équipe (0& '3#$0/()& F/!$7()& ont montré que 

,3#$0!7>#F4(& 10#40& 4 4041(& '# )& ,()& 0(/=4 #4)! )& #%! #,()& '()& .(,,$,()& '(& G$/H4 I(& '# )& 7,$)4($/)& =!'U,()& '(&

pathologies affectant ces neurones (Heitz et al., 20105:& 93# #,")(& A$# 040#04E(& '(& ,3#$0!7>#F4(& 'ans les 

0(/=4 #4)! )& #%! #,()& '()& .(,,$,()& '(& G$/H4 I(& @& ,31.>(,,(& histologique et/ou ultrastructurale dans les noyaux 

profonds du cervelet (Heitz et al., 2008) devrait confirmer au niveau terminal, la différence observée au niveau 

somatique entre Ngsk Prnp0/0 et Ngsk Prnp0/0 : Bax-/-. 

J 64 B& )4& ,3#$0!7>#F4(& '# )& ,()& .(,,$,()& '(& G$/H4 I(& Ngsk Prnp0/0 et Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- participe à la mort 

 ($/! #,(B& )! & 4 >42404! d2,!.#F(& '(E/#40& 7/!01F(/& .()&  ($/! ():& 93#'=4 4)0/#04! & .>/! 4A$(& '3$ & 0/#40(=( 0&

pharmacologique 4 >4240($/&'(&,3#$0!7>#F4(&;V-méthyladénine) devrait permettre de confirmer cette hypothèse. A 

,34 E(/)(B&! &)3#00( '&@&.(&A$(&,#&)04=$,#04! &'(&,3#$0!7>#F4(&7#/&,#&/#7#=".4 (&#FF/#E(&,#&=!/0& ($/! #,(&'# )&,(&

cervelet de ces mutants (Yue et al., 2014).  

9310$'(&'()&=1.# 4)=()&=!,1.$,#4/()&A$4&)!$)-0( '( 0& ,34 0(/E( 04! &'(&G/GC (0&R7,&'# )& ,3#$0!7>#F4(&(0&

,3#7!70!)(&'()&.(,,$,()&'(&G$/H4 I(& 3()0&@&7/4!/4& 7#)& /1#,4)#2,(& )# )&'4664.$,01)& in situ .>(?& ,3# 4=#,& (0& I3#4&7!$/&

cette raison mis en pl#.(&$ &)")0U=(&'(&.$,0$/()&!/F# !0"74A$()&'(&0/# .>()&'(&.(/E(,(0&#64 &'310$'4(/&7#/&$ (&

approche mécanistique, les voies de mort neuronale activées dans les cellules de Purkinje déficientes en protéine 

7/4! :&]3#4&( )$40(&1E#,$1&,#&6#4)#24,401&'3$ (&0(,,( approche dans le cervelet infecté par les prions.  
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2. Les cultures organotypiqu-0",-"&-/)-.-'6"3+"070'89-"1*3/".$:'3,-",-0"9:&%+(09-0"

+-3/*,:5:+:/%'(;0"(+,3('0"1%/".$%20-+&-",-"</<C et les prions 

 

=! !"#$%20-+&-",-"</<C empêche un développement normal des cellules de Purkinje Prnp0/0 en 

culture organotypique. 

La mesure du développement morphologique des cellules de Purkinje dans les cultures organotypiques 

révèle que les cellules de Purkinje mutantes déficientes en PrPC ZH-I et Ngsk ne se développent pas comme les 

cellules de Purkinje sauvages qui augmentent significativement leur taille et leur extension dendritique au cours 

'(& ,#&71/4!'(&'(&.$,0$/(:&K$))4B& ,3(%7/())4! &'3$ &)($,&#,,U,(&Prnp chez les souris Ngsk hétérozygotes ne rétablit 

pas le développement normal des cellules de Purkinje:&9#&/()0/4.04! &'(& ,3(%7/())4! &'(&R7,&#$%&)($ls neurones 

chez une souris ZHI-I Prnp0/0 (souris NSE-Dpl Prnp0/0) indique que la délétion de Prnp )71.464A$(&'(&<F)H& 3()0&

pas elle-même responsable du déficit de croissance neuronale. Ces constatations suggèrent que Dpl non plus 

 3()0& 7#)& 4=7,4A$1(& '# )& ,(& '164.40& '(& ./!4))# .(:& -,& ()0& 7,$)& 7/!2#2,(& A$(& ,3#2)( .(& '(& G/GC commune aux 

.! '404! )&(%7/4=# 0&(0& 3(%7/4=# 0&7#)&R7, cause ,3#//e0 du développement des cellules de Purkinje à 7 jours de 

culture. En effet, cette hypothèse est en accord avec le rôle de PrPC dans le développement neuronal, notamment 

par la liaison de PrPC à la NCAM ou la laminine (Santuccione et al., 2005 ; Chen et al., 2003). Le déficit de 

croissance des cellules de Purkinje Prnp0/0 très probablement annonce la mort neuronale proprement dite. 

 

=!=!"#$%20-+&-",-"</<C semble être responsable de la mort des cellules de Purkinje dans les 

cultures organotypiques de cervelet 

La neurotoxicité propre de Dpl provoque la mort des cellules de Purkinje Ngsk Prnp0/0 in vivo (Moore et al., 

2001 ; Li et al., 2000 ; Heitz et al. 2007, 2008 ; Lemaire-Vieille et al., 2013). Le comptage des cellules de Purkinje 

dans les tranches de cervelet de souris sauvages et mutantes Prnp0/0 en culture organotypique montre une perte 

significative des cellules de Purkinje dès 7 jours de culture dans le cervelet de toutes les souris déficientes en 

PrPC. La perte de cellules de Purkinje dans les cultures organotypiques de cervelet sauvage entre 3 et 21 jours est 

vraisemblablement attribuable aux conditions de culture. La perte des cellules de Purkinje Ngsk Prnp0/0  3()0&7#)&

significative après 3 et 5 jours de culture alors qu3elle est environ deux fois plus importante à 7 jours que la perte 

subie par la population des cellules de Purkinje sauvages de 3 à 7 jours:&*(.4&)$FFU/(&A$3#$&.!$/)&'3$ (&71/4!'(&

critique entre 5 et 7 jours de culture, $ &=1.# 4)=(& ($/!0!%4A$(&)71.464A$(&)3#I!$0(&#$%&(66(0)& ($/!0!%4Aues 

des conditions de culture dans les cellules de Purkinje Ngsk Prnp0/0. Un phénomène similaire a lieu dans les 

cultures de cervelet des souris NSE-Dpl Prnp0/0 qui expriment un transgène codant Dpl dans les neurones 

4 '4A$# 0& A$(& ,#& )($,(& (%7/())4! & ($/! #,(&'(&R7,&  (&=!'464(& 7#)& ,#& .4 104A$(&(0& ,3#=7,40$'(& '(& ,#& 7(/0(&'()&

cellules de Purkinje:&*(.4&7!$//#40& )$FF1/(/&A$(& ,3(%7/())4! & ($/! #,(&'(&R7,&()0& )$664)ante pour provoquer la 

mort des cellules de Purkinje Prnp0/0 ( & .$,0$/(& !/F# !0"74A$(:& P/& ,#& .4 104A$(& (0& ,3#=7,40$'(& '(& ,#& 7(/0(& '()&

cellules de Purkinje ZH-I Prnp0/0 A$4& 3(%7/4=( 0&7#)&R7,&)ont similaires au cours de toute la période de culture 

(21 jours) et en particulier au cours de la période critique entre 5 et 7 jours de culture, suggérant que la mort des 

cellules de Purkinje Ngsk, NSE-Dpl et ZH-I Prnp0/0 est plutôt causée par l3#2)( .(&'(&G/GC commune aux trois 

conditions. De façon tout à fait surprenante, les taux de CaBP mesurés en Western blot ne changent pas entre 3 

et 7 jour dans les cultures ZH-I voire même augmentent dans les cultures Ngsk ne reflétant pas la perte des 

cellules de Purkinje au cours de cette période critique. Une dérégulation des flux calciques déjà décrite dans les 
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neurones Prnp0/0 '(&,3>477!.#=7(&;Fuhrmann et al., 2006), les cellules granulaires Prnp0/0 (Lazzari et al., 2011) et 

les cellules de Purkinje Ngsk Prnp0/0 du cervelet (Lee et al., 2010) pourrait en être la cause. 

Des études antérieures ont montré que PrPC a des fonctions neuroprotectrices (Brown & Sassoon, 2002 ; 

Kim et al., 2004 ; Laroche-Pierre et al., 2009) et son abolition dans les cellules de Purkinje Ngsk et ZH-I Prnp0/0 

pourrait exacerber la sensibilité de ces neurones aux conditions de culture organotypique. PrPC peut agir comme 

$ (&)$7(/!%"'(&'4)=$0#)(&;OPR5&(0&=!'$,(/&,3#.04E401&'(&OPR&( &,4# 0&,()&4! )&*$2+ via son domaine de répétition 

d3octapeptides situé en N-terminal (Brown et al., 1997a, 1997b). PrPC lutte contre le stress oxydatif induit par 

H2O2 dans des cultures de neurones hippocampiques Prnp+/+ ou Prnp0/0, les neurones Prnp0/0 étant moins 

résistants au stress oxydatif induit par H2O2, confirmant les propriétés neuroprotectrices de PrPC (Oh et al., 2012). 

Or, la perte prématurée des cellules de Purkinje in vivo .>(?&,3# 4=#,&<gsk Prnp0/0 est causée directement par un 

=1.# 4)=(& ($/!0!%4A$(&'1.,( .>1&7#/&R7,&( & ,3#2)( .(&'(&G/GC (Sakaguchi et al., 1996 ; Moore et al., 2001 ; 

Heitz et al., 2008). La seule absence de PrPC ne suffit pas à causer la mort des cellules de Purkinje in vivo chez 

les mutants ZH-I Prnp0/0 (Moore et al., 20015:&R# )&,()&.$,0$/()&!/F# !0"74A$()&'(&.(/E(,(0B&,3#2)( .(&'(&G/GC et 

même la seule diminution de son expression .>(?&,3>101/!?"F!0(&Ngsk Prnp0/0 semble aggraver la sensibilité des 

cellules de Purkinje aux déficits liés aux conditions de culture (avant 7 jours de culture). Ainsi, bien que Dpl soit 

exprimée dans le cervelet Ngsk Prnp0/0 en culture organotypique comme le montre mon analyse en Western blot, 

les effets neurotoxiques de Dpl qui sont significatifs dès 6 mois in vivo dans les cellules de Purkinje Ngsk Prnp0/0 

(Heitz et al., 2008) pourraient ne pas encore être effectifs au cours de la trop courte période de culture. Dans le 

cervelet de souris Ngsk Prnp0/0 in vivo, les premières pertes de cellules de Purkinje ont été détectées à 3 mois au 

7,$)& 0\0& )$FF1/# 0& A$(& I$)A$3@& .(00(& 71/4!'(B& ,3(66(0&  ($/!0!%4A$(& '(& R7,& ( & ,3#2)( .(& '(& G/GC requiert une 

maturation des cellules de Purkinje et de leurs connections. On sait en effet que le développement postnatal du 

7/4 .47#,&.4/.$40&'$&.!/0(%&.1/12(,,($%& 3()0&.!=7,U0(=( 0&#.>(E1&A$3@&,3_F(&'(&fg&I!$/)&;Altman & Bayer, 1997). 

Dans les cultures organotypiques, les cellules de Purkinje ont au maximum 29 jours (8 au jour de mise en culture 

+ 21 jours in vitro5B& _F(& #$A$(,& ,#&  ($/!0!%4.401& '(& R7,&  3()0& 7#)& (66(.04E(& in vivo et pourrait ne pas être 

responsable de la mort des cellules de Purkinje. En faveur de la responsabilité du déficit de Prnp plutôt que de la 

neurotoxicité de Dpl, la perte des cellules de Purkinje est similaire dans les cultures de cervelet hétérozygote 

Ngsk Prnp+/0
 et Ngsk Prnp0/0 au cours de la période de culture. Ainsi, ,3#2)( .(&'3$ &)($,&#,,U,(&Prnp a un effet 

neurotoxique similaire à celui '(& ,3#2)( .(& '()& '($%& #,,U,()B& ,#& 7(/0(& '()& cellules de Purkinje Ngsk Prnp0/0 ne 

pouvant être compensé par un allèle Prnp $ 4A$(&.(&A$4& 3()0&7#)& ,(&.#)& in vivo où la neurotoxicité de Dpl en 

,3#2)( .(&'(&G/GC 7($0&#$&.! 0/#4/(&e0/(&# 0#F! 4)1(&7#/&,#&/()0#$/#04! &'3$ &)($,&#,,U,(&Prnp (Sakaguchi et al., 

1996).  

 

=!>!" #$%3'*14%5(-"-'" .$%1*1'*0-" 0*+'"%&'():-0",%+0" .-0" &3.'3/-0"*/5%+*'71(?3-0",-" &-/)-.-'s 

déficients en protéine prion 

9#&=!/0& ($/! #,(&4 '$40(&7#/&R7,&( &,3#2)( .(&'(&G/GC peut être partiellement supprimée par la délétion 

de Bax chez les souris Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- ou par la surexpression de Bcl-2 humain chez les souris Ngsk Prnp0/0-

Hu-Bcl-2, 4 '4A$# 0& A$3$ (& E!4(& #7!70!04A$( mitochondriale participe à la mort neuronale dans le cervelet des 

souris Ngsk Prnp0/0 (Heitz et al., 2007 et 20085:&93#$F=( 0#04! &'(s marqueurs d3#$0!7>#F4(&9*V-II et p62 et la 

présence de nombreux organites autophagiques dans les cellules de Purkinje Ngsk Prnp0/0 in vivo montre que 

,3#$0!7>#F4(&10#40&#.04E1(&7$4)&2,!A$1(&#$&)0#'(&'()&#$tolysosomes dans ces neurones (Heitz et al., 2009, 2010). 

En effet, LC3-II et p62 ainsi que LAMP-1 sont augmentés dans les cellules de Purkinje Ngsk Prnp0/0. Dans les 
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cultures organotypiques de cervelet Ngsk Prnp0/0, l3# #,")(&en Western blot montre une augmentation de LC3-II, 

p62 et bécline-1 entre 3 et 7 jours, indiquant que les cellules Ngsk Prnp0/0 pourraient être ,(&)4UF(&'3$ (& 6!/0(&

autophagie pendant la période critique de neurodégénérescence des cellules de Purkinje. 93(%#=( &des cultures 

organotypiques à 7 et 12 jours en microscopie électronique par transmission montre une autophagie intense dans 

ces neurones, même après la période critique de mort neuronale (entre 3 et 7 jours):& 93#$0!7>#F4(& 7!$//#40&

01=!4F (/& '3une réponse neuroprotectrice et/ou '(& ,3#.04E#04! & '3une voie de mort neuronale par la condition 

Ngsk Prnp0/0 in vitro.  

93#$F=( 0#04! & '()& =#/A$($/) LC3-II, p62 et bécline-1 dans les cultures de cervelet ZH-I Prnp0/0 

4 '4A$( 0&A$(&,3#2)( .(&'(&G/GC ()0&)$664)# 0(&7!$/&#.04E(/&,3#$0!7>#F4(&.>(?&.(&=$0# 0:&R()&KT<&4 0(/61/( 0)&A$4&

inhibent le transcrit Prnp 7/!E!A$( 0& ,3#.04E#04! &'( ,3#$0!7>#F4(&dans des cellules gliales en culture et la mort 

cellulaire '17( '# 0(& '(& ,3#$0!7>#F4(, indiquant que PrPC =!'$,(& ,3#$0!7>#F4(& (0& ,#& =!/0& .(,,$,#4/(& '# )& .(&

système (Barbieri et al., 2011). Le stress oxydatif induit par H2O2 dans des cultures neuronales hippocampiques 

7/!E!A$(& ,3#$F=( 0#04! &'(& ,3#$0!7>#F4(&A$4& ()0& 7,$)& 6!/0(&'# )& ,()& ($/! ()& Prnp0/0 que Prnp+/+ '$& 6#40& '3$ &

blocage du flux autophagique qui contribue à la mort neuronale (Oh et al., 20125:&R(&7,$)B&,3#$0!7>#F4(& 3()0&7#)&

perturbée dans les neurones Prnp+/+ et Prnp0/0 en absence de stress oxy'#046B&4 '4A$# 0&A$(&,3#2)( .(&'(&G/GC ne 

provoque le blocage du flux autophagique A$3en condition de stress. Une étude récente montre néanmoins que 

,3#2)( .(& '(& G/GC est s$664)# 0(& 7!$/& 4 '$4/(& ,(& 2,!.#F(& '(& ,3#$0!7>#F4(& #$& )0#'(& '(& ,#& 6$)4! & '()&

#$0!7>#F!)!=()& #E(.& ,()& ,")!)!=()& '# )& ,3>477!.#=7(& '()& )!$/4)& ab-I Prnp0/0 (Shin et al., 2014). Dans les 

cultures organotypiques de cervelet Prnp0/0, les conditions de culture com24 1()&@& ,3#2)( .(&'(&G/GC pourraient 

.! '$4/(&#$&2,!.#F(&'(&,3#$0!7>#F4(&(0&.! 0/42$(/&@&,#&=!/0&'()&cellules de Purkinje mutantes Prnp0/0. 

934==$ !.>4=4(& '10(.0(& $ (& A$# 0401& 4=7!/0# 0(& '(& =#/A$($/& ,")!)!=#, LAMP-1 dans les cultures 

organotypiques de cervelet de souris Ngsk Prnp0/0, mais pas ZH-I Prnp0/0 ni sauvage à 7 jours. LAMP-1 est 

impliqué dans la fusion des autophagosomes avec les lysosomes et son augmentation 7!$//#40&01=!4F (/&'3$ (&

autophagie plus intense dans les cultures Ngsk Prnp0/0 !$&24( &'3$ &2,!.#F(&'(&,3#$0!7>#F4(&#$&)0#'(&'(&,#&6$)4! &

'()&#$0!7>#F!)!=()&#E(.& ,()& ,")!)!=()B&.!==(&.3()0& ,(&.#)& in vivo dans les cellules de Purkinje Ngsk Prnp0/0 

(Heitz et al., 2009, 2010). 

93#.04E#04! &'$ marqueur apoptotique caspase-3 =()$/1(&7#/&h()0(/ &2,!0&/1EU,(&,3#.04E#04! &'( ,3#7!70!)(&'# )&

les cultures organotypiques de cervelet Ngsk Prnp0/0 et ZH-I Prnp0/0 après 3 jours de culture. La faible activation 

de caspase-3 dans les cultures de cervelet sauvage de 3 jours est vraisemblablement due aux conditions de 

.$,0$/(:& 93#.04E#04! & '(& .#)7#)(-3 est plus intense après 3 jours de culture chez Ngsk Prnp0/0 que chez ZH-I 

Prnp0/0 !i&(,,(& /()0(& #.04E(& @& D& I!$/)&'(& .$,0$/(B& /1E1,# 0& A$3$ (& .4 104A$(&#7!70!04A$(&'4661/( 0(&'4)04 F$(& ,()&

deux mutants mais aboutit à un bilan identique de mort des cellules de Purkinje à 7 jours. Ainsi, ,3#.04E#04! &'(&

,3#7!70!)(&semble plus aigüe chez Ngsk que chez ZH-I où ,#&=!/0& ($/! #,(&()0&7,$)&7/!F/())4E(&I$)A$3@&D&I!$/):&

Ces résultats suggèrent que la mort neuronale pourrait avoir des modalités différentes dans les cultures 

organotypiques Ngsk et ZH-I Prnp0/0.  

Mes observations suggèrent que les deux voies autophagique et apoptotique sont activées parallèlement 

ou consécutivement dans les cellules Ngsk et ZH-I Prnp0/0:&R# )&,310#0&#.0$(,&'(&mes travaux, les types cellulaires 

.! .(/ 1)& 7#/& ,3#7!70!)(&  3! 0& 7#)& 101& déterminés. 9()& .(,,$,()& F/# $,#4/()&  3! 0& 7#)& 101& A$# 04641()& '# )& ,()&

cultures organotypiques au cours de la période critique. Il est probable que les cellules de Purkinje soient 

concernées 7#/&,3#7!70!)(B&.!==(&,34 '4A$( 0&,()&7(/0()& ($/! #,()&4=7!/0# tes subies par cette population dans 

les cultures Ngsk Prnp0/0. 93#$F=( 0#04! &'$&=#/A$($/&'(&,#&F,4(&#)0/!."0#4/(&+SKG&( 0/(&V&(0&j&I!$/)&'(&.$,0$/(&

indique que les astrocytes prolifèrent dans les tranches de cervelet et ne sont donc vraisemblablement pas le 

)4UF(&'(&,3#7!70!)(&2/$0#,(&'10(.01(&7#/&,3#$F=( 0#04! &'(&.#)7#)(-3.  
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2.4. Réaction microgliale et astrocytaire dans les cultures organotypiques de cervelet 

934==$ !6,$!/().( .(&'3-2#-1 marqueur de la microglie active dans les cultures sauvages et Ngsk et ZH-I 

Prnp0/0 y révèle une activation microgliale similaire suggérant que les conditions de culture sont suffisantes à son 

4 '$.04! &A$4&  3()0& 7#)&=!'4641(&7#/& ,3#2)( .(& '(& G/GC dans les cultures Prnp0/0:& *(7( '# 0B& )4& ,3(%7/())4! &'$&

marqueur astrocytaire GFAP augmente dans les cultures de cervelet sauvage, Ngsk et ZH-I Prnp0/0, elle est plus 

intense dans les cultures de cervelets déficients en protéine prion sans doute en réaction à la perte neuronale 

plus importante, .!==(&.3()0&,(&.#)&in vivo dans le cervelet des souris Ngsk Prnp0/0 (Heitz et al., 2008) .  

 

 

2.5. Les cultures organotypiques de cervelet constituent un système ex vivo adéquat pour 

étudier les mécanismes neurodégénératifs induits par la tremblante adaptée à la souris 

Mes premières expériences visant à infecter des cultures organotypiques de cervelet par des souches de 

0/(=2,# 0(&7!$/&"&10$'4(/& ,()&=1.# 4)=()& ($/!'1F1 1/#046)&A$34,)& 4 '$4)( 0&'# )&$ &)")0U=(&7/!.>(&'$&E4E# 0&

=#4)& 7,$)& #70(& @& ,3(%71/4=( 0#04! , sont assez encourageantes. En effet, les histoblots montrent que, comme 

dans le cervelet in vivo, PrP22L et PrP139A se forment dans une mesure compatible avec la période « utile » des 

cultures organotypiques de cervelet. Aussi, 22L et 139A induisent une perte importante de cellules de Purkinje 

4 '4A$# 0&A$(&.()&7/4! )&)! 0&.#7#2,()&'3(%(/.(/&,($/)&(66(0)& ($/!0!%4A$()&'# )&.(&)")0U=(&ex vivo. En accord 

avec les données de la littérature qui montrent que les souris Prnp0/0 ne peuvent être infectées par les prions 

(Mallucci et al., 2003), les cultures mutantes ZH-I Prnp0/0  (&)! 0&7#)&.! .(/ 1()&7#/&,3#$F=( 0#04! &'(s dépôts 

de PrPSc.  

En résumé, mes résultats valident les cultures organotypiques pour ,310$'(& =1.# 4)04A$(& de la 

dégénérescence induite par les prions et la perte des fonctions de PrPC dans les modèles Prnp0/0. 93!2)(/E#04! &

des cellules de Purkinje en microscopie électronique par transmission dans les cultures organotypiques infectées y 

/1EU,(&$ (&#$0!7>#F4(& 4=7!/0# 0(&@& ,34 )0#/&'(& ,3#$0!7>#F4(&#.04E1(&'# )& ,()& cellules de Purkinje du cervelet de 

souris infectées par PrP22L et PrP139A in vivo. *()& !2)(/E#04! )& #=U ( 0& @& 7!$/)$4E/(& ,310$'(& '(& ,a place de 

,3autophagie dans la mort des cellules de Purkinje infectées et des modalités de la mort neuronale dans les autres 

populations neuronales présentes dans les cultures organotypiques de cervelet. D3#$0/()& )!$.>()& '(& 7/4! )&

pourront être utilisées dans de futures études qui pourront être poursuivies à des stades encore plus avancés (40 

jpi). 

En particulier, des organites aberrantes qui semblent avoir une origine ergastoplasmique et se sont formées dans 

,()&*G)&4 6(.01()&'(=# '( 0&@&e0/(&10$'41()&@&,3#4'(&'(&marqueurs du réticulum endoplasmique granuleux et ce, 

également '# )& '3#$0/()& 0"7()&  ($/! #$%& .!==(& ,()&  ($/! ()& '(& ,3>477!.#=7(& 7#/& (%(=7,(& ;Stoppini et al., 

1991). Lorsque les caractéristiques des cultures organotypiques de cervelet de souris seront bien déterminées sur 

le plan de la mort neuronale et de la spécific401&'()&/17! )()&.(,,$,#4/()&@&,34 6(.04! &7#/&,()&'4661/( 0()&)!$.>()&'(&

7/4! B& 4,& )3#F4/#& '3$04,4)(/& .(& )")0U=(& 7!$/& =(00/(& ( & k$E/(& '()& #77/!.>()& 7>#/=#.!,!F4A$()& (0& '(& 24!,!F4(&

moléculaire (transfection, siRNA) pour connaître les mécanismes neurolytiques activés par les prions dans les 

 ($/! ()&.1/12(,,($%&;#7!70!)(&(0&#$0!7>#F4(5:&9#&.!  #4))# .(&7/1.4)(&'()&.#).#'()&'34 0(/#.04! &=!,1.$,#4/()&

qui sous-0( '( 0& ,#& /17! )(&  ($/! #,(& #$%& 7/4! )& '# )& .(& )")0U=(& '34 6(.04! & ex vivo devrait permettre les 

études pharmacologiques nécessaires à la mise au point de traitements thérapeutiques contre la mort neuronale. 
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Etude II. Compartimentation anatomique de la pathogenèse des prions dans le 

cervelet de souris 

 

La spécificité des effets neurodégénératifs des prions dans le cerveau est déterminée par des paramètres 

liés à la « souche » de prion et à la voie par laquelle les prions accèdent au cerveau (qui sous-entend des étapes 

'(&/17,4.#04! &(0&'(&.! E(/)4! &'4661/( 0()&'3$ (&E!4(&@&,3#$0/(5&(0&'(s paramètres cellulaires endogènes très mal 

connus (Guentchev et al., 1997 ; Belichenko et al., 1999). ]3#4&.!==( .1&=! &'!.0!/#0 #$&=!=( 0&!i&,3! &E( #40&

de découvrir au laboratoire que la tremblante 22L provoquait la formation de dépôts de PrPSc dans le cortex 

cérébelleux de souris selon un patron de bandes rappelant celui de la compartimentation parasagittale du 

cervelet. Cette deuxième étude a visé à caractériser les effets neurodégénératifs de 22L dans le cervelet de souris 

et à analyser leur relation topographique avec le patron de déposition de PrP22L et de la compartimentation 

anatomo-6! .04!  (,,(&'$&.(/E(,(0&#64 &'3( &'10(/=4 (/&,#&)4F 464.#04! &7>")4!7#0>!,!F4A$(&(0&,34=7!/0# .(&'# )&,# 

pathogenèse des prions.  

 

1. PrP22L précipite suivant un patron de bandes parasagittales dans le cortex 

cérébelleux  

La neuroinvasion du cervelet par les prions 22L i.cb. débute au stade préclinique par un envahissement 

progressif des noyaux profonds et forme des dépôts diffus dans la couche granulaire interne souvent étendus par 

des travées verticales dans la couche moléculaire du cervelet. Il en est de même après inoculation 

extracérébelleuse i.c. et i.p. Plus tard dans les périodes précliniques et cliniques, les travées de PrP22L forment des 

bandes à forte immunoréactivité dans la couche moléculaire poursuivies par des dépôts plus polymorphes dans la 

couche granulaire sous-jacente. Cette correspondance des bandes de dépôts à travers les couches moléculaire et 

granulaire interne )$FFU/(& ,3(%4)0( .(& '3$ &7#/#=U0/(& .!==$n aux deux domaines du cortex cérébelleux. Des 

dépôts de PrPSc en travées verticales dans le cortex cérébelleux sont décrits dans certaines formes sporadiques 

(Armstrong & Cairns, 2003) et familiales de MCJ (polymorphisme au codon 129 ; Jarius et al., 2003 ; Xiao et al., 

2013a). Dans ces maladies, les dépôts de PrPSc )! 0& 7(/7( '4.$,#4/()& !$& 0/# )E(/)()& @& ,3!/4( 0#04! & '$& 6!,4$= 

dans la couche moléculaire du cervelet et semblent associés respectivement aux fibres grimpantes provenant de 

,3!,4E(& 4 61/4($/(&(0&#$%& 642/()&7#/#,,U,()&'()&.(,,$,()&F/# $,#4/()&;Jarius et al., 2003). Aussi, des travaux menés 

chez des modèles murins expérimentaux infectés par la souche de tremblante ME7 et 22L évoquent brièvement 

une déposition de PrPSc en travées et en bandes dans la couche moléculaire du cervelet (Cunningham et al., 

2005 ; Bruce et al., 1991). En revanche, la souche 6PB1 '3JON précipite sous forme de petites plaques dans la 

couche granulaire interne et la couche moléculaire et de fins dépôts polymorphes dans la couche granulaire 

interne du cortex cérébelleux. Cette forme de déposition de PrP6PB1 ressemble à celle décrite dans le cervelet de 

7#04( 0)& #00(4 0)& '(&W*]& '3!/4F4 (& )7!/#'4A$(& ;Ferrer et al., 2000). Ces résultats confirment que la souche de 

prion est un facteur important influençant la forme et la topographie des dépôts amyloïdes de PrPSc dans le tissu 

cérébral.  

Le « banding » de ,3#..$=$,#04!  de PrP22L dans le cortex cérébelleux suit un patron topographique 

reproductible '3$ &# 4=#,&@& ,3#$0/(& 4 '17( '#==( 0&'( la voie de la neuroinvasion. Aucune différence majeure 

'$& !=2/(&'(&2# '()& 4&'(&,($/&,!.#,4)#04! & 3()0&/elevée dans le cortex cérébelleux entre les souris infectées par 

22L i.cb, i.c. et i.p. Ceci suggère qu3$ & 7#/#=U0/(& ( & /(,#04! & #E(.& ,#& )0/$.0$/(& compartimentée du cortex 
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cérébelleux détermine la topographie de la précipitation de PrP22L. Un tel paramètre pourrait être en lien avec la 

compartimentation anatomo-fonctionnelle du cervelet qui consiste en une division parasagittale du cortex 

cérébelleux en compartiments composés de sous-groupes de cellules de Purkinje en relation synaptique avec des 

afférences et des cibles spécifiques. En effet, les marqueurs de cette compartimentation révèlent les sous-

groupes de cellules de Purkinje suivant un patron très semblable à celui de PrP22L (Hawkes et al., 2014). 

L3#..$=$,#04! &'(&G/GMCJ selon un patron topographique le long du folium du cervelet de patients atteints de MCJ 

'3!/4F4 (&6#=4,4#,(&(0&)7!/#'4A$( suggère que les connexions du cervelet participent au schéma topographique de 

la neuroinvasion de cette structure par les prions (Amstrong & Cairns, 2003 ; Jarius et al., 2003 ; King et al., 

2003 ; Xiao et al., 2013a). Cependant, la similitude du patron de PrP22L dans le cortex cérébelleux des souris 

inoculées i.p. à ceux des souris inoculées i.c. et i.cb. suggère que la topographie des connexions afférentes et 

(661/( 0()& '()& .(,,$,()& '(& G$/H4 I(&  34 6,$( .(& 7#)& .(,,(& '$& 7#0/! & '(& G/G22L de manière déterminante. La 

topographie des dépôts de PrP22L subit cependant de fortes variations interindividuelles, allant, dans certaines 

/1F4! )&'$&.!/0(%&.1/12(,,($%&'3$ (&Auasi-absence de PrP22L, @& ,3( E#>4))(=( 0&7#/&'()&'17\0)& 0/U)&'( )()&#$&

même stade de la maladie. Ces irrégularités du patron de PrP22L peuvent avoir plusieurs causes dont en premier 

lieu la variabilité interindividuelle de la neuroinvasion et de la sensibilité aux effets des prions '3$ (&7#/0B&et les 

E#/4#04! )& '()& .! '404! )& (%71/4=( 0#,()& .! .(/ # 0& ,()& '!)()& (0& ,()& )40()& '34 I(.04! & ( & 7#/04.$,4(/& 4:.:& (0& 4:.2: 

'3#$0/(&7#/0: Ainsi, on peut observer des bandes de PrP22L dans le cortex cérébelleux de certaines souris qui ne 

)! 0&7#)&( .!/(&6!/=1()&.>(?&$ &#$0/(&# 4=#,&#$&=e=(&)0#'(&0>1!/4A$(&'(&,#&=#,#'4(:&K&,34 E(/)(B&$ (&2# '(&'(&

PrP22L 6!/=1(&@&$ &)0#'(&7/1.!.(&'(&,#&=#,#'4(&7($0&)3e0/(&( )$40(&10( '$(&#$%&2# '()&E!4)4 () à un stade plus 

avancé de la ma,#'4(&(0&)3#..$=$,(/ dans le cortex du lobule entier, masquant ainsi le patron initial de déposition 

de PrP22L. Par ailleurs, les bandes PrP22L sont en général symétriquement 24,#01/#,()&'(&7#/0&(0&'3#$0/(&'(&,#&,4F (&

médiane mais dans certains cas, peuvent  3être A$3$ 4,#01/#,()&@&$ &)0#'(&'(&,#&=#,#'4(:&*(00(&dissymétrie peut 

)3(%7,4A$(/&7#/&,(&6#40&A$(&,()&4 I(.04! )&ont été réalisées unilatéralement i.c. dans le cortex cérébral et i.cb. dans 

le cervelet.  

 

2. La topographie des bandes de dépôts de PrP22L est semblable à celle de 

.$-@1/-00(*+",$ABBCD 

Les patrons topographiques des dépôts de PrP22L (0& '(& ,3(%7/())4! &'3(+SG&'# )& ,(& .!/0(%&.1/12(,,($%&

sont superposables dans le cervelet des souris EAAT4 eGFP inoculées i.c. et i.cb. Ceci suggère que la 

compartimentation anatomique du cervelet influence ,#&7/!'$.04! &(0d!$&,3#..$=$,#04!  de PrP22L dans le cortex 

cérébelleux et constitue un paramètre endogène local de la neuroinvasion par cette souche de prion. Les bandes 

de cellules de Purkinje orientées dans le plan parasagittal reçoivent des afférences spécifiques et émettent des 

projections efférentes spécifiques vers les noyaux profonds, constituant des modules cérébelleux, unités 

fonctionnelles du cervelet (Apps & Hawkes, 2009 ; Ruigrok, 2011). J &6! .04! &'(&,#&E!4(&'34 !.$,#04! B&les prions 

22L empruntent différentes routes de la périphérie vers le SNC puis gagnent le cortex cérébelleux par les fibres 

afférentes et efférentes du cervelet. 93#2)( .(&'(&'4661/( .()&=#I($/()&( 0/(&,()&7#0/! ) de déposition de PrP22L 

i.cb, i.c. et i.p. suggère que les prions rejoignent le cortex cérébelleux par les mêmes voies afférentes et/ou 

efférentes dans le cervelet provoquant in fine la dégénérescence de sous-groupes de cellules de Purkinje 

(bandes) spécifiques.  

Ainsi, la neuroinvasion du cortex cérébelleux et ses conséquences neuropathologiques semblent suivre un 

patron topographiquement identique à .(,$4&'(&,#&.!=7#/04=( 0#04! &'()&?12/4 ()&0(,,()&A$3JKKLM. Cependant, si 
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la topographie des bandes est identique, PrP22L précipite dans les bandes exprimant la zébrine EAAT4 dans le 

E(/=4)&(0&'# )&,()&2# '()& (&,3(%7/4=# 0&7#)&'# )&,()&>1=4)7>U/() chez les animaux inoculés i.c. Cette différence 

est inversée chez les animaux inoculés i.p. ce qui suggère une 4 6,$( .(&'(&,#&E!4(&'34 !.$,#04! &)$/&,()&E!4()&'(&

 ($/!4 E#)4! &(=7/$ 01()&7#/& ,()&7/4! )& I$)A$3#$&.!/0(%&.1/12(,,($%: 934 6,$( .(&'(& ,#&E!4(&'34 !.$,#04! &)$/& ,#&

)4F #0$/(& ,1)4!  (,,(& '3$ (& )!$.>(& '(& 7/4! )& '# )& ,(& .(/E(#$& #& 101& '1=! 0/1e par de nombreuses études 

(Lasmézas et al., 1996 ; Fraser, 1976).  

K$%&)0#'()&.,4 4A$()&#))(?&#E# .1)&'(&,#&=#,#'4(&A$(&I3#4&10$'41)B&.(/0#4 ()&/1F4! )& (&7/1)( 0( 0&0!$0(6!4)&7#)&

une correspondance aussi précise des deux patrons. La disparition de nombreuses cellules de Purkinje qui 

empêche la délimitation précise des bandes de zébrine aux stades cliniques est une explication plausible des 

défauts de corrélation topographique observés. Aussi, les bandes PrP22L formées à un stade précoce )31,#/F4))( 0&

et envahissent progressivement les compartiments voisins chevauchant de ce fait des bandes EAAT4(+) et 

EAAT4(-) à un stade plus avancé. R3#$0/(&7#/0B&'# )&,(&,!2$,(&^&A$4&()0&( 04U/(=( 0&.! )040$1&'(&*G)&JKKLM;X5B 

PrP22L forme une bande centrale et une bande latérale symétrique '(&7#/0& (0& '3#$0/(& '(& ,#& ,4F (&=1'4# (:&*(&

patron )(=2,(&.!//()7! '/(&#$&7#0/! &'3(%7/())4! &'(&,#&7/!01ine Hsp25 (heat shock protein 25 ; Armstrong et 

al., 2000b). Hsp25 est une molécule chaperone impliquée dans la neuroprotection en condition de stress et dans 

la tolérance au stress (Jakob et al., 1993). Elle est exprimée uniquement dans des bandes parasagittales des 

lobules VI, VII, IX et X du vermis dont la correspondance avec les bandes PrP22L demande à être confirmée. 

Cependant, ces bandes formées par PrP22L dans le lobule X ont perdu des cellules de Purkinje EAAT4(+). 

 

3. PrP22L et perte neuronale coïncident topographiquement 

Le double marquage des cellules de Purkinje et de PrP22L montre que PrP22L )3#..$=$,(&'# )&,()&()7#.()&

où les cellules de Purkinje sont absentes. Ceci suggère que les cellules de Purkinje ne présentent pas la même 

vulnérabilité à la neurotoxicité de PrP22L, certaines bandes étant atteintes 7,$)& 0\0& A$(& '3#$0/(). Aux stades 

préclinique et clinique, PrP22L )3()0&#..$=$,1( dans la couche moléculaire de régions !i&,3#/2!/4)#04! &'( '/404A$(&

des cellules de Purkinje a dégénéré (travées) ou de régions '3où les cellules de Purkinje ont disparu (travées et 

bandes), suggérant une corrélation entre PrP22L et la mort des cellules de Purkinje (Müller et al., 1993 ; Forloni et 

al., 1993 ; Williams et al., 1997 ; Novitskaya et al., 2006). Plus précisément, la formation de travées de PrP22L 

dans la couche moléculaire de régions où les dendrites ont dégénéré mais où le soma des cellules de Purkinje est 

encore visible suggère que la dégénérescence des cellules de Purkinje commence au niveau des dendrites. Cette 

constatation est en accord avec les observations '3#$0/()& #$0($/)& (Sisková et al., 2013) qui montrent que la 

dégénérescence des cellules de Purkinje commence au niveau post-synaptique des dendrites dans le cervelet de 

souris infectées par 22L. Cette corrélation topographique de PrP22L et '(& ,#&=!/0&  ($/! #,(& )310( '&#$))4& @& ,#&

spongiose dans la couche moléculaire où ,3augmentation du nombre de vacuoles est significative dans les bandes 

PrP22L aux stades cliniques. La corrélation topographique de la déposition de PrPMCJ et de la spongiose est 

observée dans la couche moléculaire du cervelet '(&7#04( 0)&#00(4 0)&'(&W*]&'3!/4F4 (&)7!/#'4A$(&;Armstrong & 

Cairns, 2003). Ceci confirme que spongiose et mort neuronale sont deux manifestations de la neurotoxicité de 

PrP22L (Bolton et al., 1991; Bruce et al., 1989 ; DeArmond & Prusiner, 1995).  
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4. Vulnérabilité différentielle des cellules de Purkinje dans le cervelet infecté par 

22L 

Les régions EAAT4(+) où PrP22L )3()0&#..$=$,1( présentent souvent une perte neuronale plus marquée 

que celle observée dans les régions EAAT4(+) sans PrP22L mais moindre de celle observée dans les régions 

EAAT4(-) où PrP22L )3()0&#..$=$,1(:&Ceci suggère )!40&,3atténuation de la neurotoxicité de PrP22L, soit une moindre 

vulnérabilité neuronale dans les compartiments EAAT4(+). *(00(& !2)(/E#04! & ()0& .! 64/=1(& 7#/& ,3# #,")(&

quantitative des cellules de Purkinje EAAT4(+) et EAAT4(-) dans le cervelet infecté par 22L i.c. et qui montre en 

effet une perte significativement plus importante des cellules de Purkinje EAAT4(-), indiquant que les propriétés 

biochimiques des cellules de Purkinje pourraient moduler leur sensibilité à la neurotoxicité de 22L ou que des taux 

moindres de PrP22L neurotoxique se sont produits dans les compartiments EAAT4(+). Dans le cervelet de souris 

inoculées par 22L i.c., les cellules de Purkinje des lobules IX, X et crus 1 résistent à la neurotoxicité de 22L à un 

stade avancé de la maladie où la déposition de PrP22L et la perte neuronale sont importantes. Ces lobules sont 

essentiellement constitués de cellules de Purkinje EAAT4(+), confirmant que les cellules de Purkinje EAAT4(+) 

sont plus résistantes.  

Chez les souris inoculées par voie i.c., PrP22L dépose dans les compartiments EAAT4(+) dans le vermis et, 

@& ,34 E(/)(B& G/G22L dépose dans les compartiments EAAT4(-) dans les hémisphères. La perte des cellules de 

Purkinje est plus forte dans les hémisphères que dans le vermis. De manière intéressante, le contraire est 

observé chez les animaux inoculés par voie i.p. En effet, les dépôts de PrP22L se font dans les compartiments 

EAAT4(-) dans le vermis et EAAT4(+) dans les hémisphères. Chez ces animaux, la perte en cellules de Purkinje 

est plus forte dans le vermis que dans les hémisphères. La voie de neuroinvasion de 22L dans le cervelet est donc 

un facteur important qui module la topographie des dépôts de PrP22L et la mort des cellules de Purkinje. 

Les compartiments ZII(-)/EAAT4(-) sont plus vulnérables da )& '(&  !=2/($%& .#)& '3#00(4 0(& '$& .(/E(,(0&

.!==(&7#/& (%(=7,(& ,34).>1=4(& ;Welsh et al. 20025& (0& ,34 6(.04! &par le virus Borna (Williams et al., 2007), la 

maladie de NiemannlPick de type C chez la souris (Sarna & Hawkes, 2003) et les mutations du canal calcique 

!1a chez les souris tottering et leaner (Fletcher et al., 1996). Un cas des plus intéressants est celui de la souris 

déficiente en PrPC, Ngsk Prnp0/0 où le paralogue Dpl de PrPC induit une perte prématurée plus prononcée des 

cellules de Purkinje EAAT4(-), )$FF1/# 0&A$(&,3#2)( .(&'(&G/GC aggrave la vulnérabilité de cette sous population 

de cellules de Purkinje aux conditions neurotoxiques telles que la surexpression ectopique de Dpl (Heitz et al., 

2007).  

La double immunofluorescence de caspase-3 et de CaBP dans les cellules de Purkinje montre que 

l3#7!70!)(&est activée par 22L dans ces neurones. Cette voie de mort neuronale est donc probablement impliquée 

dans la perte des cellules de Purkinje dans le cervelet des souris infectées. 93#7!70!)(&()0&1F#,(=( 0&'1./40(&'# )&

le cerveau de patients atteints de MCJ (Ferrer et al., 1999, 2002 ; Gray et al., 1999 ; Lucas et al., 1997) et 

'34 )!= 4(&6#0#,(&6#=4,4#,(&;Dorandeu et al., 1998) et chez des souris infectées expérimentalement par '3#$0/() 

souches de tremblante adaptées à la souris comme 301V, 87V, 22A, 79A et de MCJ Fujisaki (Lucassen et al., 

1995 ; Giese et al., 1995 ; Jesionek-Kupnicka et al., 2001). *(7( '# 0B&,3( /#"(=( 0&'$&6,$%&#$0!7>#F4A$(&#&101&

également impliqué dans la mort neuronale induite par les prions (Chu, 2006 ; Yao et al., 2013) comme mes 

7/(=4U/()&(%71/4( .()&'34 6(.04! &'(&.$,0$/()&!/F# !0"74A$()&'(&.(/E(,(0&,(&)$FFU/( 0 (0&)! &,4( &#E(.&,3#7!70!)(&

dans les neurones infectés est encore inconnu. 

Les cellules de Purkinje 10# 0& ,3$ 4A$(& )!/04(& '$& .!/0(%& .1/12(,,($%& E(/)& ,()&  !"#$%& 7/!6! ')B& leur 

destruction se manifeste par des déficits de coordination motrice au niveau déficits occulo-moteur, la dysarthrie 
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;0/!$2,(&'(&,3#/04.$,#04! B&'(&,#&7#/!,(5B&'() déficits du mouvement des jambes et des anormalités de la posture. 

La destruction de modules spécifiques du cervelet par PrP22L peut ainsi entraîner des symptômes moteurs 

caractéristiques. La toxine cholérique b conjuguée à la saporine injectée dans différentes régions du cervelet pour 

inactiE(/& ,()&  ($/! ()& '(& ,3!,4E( de modules spécifiques entraîne un déficit des réponses cutanées durant la 

marche (Pijpers et al., 2008):&K$))4B&,34 #.04E#04! &'(&=!'$,()&'(&,3!,4E(&.>(?&,(&.>#0&7#/&,34 I(.04! &'3$ &2,!A$#nt 

des récepteurs glutamatergiques (CNQX) produit une série de déficits moteurs qui dépendent des régions de 

,3!,4E(&concernées (Horn et al., 2010):& 93#00(4 0(&'(&=!'$,()&.1/12(,,($%& )71.464A$()&7#/& 889&7!$//#40& ( 0/#m (/&

des déficits moteurs spécifiques qui restent à caractériser au cours de la progression de la maladie. 

Dans le cervelet infecté par 22L i.cb. et i.c., la mort neuronale concerne également les cellules granulaires 

qui subissent une perte significative. Cependant, cette perte est diffuse dans ,3( )(=2,(&'$&.!/0(%&.1/12(,,($%&(0&

ne varie pas en fonction de la topographie de la déposition de PrP22L suggérant que des paramètres différents 

contribuent à la mort des cellules de Purkinje et des cellules granulaires. Le cervelet infecté par 22L i.cb. et i.p. 

 (& 7(/'& 7#)& '3interneurones dans la couche moléculaire du cervelet suggérant que ces neurones sont plus 

résistants que les cellules granulaires et les cellules de Purkinje à la neurotoxicité de 22L. 

Quelle est la raison de la plus grande vulnérabilité des cellules de Purkinje EAAT4(-) ou de la plus grande 

résistance des cellules de Purkinje EAAT4(+) à la toxicité de 22L ? 93# #,")(&'(&,#&9LR&#$& 4E(#$&'(&,#&)" #7)(&

fibre grimpante-cellules de Purkinje montre que la plasticité synaptique varie entre les bandes zébrine EAAT4(+) 

et EAAT4(-) (Wadiche & Jahr, 2005). Aussi, le niveau de glutamate libéré aux terminaisons des fibres grimpantes 

varie dans les bandes de cellules de Purkinje (Paukert et al., 2010) ( &.!//1,#04! &#E(.&,3(%7/())4! &'3JKKLM&et les 

signaux des fibres grimpantes provoquent des décharges synchrones des cellules de Purkinje '3une même bande 

(Sasaki et al., 1989 ; Lang et al., 1999 ; Blenkinsop & Lang, 2006 ; Wise et al., 2010). Ceci montre que la 

physiologie des cellules de Purkinje des bandes EAAT4(+) et EAAT4(-) présente des différences et suggère que 

les fibres grimpantes pourraient contribuer à la spécificité fonctionnelle des bandes. En ce sens, le facteur de 

vulnérabilité/résistance des cellules de Purkinje à la neurotoxicité de 22L pourrait être lié à des différences dans la 

transmission glutamatergique entre les différents compartiments. 

Les différences de courant induit par stimulation électrique dans la cellule de Purkinje ne seraient pas 

provoquées par une différence de la quantité de glutamate au niveau présynaptique, mais seraient permises par 

,3(%7/())4! &'3JKKLM&'# )&,()&cellules de Purkinje (Wadiche & Jahr, 2005). Le transporteur EAAT4 qui élimine le 

glutamate de la fente synaptique des synapses des fibres grimpantes et des fibres parallèles avec les cellules de 

Purkinje (Otis et al., 1997 ; Takayasu et al., 2005) est exprimé selon un patron similaire au patron de 

ZII/aldolase- C (Dehnes et al., 1998). Les cellules de Purkinje qui expriment EAAT4 recapturent plus facilement le 

F,$0#=#0(& (0& .(00(& 7/!7/4101& 4 0/4 )UA$(& 7!$//#40& ,($/& .! 61/(/& $ (& /1)4)0# .(& @& ,3excitotoxicité, transmise en 

particulier par les récepteurs glutamatergiques AMPA impliqués dans la transmission au niveau de ces synapses 

(Garthwaite & Garthwaite, 19915:&93(%7/())4! &'(&,3#,'!,#)(-C, une enzyme du métabolisme glycolytique, pourrait 

conférer $ (& 7,$)& F/# '(& /1)4)0# .(& @& ,3# !%4(& aux .(,,$,()& '(& G$/H4 I(& A$4& ,3(%7/4=( 0& ;a--;X55:& *(7( '# 0B&

,3(%7/())4! & '3#,'!,#)(-C par certaines cellules de Purkinje  3()0& F1 1/#,(=( 0& 7#)& .! )4'1/1(& .!==(& $ &

avantage décisif dans la mesure où toutes les cellules de Purkinje (%7/4=( 0& ,3aldolase-A, une autre isoforme 

6! .04!  (,,(&'(&,3( ?"=(&;Buono et al., 2001). 

Outre EAAT4 et aldolase-C, '3#$0/()&zébrines tels que D3-nucléotidase (Bailly et al., 1995) et le récepteur 

métabotropique du glutamate mGluR1b (Mateos et al., 2001) sont exprimés par les cellules de Purkinje suivant le 

même patron de bandes, suggérant que EAAT4, #,'!,#)(& *& (0& '3#$0/()& ?12/4nes pourraient contribuer à 
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,31A$47(=( 0&24!.>4=4A$(&nécessaire à la résistance/vulnérabilité des cellules de Purkinje à 22L (Nicoletti et al., 

1996 pour revue). G#/&#4,,($/)B&,34 0(/#.04! &'(&PrPC avec les récepteurs métabotropiques du glutamate (mGluR1A, 

mGluR1BR et mGluR5R) initie la voie de la protéine kinase C (Beraldo et al., 2011 ; Willard & Koochekpour, 2013) 

et celle de la laminine, provoquant ,#& ,421/#04! & '(& .#,.4$=& (0& ,3#.04E#04! & '(& ,#& E!4(& JTQCd8& A$4& 7(/=(0& ,#&

croissance neuritique (Beraldo et al., 2011). K& .(0& 1F#/'B& ,3(%7/())4! & '(& ,34)!6!/=(& F#==#&'(& ,#& GQ*& 7#/& ,()&

.(,,$,()&'(&G$/H4 I(&7/1)( 0(&,(&=e=(&7#0/! &A$3JKKLM;X5&'# )&,(&.!/0(%&.1/12(,,($%&'(&)!$/4)&;Bailly et al., non 

publié). 934 6(.04! &7#/&889&7!$//#40&4 0(/61/(/&#E(.&ces voies contrôlées par PrPC et conduire à la mort neuronale 

(Chiarini et al., 2002 ; Schneider et al., 2003). 

La protéine prion cellulaire PrPC est exprimée par les CPs de façon homogène dans le cortex cérébelleux, 

essentiellement aux membranes plasmiques des neurones (Haeberlé et al., 2000 ; Bailly et al., 2004). Malgré 

cette distribution homogène du substrat à partir duquel elle se forme, PrP22L )3#..$=$,(&'3$ e façon hétérogène 

définie par les compartiments anatomiques du cortex cérébelleux. Des différences de glycosylation de PrPC dans 

les CPs pourraient différer entre les bandes et aussi entre le vermis et les hémisphères. De telles différences ont 

été impliquées dans la sensibilité différentielle des neurones centraux aux effets neurotoxiques des prions (Xiao 

et al., 2013b). Les glycoformes de PrPc peuvent être impliquées dans différentes voies de signalisation 

importantes pour la survie neuronale (Rodolfo et al., 1999 ; Martin, 20025& (0& '()&'4661/( .()&'3(%7/())4! &'()&

glycoformes de PrPC entre les différentes sous-populations des cellules de Purkinje pourraient sous-tendre leurs 

différences de vulnérabilité aux effets de 22L.  

 

Etude III. Effets pro-inflammatoires des prions dans le cervelet de souris 

 

Dans les maladies à prions, ,34 6,#=mation participe à la dégénérescence et la mort neuronale. Le tissu 

cérébral infecté par les prions est le siège de réactions inflammatoires telles que la gliose réactive des astrocytes 

@&,#&=!/0& ($/! #,(&(0&,3#.04E#04! &'(&,#&=4./!F,4(:&9()&.(,,$,()&F,4#les sont des sources majeures de cytokines pro-

inflammatoires aux effets toxiques dont les premières cibles sont les neurones qui expriment leurs récepteurs 

dans le tissu nerveux. Une hypothèse soutenue par les résultats de nos collaborateurs dans des cultures primaires 

de neurones infectés par des prions est que, la transformation de PrPc en PrPSc supprime une fonction essentielle 

de PrPc A$4& ()0& '(& /1F$,(/& ,3#.04E401& '(& ,#& .>#4 (& ( ?"=#04A$(& ( & .>#/F(& '$& 0#$%&=(=2/# #4/(& '(& /1.(70($/s 

TNFR1 à la cytokine pro-inflammatoire TNF-! (Pietri et al., 2013). Ceci conduit à augmenter la sensibilité 

neuronale à TNF-!. Avec la neurotoxicité intrinsèque de PrPSc et indirecte de la perte des fonctions 

neuroprotectrices de PrPC, ce mécanisme physiopathologique pourrait contribuer à la mort neuronale dans les 

maladies à prions. Cette troisième étude #&($&7!$/&!2I(.046&'3# #,")(/&,3(%7/())4! &et la localisation de TNFR1 in 

situ dans le cervelet de souris en réponse aux effets de l34 6(.04!  par les prions 22L. 

 

1. Réponses gliales du cervelet aux prions 22L  

93#.04E#04! &'()&.(,,$,()&=4./!F,4#,()&(0&,3#)0/!cytose sont parmi les premiers changements détectés dans le 

cerveau @&,#&)$40(&'(&,34 6(.04! &par les prions .>(?&,3>!==(&(0&dans les modèles murins expérimentaux. 

 La réaction gliale 7/1.U'(&!$&)$40&,3#77#/404! &'()&7/(=4(/)&'17\0)&'(&G/GSc (Prusiner, 1994 ; Giese et al., 

1995 ; Sasaki et al., 1993). Les cellules gliales activées chroniquement prolifèrent autour des dépôts de PrPSc et 
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participent à sa neurotoxicité dans le cerveau infecté (Campbell et al., 1994 ; DeArmond et al., 1992 ; Giese et 

al., 1998). Mes observations dans le cervelet murin infecté par 22L sont en accord avec ces observations et 

montrent l3#)0/!F,4!)(&/1#.tive 7#/&,3#$F=( 0#04! &'(&,34 0( )401 de ,34==$ !/1#.04E401&'( GFAP (0&,3(%0( )4! &'()&

palissades de glie de Bergman dans les bandes de PrP22L où la perte des cellules de Purkinje est la plus forte, 

suggérant que cette réaction est la conséquence de la mort neuronale:&K$))4B&,3#.04E#04! &=4./!F,4#,(&()0&6!/0(&et 

diffuse dans le cervelet infecté et de nombreuses cellules microgliales ramifiées exprimant Iba-1 sont présentes 

dans l3( )(=2,(&'$&.!/0(%&.érébelleux infecté par 22L mais leur densité ne varie pas en fonction du patron des 

dépôts de PrP22L. Cette distribution homogène de la microglie dans le tissu cérébelleux suggère une distribution 

similaire des signaux activateurs. Cependant, la concentration des cellules microgliales au niveau des plaques de 

dépôts de PrPSc observée dans le cerveau infecté par certains prions (MCJ, Wojtera et al., 2012) est en apparente 

contra'4.04! &#E(.& ,3#.04E#04! &'466$)(&'()&.(,,$,()&=4./!F,4#,()&'# )& ,(&.(/E(,(0& 4 6(cté par 22L. Une analyse de 

,3#.04E#04! &=4./!F,4#,(&( &6! .04! &'(& ,#&0!7!F/#7>4(&'(& ,#&'17!)404! &'(&G/G22L serait néanmoins intéressante à 

mener à un stade plus précoce de la maladie où la microglie activée pourrait migrer dans les premiers sites de 

déposition de PrP22L. 

 

2. TNFR1 augmente dans le cervelet infecté par 22L 

93#.04E#04! & F,4#,(& ()0& #..!=7#F 1(& 7#/& ,#& ,421/#04! & '(& ."0!H4 ()& 7/!-inflammatoires incluant TNF-! 

(Campbell et al., 1994 ; Kim et al., 1999 ; Tribouillard-Tanvier et al., 2009). 93#$F=( 0#04! &'(&,34==$ !/1#.04E401&

de TNFR1 est observée dès la période préclinique à proximité des dendrites des cellules de Purkinje dans la 

couche moléculaire du cortex cérébelleux infecté par 22L. Cette localisation suggère que TNFR1 est exprimé par 

,()& .(,,$,()& '(& G$/H4 I(:& 93#$F=( 0#04! & '(& ,34==$ !/1#.04E401& '(& L<STC& #& #$))4& 101& !2)(/E1(& '# )& ,(& .!/0(%&

.1/12(,,($%&'(&)!$/4)& 4 6(.01()&7#/& ,3( .17>#,!7#0>4(&)7! F46!/=(&2!E4 (&`GNC&(0&'# )& ,()& !"#$%&7/!6! ')&'$&

cervelet des souris infectées par 22L et 6PB1 (Pietri et al., 2013) )$FF1/# 0&A$(&.3()0&$ (&.!=7!)# 0(&F1 1/#,(&

de ,#&/17! )(&'$&04))$& (/E($%&@&,34 6(.04! &7#/&,()&7/4! )&(Li et al., 2004 ; He et al., 2007). 

R# )& ,#& =#,#'4(& '3K,?>(4=(/B& ,(& 7(704'(& K[& ()0& .#7#2,(& '34 '$4/(& ,3#7!70!)(& '17( '# 0( du récepteur 

L<STC&7#/&,3#.04E#04! &'(&,#&E!4(&<S-nN&;Li et al., 2004 ; He et al., 2007). Dans des modèles expérimentaux de la 

=#,#'4(&'3K,?>(4=(/B&,#&.! .( 0/#04! &'(&,#&."0!H4 (&7/!-inflammatoire TNF-o&()0&#$F=( 01(&'# )&,(&.(/E(#$&'()&

souris (Patel et al., 20055:& 9#& )$/(%7/())4! & '(& L<STC& ( 0/#m (& ,#& =!/0& 4 '$40(& 7#/& K[& '()&  ($/! ()&

hippocampiques en culture (Li et al., 20045:& K& ,34 E(/)(B& ,#& '1,104! & '$& FU (& .!'# 0& L<STC& '# )& $ & =!'U,(&

(%71/4=( 0#,&'(&=#,#'4(&'3K,?>(4=(/B& 4 >42(& ,#&F1 1/#04! &'3K[&(0&'iminue la formation des plaques amyloïdes 

'# )& ,(&.(/E(#$B& ,3#.04E#04! &=4./!F,4#,(&(0& ,3(%7/())4! &(0& ,3#.04E401&'(& ,3( ?"=(&NK*JC&A$4&.,4E(&KGG&(0&/1'$40& ,#&

7(/0(& ($/! #,(:&*(.4& ( 0/#m (& ,#& '4=4 $04! &'()& '164.40)& '(&=1=!4/(& (0& '3#77/( 04))#F(&'()& )!$/4s (He et al., 

2007). De plus, la déficience de TNFR1 et de TNFR2 /( '&,()& ($/! ()&7,$)&)( )42,()&@&,3(%.40!0!%4.401&;Bruce et 

al., 19965B&)$FF1/# 0&,3(%4)0( .(&'3$ (&2#,# .(&( 0/(&,3(%7/())4! &'(&L<STC&(0&L<ST8&'# )&,()& ($/! (): 

 

93étude menée par nos collaborateurs dans les neurones in vitro infectés par les prions suggère que la 

,(E1(&'(& ,34 >42404! &'(& ,3( ?"=(&GRQC&normalement effectuée par PrPc est responsable du défaut '3#.04E401&'(&

TACE (Pietri et al., 2013). PDK1 provoque en effet ,34 0(/ #,4)#04! &'(&LK*J A$4& (&I!$(&7,$)&)! &/\,(&'31,4=4 #04! &

de PrPc et de TNFR1 de la surface membranaire ce qui amplifie la production de PrPSc et 6#E!/4)(&,3#..$=$,#04! &

ecto-membranaire de TNFR1, sensibilisant les neurones aux effets du TNF-!#"93#ugmentation de 
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,34==$ !/1#.04E401&'(&L<STC&'# )&,()&0/#E1()&(0&2# '()&6!/=1()&7#/&,()&.(,,$,()&'(&G$/H4 I(&)$/E4E# 0() dans le 

cortex cérébelleux infecté par 22L semble confirmer les résultats obtenus dans les neurones primaires infectés 

par la même souche. ]3#4& alors tenté '34'( 0464(/& ,es types cellulaires exprimant TNFR1 in situ dans le cortex 

cérébelleux infecté en utilisant des marqueurs immunocytochimiques des différents composants cellulaires du 

cortex cérébelleux. 

 

3. TNFR1 est essentiellement localisé aux régions périsynaptiques des filaments 

astrocytaires dans la couche moléculaire du cervelet de souris infectée par 22L 

En accord avec la survie importante des cellules granulaires dans la couche granulaire interne du cortex 

cérébelleux infecté, le marquage des terminaisons présynaptiques de fibres parallèles par vGLUT1 indique peu de 

7(/0(& '(& .()& 0(/=4 #4)! )& '# )& ,#& .!$.>(& =!,1.$,#4/(& .! 64/=# 0& ,()& !2)(/E#04! )& /1.( 0()& '3#$0/()& #$0($/)&

(Siskova et al., 20135:&93#2)( .( de co-localisation de TNFR1 et de vGLUT1 en immunofluorescence indique que 

TNFR1 est absent des terminaisons des fibres parallèles. La co-localisation de TNFR1 et de CaBP est moins claire, 

malgré leurs localisations supposées distinctes : ecto-membranaire de TNFR1 et cytosolique de CaBP. Néanmoins, 

,34==$ !/1#.04E401& '(& L<STC& semble augmentée à proximité de cellules de Purkinje survivantes suggérant 

,34=7!/0# .(&'(&.()& ($/! ()&'# )&,#&/17! )(&7/!-inflammatoire du cortex cérébelleux à 22L.  

Dans la couche moléculaire du cervelet infecté par 22L, ,3immunofluorescence de TNFR1 et de GFAP 

4 '4A$(& A$(&L<STC& 3()0& 7#)& #$F=( 01 au niveau des prolongements de la glie astrocytaire réactive dans les 

régions dont les cellules de Purkinje ont dégénéré indiquant que les astrocytes réactifs ne surexpriment pas 

TNFR1. La localisation de TNFR1 distincte des palissades de glie astrocytaire de Bergman est également 

confirmée en microscopie confocale dans les compartiments où les cellules de Purkinje ont survécu. Cependant, 

TNFR1 est localisé aux niveaux les plus distaux des prolongements de la glie de Bergman par le double 

immunomarquage de TNFR1 et '3JKKLC& '# )& .es zones de survie neuronale. Ce résultat est confirmé par 

,34==$ !-peroxydase de TNFR1 en microscopie électronique par transmission qui localise le récepteur 

7/()A$3(%.,$)4E(=( 0& au niveau des filaments gliaux périsynaptiques dans la couche moléculaire du cortex 

cérébelleux infecté par 22L.  

Ce résultat est en contradiction avec ,3#$F=( 0#04! &'(&L<STC&@&,#&)$/6#.(&'()& ($/! () infectés in vitro 

(Pietri et al., 2013) A$4& ()0& 7,$0\0& ( & 6#E($/& '3$ & /\,(&  ($/!0!%4A$(& '(& L<STC& '# )& ,()& =#,#'4()& @& 7/4! )B&

,3#$F=( 0#04! &'es récepteurs TNFR1 membranaires sensibilisant les neurones aux effets neurotoxiques de TNF-! 

(Pietri et al., 2013). Au contraire, dans le cervelet infecté par 22L in situ, la localisation de TNFR1 sur la glie de 

N(/F=#  &A$4&  3()0& 7#)& affectée par la toxicité de PrP22L (Siskova et al., 2013) est plutôt ( & 6#E($/& '3$  rôle 

neuroprotecteur indirect de TNFR1, ,3#$F=( 0#04! &'$&/1.(70($/& 310# 0&(66(.04E(&A$3@&7/!%4=401&'()&.(,,$,()&'(&

G$/H4 I(& (0& .(B& I$)A$3#$&  4E(#$& )$2.(,,$,#4/( suggérant que la glie de Bergmann au contact des CPs les plus 

résistantes à la neurotoxicité de PrP22L pourrait contribuer à leur survie. Les fonctions neuroprotectrices des 

cellules de Bergmann sont déjà connues dans le contexte de la neurotransmission (Buffo & Rossi, 2013). Ainsi, 

les astrocytes enveloppent les boutons synaptiques de la couche moléculaire et expriment un taux important de 

transporteur au glutamate qui limite sa diffusion hors de la fente synaptique protégeant les neurones de son 

excitotoxicité. Une donnée intéressante au regard de mes résultats est que les interactions de la glie de Bergman 

avec les cellules de Purkinje ont lieu de manière compartimentée au niveau d3( )(=2,()& '164 4)& 'e synapses 

(Grosche et al., 1999, 2002).  
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J & 6#E($/&'3$ &(66(0& ($/!0!%4A$(&'(& ,3#$F=( 0#04! &'(&L<STC&'# )& ,()& 64,#=( 0)&F,4#$%B& ,3#.04E#04! &'$&

récepteur TNFR1 par les cytokines pro-inflammatoires telles que TNF-! ()0& 4=7,4A$1(& '# )& ,3apoptose des 

neurones en culture provoquée par le peptide prion-like PrP(106-126) (Chiarini et al., 2006). La sécrétion de 

.!=7!)1)&/1#.046)&@&,3!%"FU (&.!==(&,(&=! !%"'(&'3#?!0(&<P&(0&)! &'1/4E1&7(/!%" 40/40(&NO3
- par les astrocytes 

( &/17! )(&@& ,3#.04E#04! &'(&L<STC&(0&'()&H4 #)()&WKGQB& 4=7,4A$e une interaction létale entre PrP(106-126) et 

,3$ 401&#)0/!."0(-neurone (Chiarini et al., 2006). La formation de NOS induite par TNF-! fait aussi intervenir les 

kinases MAPK (p38) et participe à la mort neuronale (Brown et al., 1999 ; Fabrizi et al., 2001). Il est donc 

7!))42,(& A$(& ,3(%7/())4! & 4=7!/0# 0(& '(& L<STC& '# )& ,()& #)0/!."0() )(& 0/#'$4)(& 7#/& ,3#F/())4! & '()& .(,,$,()& '(&

G$/H4 I(&#))!.41()&(0&A$3$ &,4( &24'4/(.04!  (,&( 0/(& ($/! ()&(0&#)0/!."0()&)!40& 1.())#4/(&@&,a mort neuronale. La 

dégénérescence synaptique survenant dans le cervelet infecté par la souche de prion RML chez des souris 

transgénique TG3 qui expriment PrPC uniquement dans les astrocytes ()0&( &6#E($/&'3$ &0(,&).1 #/4!&(Jeffrey et 

al., 2004). 

 

 

Figure 75. Pathogenèse des prions 22L dans le cervelet de souris. PrP22L )3#..$=$,(&'# )&'()&2# '()&EAAT4(-) des 

hémisphères et dans les bandes EAAT4(+) du vermis. La perte des cellules de Purkinje (gris) survient dans les deux 

compartiments EAAT4(+) et EAAT4(-) et est plus sévère dans les compartiments EAAT4(-). Ceci suggère que la 

compartimentation anatomo-fonctionnelle du cervelet est un paramètre endogène de la pathogenèse de la 

tremblante 22L. 
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DISCUSSION GENERALE ET 

PERSPECTIVES 

 

 

Les résultats obtenus dans le cadre de ma thèse suggèrent que PrPC intervient dans la régulation de voies 

apoptotiques et autophagiques dans les neurones. Les cultures organotypiques apparaissent comme un système 

ex vivo favorable à la manipulation des voies apoptotiques et autophagiques dans les neurones pour permettre 

de mieux .!=7/( '/(& ,()&=1.# 4)=()&E40#$%&.!=7/!=4)&7#/& ,3#2)( .(&'(&G/GC dans les modèles de déficience 

F1 104A$(& !$& '3!/4F4 (& 4 6(.04($)(& '# )& ,()& =#,#'4(s à prion. L(& /\,(& '(& ,3autophagie dans la survie/mort 

neuronale pourra être analysé dans ces modèles en utilisant des inhibiteurs (3-méthyladénine) ou des activateurs 

(rapamycine) spécifiques. O4& ,3#$0!7>#F4(& .! 0/42$(& @& ,#& =!/0&  ($/! #,(B& ,#& 7(/0(& neuronale devrait être 

augmentée par sa stimulation et diminuée par son inhibition:&K&,34 E(/)(B&)4&,3#$0!phagie constitue un mécanisme 

neuroprotecteur, sa stimulation devrait stimuler la survie des cellules de Purkinje et son inhibition en augmenter 

la perte. O04=$,(/& ,3#$0!7>#F4(&( &.#)&'3( /#"(=( 0&'$&7/!.())$)&7!$//#40&#$))4&#FF/#E(/& ,#&7(/0(& ($/! #,(&)4&

,3( /#"(=( 0&#2!$040&@&,#&=!/0& ($/! #,(&#,!/)&A$(&,34 >42(/&7!$//#40&#001 $(/&,()&.! )1A$( .()&'(&,3( /#"(=( 0&

du flux autophagique. Enfin, le cas du double mutant Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- ()0& '3$ & F/# '& 4 01/e0& '# )& ,#&

compréhension des mécanismes moléculaires qui sous-tendent la survie neuronale (0&7!$//#40&6#4/(&,3!2I(0&'3$ (&

étude mécanistique en culture organotypique #64 & '3#E# .(/& '# )& ,#& .!=7/1>( )4! & '()& 4 0(/#.04! )& ( 0/( 

#7!70!)(&(0&#$0!7>#F4(&(0&'()&.#$)()&'3( /#"(=( 0&'$&6,$%&#$0!7>#F4A$(&'# )&,() neurones (Heitz et al., 2009). 

La compréhension du mécanisme de blocage du flux autophagique a pris récemment une grande importance 

'# )&,310$'(&'(& ($/!7#0>!,!F4()&>$=#4 ()&0(,,()&A$(&,#&=#,#'4(&'e b$ 04 F0! B&,#&=#,#'4(&'3K,?>(4=(/&!$&( .!/(&

dans les glioblastomes !i& ,3#$0!7>#F4(&)(=2,(& 4=7,4A$1(&'# )& ,#&)$/E4(&(0d!$& ,#&7(/0(&cellulaire (Bjorkoy et al., 

2005 ; Wu et al., 2006 ; Liberski et al., 2008). Le défaut de fusion des autophagosomes avec les lysosomes est 

en effet une cause apparente de leur accumulation dans les neurones dans la =#,#'4(&'3K,?>(4=(/&(Cataldo et al., 

1996 ; Nixon et al., 2005a) et les autophagosomes ont été identifiés .!==(&'()&/1)(/E!4/)&'(&7(704'()&K[&'# )&

les neurites dystrophiques (Yu et al., 2005). Enfin, dans un modèle murin de la =#,#'4(& '3K,?>(4=(/ sur-

exprimant APP, le blocage du flux autoph#F4A$(&(=7e.>(&,#&'1F/#'#04! &'3K[&(0&'(&0#$&;Yang et al., 2008, 2011). 

93#..$=$,#04!  de PrPSc et la cytopathologie des prions dans le tissu nerveux central sont influencées par 

des facteurs locaux très peu connus. Mes résultats montrent aussi que la compartimentation anatomo-

fonctionnelle du cortex cérébelleux définie par les modules composés de sous-populations de cellules de Purkinje 

et de ,($/)& 7/!I(.04! )& #661/( 0()& (0& (661/( 0()B& .! )040$(& $ & 7#/#=U0/(& ( '!FU (& 4=7!/0# 0& '(& ,34=7#.0&

neurodégénératif des prions dans le cervelet. Cependant, les mécanismes moléculaires qui sous-tendent l3(66(0&'(&

ce paramètre sur la physiopathologie des prions 22L restent encore inconnus =#4)&)! 0&'3$ (&F/# '(&4=7!/0# .( 

dans ,31,#2!/#04! &'(&0>1/#74()&(664.#.()&dans les maladies à prion. 

*>(?& ,3>!==(B& 'es caractéristiques moléculaires de PrPSc dépendantes de la souche de prion et des 

mutations de Prnp influencent la distribution de PrPSc dans le SNC (Kitamoto et al., 1992 ; Schulz-Shaeffer et al., 

1996 ; Parchi et al., 1999). En effet, la MCJ familiale causée par plus de 30 mutations différentes de Prnp touche 

sévèrement le cortex cérébral (Gambetti et al., 2003), tandis que le syndrome de GSS affecte préférentiellement 
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le cervelet (Ghetti et al., 1994 ; Piccardo et al., 1998) et que ,34 )!= 4(& 6#0#,(& 6#=4,4#,(& .42,(& ,(& 0>#,#=$)&

(Gambetti et al., 2003). A un stade avancée de la maladie, la sélectivité topogr#7>4A$(&'(&,3#00(4 0(&'4=4 $(&(0B&

bien que la neurotoxicité de PrPSc touche initialement une région cérébrale spécifique, PrPSc envahit ensuite de 

nouvelles régions cérébrales (Wemheurer et al., 20115&@&,34 )0#/&'(&,3#..$=$04!  '3K$ dans le cerveau atteint par 

,#&=#,#'4(&'3K,?>(4=(/&(Braak & Braak, 1991). Ainsi, certains types de neurones sont spécifiquement affectés par 

la toxicité des prions. La neurotransmission glutamatergique, GABAergique, sérotonergique et dopaminergique 

est altérée dans les maladies à prions traduisant la vulnérabilité particulière de types neuronaux tels que certains 

neurones GABAergiques (Guentchev et al., 1997, 1998 ; Belichenko et al., 1999), les neurones sérotonergiques 

centraux (Vidal et al., 2009) et les neurones dopaminergiques (Yun et al., 19985:&R# )&=! &10$'(B& I3#4&=4)&( &

évidence que des sous-populations de cellules de Purkinje formant des compartiments définis dans le cortex 

cérébelleux sont plus vulnérables aux effets des prions 22L. Les cellules de Purkinje ont perdu la majorité de leurs 

connexions dans les cultures organotypiques de cervelet '! 0& I3#4& =! 0/1& ,34 01/e0& ( & 0# 0& A$(& )")0U=(&

(%71/4=( 0#,& 7!$/& ,310$'(& '()& (66(0)&  ($/!'1F1 1/#046)& '()& 7/4! ):& *(& )")0U=(& 7(/=(00/#& '3# #,")(r les 

mécanismes sous-jacents à la vulnérabilité différentielle des cellules de Purkinje EAAT4(+) et EAAT4(-) afin de 

départager qui des connexions des cellules de Purkinje ou de leur équipement biochimique est impliqué dans leur 

résistance différentielle aux prions. Par ailleurs, l3$04,4)#04! & '3KT<=& 4 0(/61/( 0)& spécifiques de différentes 

zébrines (EAAT4, parvalbumine, mGluR) dans ces cultures permettra de déterminer si des paramètres 

biochimiques en rapport avec ces zébrines sont en relation avec les effets délétères des prions dans le cervelet. 

Enfin, mes résultats =(00( 0&( &1E4'( .(&,3(%#.(/2#04! &'3$ (&/(,#04! & ($/! (-F,4(&( &/17! )(&@&,34 6(.04! &

7#/& ,()& 7/4! )& (0& =#01/4#,4)1(& 7#/& ,3#$F=( 0#04! & '(& ,3(%7/())4! & '$& /1.(70($/& L<STC& @& ,#& ."0!H4 (& 7/!-

inflammatoire TNF-! par les profils astrocytaires au contact des épines postsynaptiques qui sont les plus sensibles 

à la neurotoxicité des prions. Le mécanisme neurotoxique impliquant TNFR1 et contrôlé par PrPC dans les 

neurones en cultures primaires pourra être étudié dans les cultures organotypiques infectées par 22L ou 139A qui 

constituent un système ex vivo plus proche des conditions in vivo réunies '# )&,3!/F# 4)=(. Ce système devrait 

permettre de mieux caractériser la spécificité cellulaire et subcellulaire '(&,3(%7/())4! &(0&'$&0/#64.&'()&7/!014 ()&

de la voie pro-inflammatoire reliant PrPSc et TNFR1 (phospho-PDK1, TACE, cavéoline-1, TNFR1, PrPC/PrPSc) et 

#$))4&'3(%7,4A$(/&,#&'4661/( .(&'( ,!.#,4)#04! &'(&,3#$F=( 0#04! &'(&L<STC neuronale in vitro et gliale in vivo dans 

le cortex cérébelleux infecté par 22L. 

Une question fondamentale reste non résolue et concerne le mécanisme de sur-activation de PDK1 par 

PrPSc. 934 6(.04! &7#/&,()&7/4! )&7/!E!A$(&,#&7(/0(&'(&6! .04! &'(&G/GC du fait de sa conversion en PrPSc. Or la sur-

activation de PDK1 dépend de PrPC. La .#7#.401& '34 >4240($/)& '(& ,#& E!4(& '(& )4F #,4)#04! & G/GC-TACE-TNFR1 à 

désensibiliser les neurones infectés par les prions à la toxicité de TNF-! pourra être évaluée dans les cultures 

!/F# !0"74A$()&'(&.(/E(,(0:&93(66(0 des inhibiteurs de la kinase Src, de PI3K et de PDK1 à protéger les neurones 

de TNF-! et de la tremblante 22L sera évalué dans ce système pour .! 64/=(/&,34=7,4.#04! &'(&,#&E!4(&O/.&H4 #)(-

TACE-TNFR1 dans la neurodégénérescence (Mouillet-Richard et al., 2000 ; Santuccione et al., 2005 ; Nixon, 

2005b). Cette approche devrait fournir des bases expérimentales à ,31,#2!/#04! & '(& )0/#01F4()& 0>1/#7($04A$()&

E4)# 0& @& 7/!01F(/& ,()&  ($/! ()& '(& ,34 6,#==#04! & .>/! 4A$(& '# s les maladies à prions (0& '3#$0/()& =#,#'4()&

neurodégénératives comme la =#,#'4(& '3K,?>(4=(/& !i la dérégulation du trafic de TNFR1 est également 

impliquée dans la mort neuronale (Pietri et al., 2013). En effet, dans la maladie '3K,?>(4=(/B& ,(&7(704'(&K[&est 

.#7#2,(&'34 '$4/(&,3#7!70!)(&'17( '# 0(&'$&/1.(70($/&L<STC&7#/&,3#.04E#04! &'(&,#&E!4(&<S-nN&;Li et al., 2004 ; He 

et al., 2007). La concentration en cytokine pro-inflammatoire TNF-! est augmentée dans le cerveau des modèles 

murins de =#,#'4(&'3K,?>(4=er (Patel et al., 2005) et la surexpression de TNFR1 4 '$40(&7#/&K[&entraîne la mort 
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des neurones hippocampiques en culture (Li et al., 20045:&K&,34 E(/)(B&,#&'1,104! &'$&FU (&.!'# 0&L<STC&'# )&$ &

modèle murin de =#,#'4(&'3K,?>(4=(/& 4 >42(& ,#&F1 1/#04! &'3K[&(0&'4=4 $(& ,#& 6!/=#04! &'()&7,aques amyloïdes 

dans le cerveau. La délétion de TNFR1 '4=4 $(& ,3#.04E#04! &=4./!F,4#,(& (0& ,3(%7/())4! & (0& ,3#.04E401& '(& ,3( ?"=(&

BACE1 qui clive APP et réduit la perte neuronale. Ceci entraîne la diminution des déficits de mémoire et 

'3#77/( 04))#F(&'()&)!$/4)&;He et al., 2007). De plus, la déficience de TNFR1 et de TNFR2 rend les neurones plus 

)( )42,()&@&,3(%.40!0!%4.401&;Bruce et al., 19965B&)$FF1/# 0&,3(%4)0( .(&'3$ (&2#,# .(&( 0/(&,3(%7/())4! &'(&L<STC&(0&

TNFR2 dans les neurones. 

Les fonctions neuronales incluant la transmission synaptique sont définies par une activité coordonnée des 

neurones et de la glie. Ceci est particulièrement vrai dans la couche moléculaire du cervelet où les cellules de 

Purkinje (soma, dendrites, synapses) sont entièrement entourées par la glie de Bergman (Palay & Chan-Palay, 

1974). Les astrocytes sont un support métabolique et physique pour les neurones et sont impliqués dans la 

signalisation neuronale (Bergles et al., 1997). Par exemple, les récepteurs glutamatergiques situés sur la glie de 

Bergmann contribuent au lien bidirectionnel entre cellules de Purkinje et astrocytes (Perea et al., 2009). Il est 

donc très vrais(=2,#2,(&A$3$ &,4( &24'4/(.04!  (,&(%4)0(&( 0/(&,3#$F=( 0#04! &'(&L<STC&'#ns la glie de Bergmann 

(0& ,#& '1F1 1/().( .(& '()& .(,,$,()& '(& G$/H4 I(& '# )& ,(& .(/E(,(0& 4 6(.01& 7#/& ,()& 7/4! ):& 934 6(.04! & '(& .$,0$/()&

organotypiques de cervelet de souris transgéniques TG3 qui expriment PrPC uniquement dans les astrocytes, 

pourrait permett/(& '31E#,$(/& )4& L<STC& ()0& #$F=( 01& '# )& ,()& #)0/!."0(), même sans que PrPSc  3(%(/.(& '(&

toxicité directe sur les neurones et permettra de mettre en évidence le lien éventuel entre neurones et astrocytes 

dans le cervelet infecté par les prions (Jeffrey et al., 2004). 
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 !"A'4(?3-"-+"9%'(8/-",$-@1:/(9-+'%'(*+"%+(9%.- 

Les souris sont hébergées au Chronobiotron de Strasbourg (CNRS UMS 3415, Université de Strasbourg). 

L!$0()& ,()&)!$/4)&$04,4)1()&'# )& ,(&.#'/(&'(&.()& 0/#E#$%&! 0&101&)!$=4)()&@& ,3(%71/4=( 0#04! &( &/()7(.0# 0& ,()&

directives du Conseil de la Communauté Européenne du 22 septembre 2010 (2010/63/EU). Les expérimentations 

ont été agréées 7#/& ,(& *!=401& '3J0>4A$(& ( & J%71/4=( 0#04! & K 4=#,(& '(& O0/#)2!$/F& *JJKVD& ;/(6:&

AL/01/01/01/13).  

 

2. Animaux  

Des souris sauvages C57Bl6/J adultes (n = 28) et âgées de 8 jours (n = 58) et six lignées de souris 

mutantes ont été utilisées dont la lignée de souris EAAT4-eGFP (n = 18) et plusieurs lignées de souris knock-out 

et transgéniques pour le gène Prnp : hétérozygotes Ngsk Prnp+/0 (n = 29), homozygotes Ngsk Prnp0/0 (n = 58), 

ZH-I Prnp0/0 (n =56), double-mutantes Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- (n = 9) et des souris transgéniques exprimant Dpl 

)!$)&,(&.! 0/\,(&'(&,31 !,#)(&)71.464A$(&'()& ($/! ()&;Neuron specific enolase : NSE) NSE-Dpl Prnp0/0 (n = 18) et 

Tg(Prnp)20 (notées Tga20) qui sur-expriment Prnp (n = 12). Les souris ont été prélevées à différents âges : 8 à 

11 jours (cultures organotypiques) et adultes (4 à 12 mois).  

Les souris Ngsk Prnp0/0 (don de Dr. S. Sakaguchi) sont !20( $()&7#/&'1,104! &'(&gBf&H2&'(&,34 0/! &8B&Cg&72&

'(&,#&/1F4! &D3& ! -codante, et la délétion complète du cadre ouvert de lecture (Open Reading Frame : ORF) de 

Prnp, co=7/( # 0&,(&)40(&#..(70($/&'3174))#F(&,!.#,4)1&'# )&,3(%! &V:&*(00(&)1A$( .(& $.,1!04'4A$(&()0&/(=7,#.1(&

par un gène de résistance à la néomycine (cassette neo) (Sakaguchi et al., 1996). La perte du site accepteur 

'3174))#F(& ( 0/#m (& ,#& 6!/=#04! & '3$ & 0/# )./40& .>4=1/4A$(& .! 0( # 0& ,()& '($%& 7/(=4(/)& (%! )&  ! -codants de 

Prnp (0&,3(%! &'$&FU (&Prnd .!'# 0&R7,:&93(%7/())4! &'(&R7,&)(&6#40&#,!/)&)!$)&,(&.! 0/\,(&'$&7/!=!0($/&'(&Prnp 

(Li et al., 2000). Les souris Ngsk Prnp0/0 se développent normalement après la naissance. Elles présentent des 

problèmes de fertilité, et un comportement maternel peu prononcé, aggravé de cannibalisme maternel.  

Les souris Bax-/- ont été obtenues par délétion des exons 2-5 remplacés par une cassette néo (Knudson et 

al., 1995). Les mâles Bax-/- étant stériles, la lignée double mutante Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- est obtenue en croisant 

des souris homozygotes Ngsk Prnp0/0 et des souris hétérozygotes Bax+/-.  

Les souris ZH-I Prnp0/0 )! 0&'164.4( 0()&( &7/!014 (&7/4! &7#/&'1,104! &'(&,3PTS&'$&FU (&Prnp, remplacé par 

une cassette neo (Büeler et al., 1992) et ne sur-expriment pas Dpl dans le SNC. Elles se développent et se 

reproduisent normalement.  

Les souris Tga20 (don de V. Béringue) )! 0&!20( $()&7#/&,34 )(/04! &'3$ &0/# )FU (&'(&Prnp à raison de 

60 copies. Il en résulte un taux cérébral de PrPC Cg&6!4)&)$71/4($/&#$&0#$%&'3$ (&)!$/4)&)#$E#F(&*DjN,d`]&;Fisher 

et al., 1996). 

Les souris transgéniques EAAT4-eGFP (n = 18 ; don de Dr. J. Rothstein) expriment un transgène 

7(/=(00# 0& ,3(%7/())4! & '3eGFP (enhanced Green fluorescent protein) sous le contrôle du promoteur du 

transporteur 4 du glutamate (excitatory amino acid transporter 4, Gincel et al., 2006). Dans le cervelet, seules les 

cellules de Purkinje exprimant ZII expriment la fluore).( .(& '3eGFP permettant la visualisation des 

compartiments ZII(+) et ZII(-) dans les coupes transversales de cervelet. 

Après décapitation, deux segments de 0,5 cm de queue sont coupés et congelés dans un tube Eppendorf 

7,! F1& '# )& ,3#?!0(& ,4A$4'(& 7$4)& .! )(/E1& #$& .! F1,#0($/& @& -80°C. Ces prélèvements permettent de vérifier le 
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F1 !0"7(& '()& )!$/4)& 7#/& G*T:& 93PTS& '(& Prnp est identifié en utilisant un primer sens: 

D3**+*LK***LKK**KK+L+LV3&(0&# 04-sensp&D3**LK+K**K*+K+KKL+*+KV3B&0!$)&'($%&)40$1)&'# )&,3PTS&'(&Prnp 

(Heitz et al., 20105:&9(&7/4=(/&)$4E# 0&()0&$04,4)1&#64 &'34'( 0464(/&,()&=$0# 0)&<F)H&Prnp+/0, Ngsk Prnp0/0 et ZH-I 

Prnp0/0 p&)( )&D3L+**+*K*LL*LLL+L+KKLV3&(0&# 04-)( )&p&Dq*++L++KL+L++KKL+L+LV3&;)40$1&@&,34 01/4($/&'$&

domaine neo) (Heitz et al., 2010).  

 

3. Microscopie électronique par transmission in situ dans le cervelet de souris 

Les souris Ngsk Prnp0/0 (n = 6) et Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- (n = 9) âgées de 4,5 mois, 6,5 mois et 12 mois et 

ZH-I Prnp0/0 _F1(&'(&C8&=!4)&; rC5&)! 0&# ()0>1)41()&7#/& ,34 I(.04! &4:&7:&'(&gBC&=,&'3un mélange de kétamine 

(125 mg/kg, Imalgène 500) et '(&%",#?4 (&;Cj&=FdHFB&T!=7$ 5&#E# 0&'3e0/(&7(/6$)1() 7#/&,3#!/0(&#E(. 250 ml de 

fixateur composé de PAF (paraformaldéhyde) 2% et glutaraldéhyde 2,5% dans PB (Phosphate buffer) 0,1 M pH 

7,3. Les souris sont décapitées et le cervelet est disséqué puis immergé une nuit à 4°C dans le glutaraldéhyde 

1% dans PB. Des coupes transversales de cervelet de 200 µ=&'317#4))($/& )! 0& réalisées au vibratome dans le 

cervelet aux niveaux antérieur (Bregma l 1,6 à l 6,24 mm), médian (bregma l 6,24 à l 6,96 mm) et postérieur 

(- 7,08 à l 7,76 mm) (Paxinos & Franklin, 2001) puis lavées 3 fois 10 min dans PB et post-fixées 1h dans le 

010/!%"'(&'3!)=4$=&PSO4 0,5% dans PB. Elles sont ensuite déshydratées dans des bains d310># !,&croissant de 8 

min (25°, 50°, 70°, 95°, 2 x 100°) (0&)!$=4)()&#$&7/!0!.!,(&'34nclusion dans la résine époxy (Araldite) : oxyde de 

propylène 50 p& Dg&'# )& ,310># !,& Cg0° (2 x 8 min) et oxyde de propylène pur (2 x 8 min). Elles sont ensuite 

imprégnées '# )&$ &=1,# F(&'3K/#,'40(& ;O4F=#5& (0& '3!%"'(&'(&7/!7",U (&Dg : 50 pendant 2h et incluses dans 

,3Kraldite pur pendant une nuit à 4°C puis 2h à température ambiante. Elles sont montées entre 2 lames de verre 

'# )& ,3Araldite pour polymérisation 48h à 60°C. Les échantillons (1 mm3) sont découpés dans les tranches et 

collé)&)$/&'()&2,!.)&'3Kraldite. Des sections ultrafines (50 à 70 nm) sont effectuées @&,3ultramicrotome (Reichert-

Jung), et observées au microscope électronique par 0/# )=4))4! &;b40#.>4&jDgg5&1A$471&'3$ (&.#=1/#&numérique 

AMT Hamamatsu. 

 

4. Analyse quantitative des cellules de Purkinje autophagiques 

K64 & '3()04=(/& ,3#$0!7>#F4(& '# )& ,()& .(,,$,()& '(& G$/H4 I(& '()& '4661/( 0)&=$0# 0)& Prnp0/0B& I3#4& ()04=1& ,(&

nombre de cellules de Purkinje « autophagiques sB& .3()0-à-dire de cellules de Purkinje dans le cytoplasme 

'()A$(,,()& I3#4& 7$& .!=70(/& #$& =!4 )& 0/!4)& 64F$/()& .#/#.01/4)04A$()& '(& ,3#$0!7>#F4(& ;7>#F!7>!/()B&

autophagosomes, autolysosomes). 200 cellules de Purkinje ont été analysées au hasard dans chacun des niveaux 

antérieur (bregma -5,24 à -6,34 mm, Paxinos & Franklin, 2001), médian (-6,36 à -7,09 mm) et postérieur (-7,20 

à -8,24 mm) et ce, à raison de 50 cellules de Purkinje dans chacune des 4 régions : vermis droit et gauche et 

hémisphères droit et gauche. Dans les cas où le nombre de 50 cellules de Purkinje 7#/& /1F4! &  3#& 7#)& 101&

!2)(/E1B&I(&,3#4&.!=7,101&7#/&,3# #,")(&'3$ (&.!$7(&)40$1(&@&7,$)&de 40 µm de la première. 600 cellules de Purkinje 

par animal ont ainsi été analysées. Les données sont exprimées en moyenne de proportion de cellules de Purkinje 

« autophagiques » (± écart-type). La comparaison entre les groupes Ngsk Prnp0/0 et Ngsk Prnp0/0 : Bax-/- est 

effectuée par un test ANOVA à un facteur A$# '& ,()&.! '404! )&'3#77,4.#04! &)! 0&)#04)6#40()B&)$4E4&'3$ & 0()0&'(&

Tukey pour les comparaisons multiples. Les différences entre les groupes sont jugées significatives au seuil p t&

0,05%.  
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5. Cultures organotypiques de cervelet 

Les cultures organotypiques de cervelet ont été réalisées selon la méthode décrite par Stoppini et al (1991) en 

vue de maintenir en culture des tranches de cervelet de 350 µ=&'317#4))($/&7/17#/1()&@&7#/04/&'(&.(/E(,(0&'(&

souris C57Bl6/J (n = 58), hétérozygotes Ngsk Prnp+/0 (n = 16), homozygotes Ngsk Prnp0/0 (n = 58), ZH-I Prnp0/0 

(n = 56), NSE-Dpl (n = 18) et Tga20 (n = 12) âgées de 8 jours. La souris est décapitée et la peau et le crâne 

)! 0& '1.!$71)& #64 & '(& '1F#F(/& ,3( .17>#,(& 7,#.1& ensuite dans le milieu MEM (Minimal Essential Medium) 

(Invitrogen/Fischer) en conditions stériles sous hotte à flux laminaire. Le cervelet est disséqué sous loupe 

binoculaire (Stemi 200C, Zeiss), puis des coupes sagittales de 350 µm sont réalisées avec un trancheur (chopper, 

W.&-,u#4 5:&9()&0/# .>()&)! 0&)17#/1()&,3$ (&'(&,3#$0/(&(0&/(7/4)()&)$/&$ (&=(=2/# (&7(/=1#2,(&'(&Vg&==&'(&

diamètre avec des pores de 0,4 µm (Millicell, Millipore) placée dans 800 µ,& '(&=4,4($&'34 .$2#04! &.!=7!)1&'(&

WJW& DgvB& '(& =4,4($& 2#)#,& '3J#F,(& 8Dv& ;Life Technologies), de sérum de cheval inactivé 25% (Life 

Technologies), de Glutamax 2 mM (Life Technologies), de glutamine 200 mM (Sigma) et de glucose 3,6 mM 

(Sigma, G-7021). Chaque membrane perméable porte environ 15 tranches de cervelet. Ces préparations sont 

incubées à 37°C dans une atmosphère humidifiée à 5% de CO2. Le milieu de culture est changé tous les deux 

jours pendant 3, 7, 12 ou 21 jours. 

 

6. Infection des cultures organotypiques de cervelet 

Les cultures organotypiques de cervelet ont été préparées comme décrit ci-dessus à partir de souris 

C57Bl6/J (n = 12), Tga20 (n = 12) et ZH-I Prnp0/0 (n = 6) âgées de 10 à 11 jours. 934 6(.04! &'()&.$,0$/()&()0&

réalisée en adaptant le protocole décrit par Falsig et al (2008). Les tranches de cervelet )! 0&)17#/1()&,3$ (&'(&

,3#$0/(& (0& ,#E1()& '# )& '$& =4,4($& +NOOQ& ;+("3)& 2#,# .('& )#,0& )!,$04! ) .! 0( # 0& C& =W& '3#.4'(& H"nurénique, 

antagoniste des récepteur NMDA pour dimin$(/&,3(%.40!0!%4.401&'$&F,$0#=#0(. Les tranches sont incubées 30 min à 

4°C dans des homogénats de cerveau infectés par la souche 22L ou la souche 139A à 1% (poids/vol) dans 

GBSSK. Après le lavage dans GBSSK, les tranches sont déposées sur la membrane Milli-cell (Millipore) et incubées 

à 37°C dans une atmosphère humidifiée à 5% de CO2 dans 1 ml de milieu de culture composé de MEM 50%, 

=4,4($&2#)#,&'3J#F,(&8DvB&)1/$=&'(&.>(E#,&4 #.04E1&8DvB&F,$cose 3,6 mM, glutamine 200 mM, Glutamax 2 mM et 

pénicilline/streptomycine 2 mM. Le milieu de culture est renouvelé tous les deux jours. Les cultures sont 

maintenues pendant 20 et 30 jours. 

 

7. Immunohistofluorescence de CaBP dans les cultures organotypiques de cervelet 

Les cultures organotypiques de cervelet sont fixées au PAF 4% dans PBS à 4°C pendant 24h après 3, 7, 

12, 21 ou 30 jours in vitro. Les tranches sont ensuite lavées 2 x 10 min dans PBS et perméabilisées dans le Triton 

X-100 1% dans PBS pendant une nuit à 4°C sous agitation. Les cultures sont ensuite incubées à 4°C pendant une 

 $40&)!$)&#F40#04! &'# )&,3# 04.!/7)&=! !.,! #, de souris anti-CaBP 1/1000 dans PBS contenant 1% NGS + 0,3% 

Triton X-100. Le lendemain, les cultures sont rincées 6 x 5 min dans PBS puis incubées pendant 1h sous agitation 

@& ,3!2).$/401& '# )& ,3# 04.!/7)& )(.! '#4/(& '(& .>UE/(& # 04-souris porteur du fluorochrome Alexa 546 (rouge) 

(Molecular Probes A11003) au 1/500 dans PBS + 0,1% Triton X-100. Les cultures sont ensuite rincées 3 fois 5 

min dans du PBS contenant 0,1% Triton X-100 et 2 x 5 min dans PBS puis les Milli-cell porteurs des tranches sont 

découpés sous la ,!$7(& 24 !.$,#4/(& @& ,3#4'(& '3$ & ).#,7(,& (0& =! 01)& ( 0/(& ,#=(& (0& ,#=(,,(& '# )& ,(& W!u4!,&
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(Calbiochem 475904) selon la technique « en pont » pour éviter que les tranches ne soient écrasées par le 

montage (Yoon et al., 2011). 

 

8. Analyse quantitative et morphométrie des cellules de Purkinje en culture 

organotypique 

Le nombre de cellules de Purkinje immunofluorescentes pour CaBP est compté dans les tranches 

organotypiques C57Bl6/J (n = 15), Ngsk Prnp+/0 (n = 16), Ngsk Prnp0/0 (n = 29), ZH-I Prnp0/0 (n = 23) et NSE 

Dpl Prnp0/0 ( n = 18) prélevées après 3, 5, 7, 12 ou 21 jours de culture. Les cellules de Purkinje sont examinées 

et photographiées au microscope à épifluorescence (Axioskop---B& a(4))5& )!$)& ,3!2I(.046& %CgB& @& ,3#4'(& '$& ,!F4.4(,&

AxioVision. Le comptage des cellules de Purkinje est effectué manuellement dans tout le cervelet en culture afin 

'3!20( 4/&$ & !=2/(&=!"( &'(&cellules de Purkinje par souris. 

Au moins vingt cellules de Purkinje isolées, immunofluorescentes pour CaBP ont été analysées dans les 

cultures issues de chaque animal (C57Bl6/J n = 9 ; Ngsk Prnp+/0 n = 11 ; Ngsk Prnp0/0 n = 22, ZH-I Prnp0/0 n = 

15 et NSE Dpl Prnp0/0 n = 11). Chaque CP est photographiée @&,3!2I(.046&%Mg&;microscope Axioskop-II, Zeiss) et 

t/!4)&7#/#=U0/()&)! 0&=()$/1)&@&,3#4'(&'$&,!F4.4(,&-=#F(&]&9#$ .>(/&p&,3#4/(&0!0#,(&'(&,#&*G&; !=2/(&'(&74%(,)&'(&,#&

)$/6#.(& /(7/1)( 01(& 7#/& ,(& .!/7)& .(,,$,#4/(B& ,3#%! (& (0& '(& ,3#/2!/4)#04! & '( '/404A$(5, le périmètre (nombre de 

pixel)&'$&.! 0!$/&.(,,$,#4/(5&(0&,3(%0( )4!  dendritique par la mesure de la distance entre ,3(%0/1=401&'( '/404A$(&,#&

plus éloignée du soma et le centre somatique. 

Les données sont exprimées en moyenne '(& ,3#4/(B& '$&71/4=U0/(B& '( la distance dendritique, et de la 

somme des cellules de Purkinje ± écart-type afin de comparer le développement et le nombre moyen de cellules 

de Purkinje dans les cultures organotypiques des différents âges et génotypes considérés. Les comparaisons 

statistiques des moyennes des groupes (la somme des cellules de PurkinjeB& ,3#4/( et le périmètre cellulaire et 

,3(%0( )4! &dendritique maximale sont effectuées avec le logiciel SigmaPlot par un test ANOVA à deux facteurs (« 

temps de culture » et « génotype ») q$# '&,()&.! '404! )&'3#77,4.#04! &)! 0&)#04)6#40()B&)$4E4&'3$ &0()0&'(&L$H("&

pour les comparaisons multiples. Les différences entre les groupes sont jugées significatives au seuil p t&gBgDv:& 

 

9. Histoblot 

Après 20 et 30 jours, les cultures organotypiques infectées par les prions sont congelées à -20°C. Le fond 

du Milli-cell est ensuite découpé et /(0!$/ 1&#$&.! 0#.0&'3$ (&membrane de nitrocellulose imbibée dans le tampon 

de lyse (Nonidet P40 0,5%, sodium deoxycholate 0,5%, NaCl 100 mM, EDTA 10 mM et Tris-HCl 10 mM pH 7,2) 

pendant 30s. La membrane est ensuite séchée puis réhydratée 1h dans TBS (Tris Buffered Saline) pH 7,3 

contenant du Tween-20 0,5% (Euromedex). Elle est ensuite digérée dans un tampon de protéolyse (PK 100 

µg/ml (Euromedex), du Brij35 0,1%, NaCl 100 mM, Tris-HCl 10 mM pH 7,2) pendant 4h à 37°C pour détruire 

PrPC. La digestion enzymatique est stoppée pendant 30 min dans une solution de TBS + Tween-20 0,5% 

contenant 3 mM de phénylméthylsulfonyl fluoride. La membrane est ensuite incubée 10 min dans une solution de 

TBS + Tween-20 0,5% contenant du thiocyanate de guanidine 3M pour dénaturer PrPSc. Le marquage 

immunochimique qui suit consiste à incuber la membrane dans une solution de bloquant contenant 5% de lait 

écrémé dilué dans TBS + Tween 0,5% pendant 1h, avant incubation ,#& $40&@&Mw*&'# )& ,3# 04.!/7)&7/4=#4/(&'(&

souris anti-PrP SAF32 1/1000 dans la solution de bloquant. Le lendemain, la membrane est lavée puis incubée 

'# )& ,3# 04.!/7)& )(.! '#4/(& (1/50 000) de chèvre anti-souris couplé à la peroxydase de raifort pendant 1h. La 
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peroxydase est révélée par un substrat chemiluminescent (SuperSignal West Femto Maximum Sensitivity 

Substrate, Pierce). Le )4F #,&()0& /(.$(4,,4&7#/& ,#&.#=1/#&*>(=4)0#/0&Dggg&#7/U)&C&@&Cg&=4 &'3(%7!)404! &;,!F4.4(,&

ChemiCapt, Vilber-Lourmat).  

 

10. Western blot 

Après 3, 5 et 7 jours in vitro, les cultures sont congelées à -80°C et les protéines sont extraites dans 200 

µl (3 jours in vitro) et 150 µl (5 et 7 jours in E40/!5&'(&0#=7! &'3(%0/#.04! &.!=7!)1&'(&Triton X-100 1%, sodium 

dodécyl sulfate 0,1% (poids/vol), Tris-HCl 50 mM pH 7,2, <#*,&CDg&=WB&JRLK&8&=WB&'3$ &.!.H0#4,&'(&7/!01#)()&8&

µl/ml (Sigma P8340) et de DNase 0,17 µg/ml (Sigma). Les échantillons sont homogénéisés avec une broyeuse 

électrique (Argos Technologies) puis les protéines sont extraites 30 min à 4°C. Les échantillons sont centrifugés à 

10000 rpm à 4°C pendant 10 min. Le surnageant est repris et les concentrations en protéines sont déterminées 

par un test de Bradford (Bradford Ultra, Expedeon Ltd). La cour2(&10#,! &()0&/1#,4)1(&( &$04,4)# 0&'(&,3#,2$=4 (&

sérique bovine comme standard. Les extraits (25 µg de protéines) sont ensuite dilués dans le tampon de 

réduction (Novex, 39000 Life Technologies), chauffés à 95°C à 400 rpm pendant 5 min puis soumis à 

,31,(ctrophorèse dans un gel SDS-polyacrylamide 4-12% (Novex, NuPage) à 180 V pendant 45 min dans le 

tampon de migration (MES, Life Technologies5& .! 0( # 0& '(& ,3# 04!%"'# 0& gB8D%. Les protéines sont ensuite 

transférées sur une membrane PVDF (polyvinylidene fluoride) par électrophorèse dans le tampon de transfert 

(Nu-PAGE, Life Technologies) contenant de l310># !,&20% et un antioxydant 0,1%. Le transfert est vérifié par le 

marquage de la membrane au rouge Ponceau. Après lavage dans du tampon TBS pH 7,2, les sites aspécifiques 

sont bloqués pendant 1h sous agitation dans une solution composée de Régilait 5% (poids/vol) dans TBS + 

Tween-20 0,1% (poids/vol) (TBST):& 9#&=(=2/# (& ()0& ( )$40(& 4 .$21(& '# )& ,3# 04.!/7)& 7/4=#4/(& ;Tableau 6) 

dilué dans Régilait 5% dans TBST p( '# 0&$ (& $40&@&Mw*&)!$)&#F40#04! :&93# 04.!/7)&# 04-actine est utilisé pour 

contrôler la quantité de protéines ayant =4F/1&'# )&,(&F(,&(0&.!==(&.! 0/\,(&'(&,34==$ !/1#.04E401: La membrane 

est lavée dans TBST 7$4)&4 .$21(&)!$)&#F40#04! &7( '# 0&MD&=4 &'# )&,3# 04.!/7)&)(.! '#4/( anti-souris, anti-lapin 

ou anti-.!.>! &'3- '( (1/25 000) couplé à la peroxydase de raifort dans Régilait 5% dans TBST. Après lavage 

dans TBSTB&,34==$ !/1#.04E401&()0 révélée avec le substrat chemiluminescent (SuperSignal West Dura Substrate, 

Pierce). Le signal est recueilli par la caméra Chemistart 5000 et visualisé par le logiciel ChemiCapt (Vilber-

Lourmat) et mesuré @&,3#4'(&'$&,!F4.4(,&N,!'-1d (Vilber-Lourmat). 
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Anticorps Concentration Marque 

Anti-actine (souris) monoclonal 1/5000 Sigma A1978 

Anti-bécline-1 (lapin) polyclonal 1/100 Abgent E225 

Anti-CaBP D-28K (souris) monoclonal 1/1000 Sigma C9848 

Anti-caspase-3 (lapin) polyclonal 1/1000 Cell Signalling 9661 

Anti-Doppel (chèvre) polyclonal 1/500 Santa Cruz sc-16862 

Anti-GFAP (souris) monoclonal 1/10000 Millipore MAB360 

Anti-LAMP1 (lapin) polyclonal 1/500 Abcam Ab24170 

Anti-LC3 (souris) monoclonal 1/1000 Nanotools 0231 

Anti-p62 ;.!.>! &'3- '(5&7olyclonal 1/1000 Progen Biotechnik GP62-C 

Tableau 6. Anticorps utilisés en Western blot. 

 

11. Microscopie électronique par transmission dans les cultures organotypiques  

9()& !2)(/E#04! )& )! 0& (66(.0$1()& @& ,#& G,#0(6!/=(& '3-=#F(/4(& - & c40/!& '(& ,3- )040$0& '()& Neurosciences 

Cellulaires et Intégratives CNRS UPR 3212. 

 

11.1. Microscopie électronique par transmission dans les cultures organotypiques de 

cervelet Prnp0/0 

Les neurones cérébelleux ont été observés au niveau ultrastrutural dans les cultures organotypiques de 

souris sauvages et Ngsk Prnp0/0. Les tranches sont fixées après 7 et 21 jours in vitro en remplaçant le milieu de 

culture par une solution de glutaraldéhyde 2% dilué dans PB pendant 45 min à 4°C. Après 3 lavages de 10 min 

dans PB, les tranches sont post-fixées dan)& ,(&010/!%"'(&'3!)=4$=&PSO4 0,5% dilué dans PB pendant 1h avant 

'3e0/(&'1)>"'/#01()&'# )&'()&2#4 )&'310># !,&croissant de 10 min (25°, 50°, 70°, 95°, 2 x Cggw5:&9310># !,&()0&

éliminé dans l3!%"'(&'(&7/!7",U (&Dg p&Dg&'# )&,310># !,&Cggw pendant 8 min et '# )&,3oxyde de propylène pur 2 

x 10 min. Les tranches sont ensuite imprégnées '# )&$ &=1,# F(&'3A/#,'40(&;O4F=#5&(0&'3!%"'(&'(&7/!7",U e 50 : 

50 pendant une nuit à 4°C puis dans ,3Kraldite 2 x 2h. Elles sont incluses entre 2 lames de verre dans ,3Kraldite 

fraîche et mises à polymériser dans une étuve à 60°C pendant 48h. Les échantillons sont découpés (1 mm3) et 

collés sur un bloc '3Araldite pour permettre la réalisation de coupes semi-fines (1 µm) et ultrafines (50 à 70 nm) 

@& ,3$,0/#=4./!0!=(& ;T(4.>(/0-Jung). Les coupes sont observées au microscope électronique par transmission 

;b40#.>4&jDgg5&1A$471&'3$ (&.#=1/#&numérique AMT Hamamatsu. 

 

11.2. Microscopie électronique par transmission dans les cultures organotypiques de 

cervelet infectées par les prions 

L3ultrastructure des neurones cérébelleux est étudiée dans les cultures organotypiques de cervelet de 

souris sauvages et Tga20 infectées par les souches de tremblante 22L et 139A. Les tranches sont fixées après 30 

jours de culture en remplaçant le milieu de culture par une solution de glutaraldéhyde 2,5% dans PB pendant 4h 
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à 4°C. Après 3 lavages de 10 min dans PB, les tranches sont post-64%1()&'# )&,(&010/!%"'(&'3!)=4$=&PSO4 0,5% 

di,$1&'# )&,3(#$&'1=4 1/#,4)1(&7( '# 0&C>&#E# 0&'3e0/(&'1)>"'/#01()&(0&4 .,$)()&@&7,#0&'# )&,3Kraldite et soumises 

#$&7/!0!.!,(&'3$,0/#=4./!0!mie décrit plus haut (§ 11.1.). 

 

 12. Infection des souris par les prions 

Après anesthésie par un mélange de kétamine (125 mg/kg) et de xylasine (17 mg/kg), les souris 

C57Bl6/J et EAAT4-eGFP sont infectées par la souche de tremblante 22L inoculée (1) par voie intra-cérébelleuse à 

raison de 2 µ,&'3>!=!F1 #0 de cerveau infecté 1% (poids/vol) dans NaCl 0,9% (i.cb.), (2) par voie intra-cérébrale 

(2 µ,&'3>!=!F1 #0&'(&.(/E(#$&4 6(.01 1% (poids/vol) dans NaCl 0,9% dans le cortex pariéto-temporal (i.c), (3) 

par la voie intra-péritonéale (200 µ,&'3>!=!F1 #0 de cerveau infecté dilué 1% (poids/vol) dans une solution de 

glucose 5% dans NaCl 0,9% (i.p.). Des souris C57Bl6/J (n = 3) sont 4 6(.01()&7#/&,#&)!$.>(&'3JON&`GNC&inoculée 

i.c à raison de 20 µ,&'3>!=!F1 #0&'(&.(/E(#$ infecté 1% dilués NaCl 0,9% (Lasmezas et al., 1996). Les souris 

sham subissent ,()& =e=()& 4 I(.04! )& '3homogénat de cerveau sain. Le suivi clinique des souris est effectué 

.>#A$(& )(=#4 (:& 9#& 71/4!'(& '34 .$2#04! & ()0& '10(/=4 1(& .!==(& ,34 0(/E#,,(& ( 0/(& ,34njection et ,3#77#/404! & '()&

premiers )"=70\=()& .,4 4A$()& '(& ,#&=#,#'4(& @& 7/4! & ;#0#%4(B& 0/!$2,(& '(& ,31A$4,42/(B& tremblements, prostration, 

perte de poids, pattes arrières resserrées quand tenue par la queue, incapacité à se redresser quand mise sur le 

dos). Les souris infectées par voie i.cb. sont prélevées aux stades précliniques 92 et 107 jours post-infection (jpi) 

et cliniques 135 et 156 jpi. Les souris infectées par voie i.c. sont prélevées aux stades cliniques 139 et 153 jpi et 

les souris infectées par voie i.p. sont prélevées au stade clinique 203 et 235 jpi (Kim et al., 1990). 

 

 13. Fixation et coupe du cervelet 1*3/".$4(0'*.*5(-"-'".$(993+*&7'*&4(9(- 

Les souris C57Bl6/J et EAAT4-eGFP anesthésiées par un mélange de kétamine (125 mg/kg) et de 

xylasine (17 mg/kg) sont soumises à une fixation chimique suivant quatre protocoles. 

4.1. Les souris C57Bl6/J infectées par 22L i.c. et i.p. sont perfusées 7#/& ,3#!/0( avec du PAF 4% dans le 

tampon phosphate 0,1 M pH 7,3 (PB). Le cervelet est disséqué et plongé dans PAF 4% pendant 24h à 4°C. Le 

cervelet est ensuite déshydraté dans '()&2#4 )&)$..())46)&'31thanol 50° (3 x 15 min), 70° (2 x 30 min), 95° (30 

min), 100° (2 x 1h) puis dans quatre bains de butanol (1h puis trois nuits) et dansun mélange de butanol et de 

paraffine (ParaPlast) 50:50 pendant une nuit. Le cervelet est ensuite inclus dans la paraffine à 60°C pendant six 

nuits. Des coupes transversales de 15 µ=&'317#4))($/&)! 0&/1#,4)1()&@&,3#4'(&'3$ &=4./!0!=(: 

4.2. Après fixation au PAF 4% décrite ci-dessus, le cervelet des souris C57Bl6/J et transgéniques EAAT4-eGFP 

infectées par 22L i.c. et i.p. est cryo-protégé dans le sucrose 30% dans PB puis congelé '# )& ,34)!7( 0# (&@& -

80°C. Des coupes transversales de 15, 30 et 50 µm sont réalisées au cryostat. 

4.3. Les cervelets sont directement prélevés après décapitation des souris C56Bl6/J infectées i.c., i.cb. et i.p. 

par 22L et 6PB1 et 7,! F1)&7( '# 0&C8>&'# )&$ &2#4 &'(&*#/ !"&.!=7!)1&'310># !,B&'(&.>,!/!6!/=(&(0&'3#.4'(&

acétique (6 :3 :1) puis immergés dans 4 bains de butanol (1h puis 3 nuits) avant inclusion dans la paraffine et 

coupe au microtome (15 µm). 

4.4. Les souris C57Bl6/J infectées par 22L i.p. sont perfusées 7#/& ,3#!/0( avec un mélange de PAF 4% et 

glutaraldéhyde 0,1% ou de PAF2%-glutaraldéhyde 2,5% dans PB. Le cervelet est immergé une nuit dans le 

glutaraldéhyde 1% dans PB. Des coupes transversales de 50 ou 70 µm sont réalisées au vibratome, lavées trois 
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fois 10 min dans PB puis soumises au protocole '34==$ !7(/!%"'#)(& #E# 0& 4 .,$)4! & '# )& ,3#/#,'40(& (0& .!$7(&

$,0/#64 (&;`g& =5&@&,3$,0/#=4./!0!=(: 

Les techniques histologiques, immunohistochimiques et immunocytochimiques décrites ici ont été appliquées à au 

moins une coupe prélevée à chacun des trois niveaux antérieur (bregma -5,40 to -6,12 mm), médian (-6,24 to -

6,96 mm) et postérieur (-7,08 to -7,92 mm) (Paxinos & Franklin, 2001)  

 

 14. Trichrome de Masson 

La coloration histologique au trichrome de Masson est appliquée aux coupes transversales de cervelet de 

souris infectées par 22L afin de visualiser la spongiose (0& '310#2,4/& ,(&7/!64,& ,1)4!  (,&'(& ,#& )!$.>(&889 dans le 

cervelet (n = 22 i.cb., 5 i.c. et 11 i.p.). Le degré de spongiose est évalué selon une échelle de score allant de 0 

;#$.$ (& E#.$!,(5& @& D& ;E#.$!,()&  !=2/($)()& (0& .! 6,$( 0()& @& 0/#E(/)& ,3#4/(& .! )4'1/1(5& '# )& ,(& .!/0(%B& ,#&

substance blanche et les noyaux profonds du cervelet (Fraser & Dickinson, 1968 ; Kim et al., 1990). De plus, une 

#77/!.>(&=( 1(& ( & 7#/#,,U,(& #& '31E#,$é le nombre de vacuoles en fonction de la topographie des dépôts de 

PrP22L dans la couche moléculaire et granulaire du cervelet (n = 4). 

 

 15. Immunohistochimie de PrP22L et PrP6PB1 

Les coupes de cervelet des souris sham et infectées par 22L sont déparaffinées dans deux bains de 

toluène de 10 min suivis de deux 2#4 )& '310># !,& 7$/& (10 min) puis réhydratées '# )& '()& 2#4 )& '310># !,&

décroissant (95°, 70°, 50°) et un bain d3(#$&'1=4 1/#,4)1(:&9()&coupes de cervelet EAAT4-eGFP sont réhydratées 

dans le tampon phosphate 0,1 M pH 7,3 contenant NaCl 0,9% (PBS) puis les cellules de Purkinje fluorescentes 

sont visualisées et 7>!0!F/#7>41()& @& ,3#4'(& '3$ &=4./!).!7(& @& 174-fluorecence (AxioImager, Zeiss équipé '3$ ( 

caméra numérique ProgRed CF cool Jenoptik). Les coupes sont ensuite incubées dans la PK (EuroBio) 1/5000 

dans PBS + Triton X-100 0,25% (PBST) pendant 10 min à 37°C afin de détruire la PrPC endogène également 

reconnue p#/&,3# 04.!/7)&# 04-G/G&OKSV8:&9()&.!$7()&)! 0&,#E1()&Cg&=4 &'# )&,3(#$&'1=4 1/#,4)1(&(0&G/G22L/PrP6PB1 

est dénaturée 15 min dans le thiocyanate de guanidine 3,4 M dans PBST. Après deux rinçages dans PBS, les 

peroxydases endogènes sont bloquées 10 min dans la solution Peroxidase Block du kit EnVision (Dako) ou dans 

H2O2 2% dans le méthanol. Les coupes sont ensuite incubées 45 min dans le sérum normal de chèvre 20% dans 

GNOL&7$4)&$ (& $40&@&Mw*&'# )&,3# 04.!/7)&7/4=#4/(&=! !.,! #,&'(&)!$/4)&# 04-PrP SAF32 (don de J. Grassi) dilué 1 

µg/ml dans PBST contenant 0,5% de sérum normal de chèvre. Le lendemain, les coupes sont rincées dans PBS 

7$4)&4 .$21()&'# )&,3# 04.!/7)&)(.! '#4/(&'(&.>UE/(&# 04-souris biotinylé ou couplé à la peroxydase de raifort en 

suivant les 4 )0/$.04! )& '$& H40& J c4)4! & ;R#H!5& !$& '$& H40& J,40(& ;c(.0!/5:& K7/U)& ,#E#F(& '# )& GNO& 7$4)& ,3(#$&

déminéralisée, les coupes sont séchées, plongées dans le toluène puis montées entre lame et lamelle dans 

,3J$H400: 

 

16. Double marquage immunohistochimique de PrP22L -'" ,$3+"9%/?3-3/" &-..3.%(/-"

dans le cervelet infecté par 22L 

Les coupes de cervelet déparaffinées et réhydratées dans PBS et les coupes à congélation (cryocoupes) 

)! 0&)!$=4)()&#$&7/!0!.!,(&'34==$ !>4)0!.>4=4(&#64 &'(&E4)$#,4)(/&,()&=#/A$($/)&'()&cellules de Purkinje (CaBP 

et aldolase-C), de la glie astrocytaire (GFAP et EAAT1), des cellules microgliales activées (Iba1) ou des neurones 
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(NeuN). Elles sont ensuite soumises au protocole de révélation immunohistochimique de PrP22L décrit ci-dessus. 

Les coupes réhydratées dans PBS sont incubées dans le sérum normal de chèvre (NGS) 3% dans PBS + Triton-

X100 0,1% pendant 45 min, 7$4)&4 .$21()&,#& $40&@&Mw*&'# )&,3# 04.!/7)&7/4=#4/(&;Tableau 7) dans PBS + Triton-

X100 0,1% + 0,5% NGS. Le lendemain, les coupes sont rincées dans PBS puis incubées 1h '# )&,3# 04.!/7)&# 04-

souris ou anti-lapin couplé au fluorochrome Alexa 546 ou Alexa 555 (Molecular Probes) dilué au 1/200 dans PBS 

+ Triton-X100 0,1%. Les coupes sont rincées puis observées et photographiées au microscope à épi-fluorescence 

(AxioImager, Zeiss) #E# 0&'3e0/(&)!$=4)()&#$&7/!0!.!,(&'(&/1E1,#04! &'(&G/G22L. 

 

Anticorps Concentration Marque 

Anti-Aldolase-C (lapin) polyclonal 1/50 Don de I. Sugihara 

Anti-CaBP D-28K (souris) monoclonal 1/100 Sigma C9848 

Anti-EAAT1/GLAST (souris) monoclonal 1/300 Abcam ab49643 

Anti-GFAP (lapin) polyclonal 1/300 Sigma G3893 

Anti-Iba1 (lapin) polyclonal 1/250 Wako 019-10741 

Anti-NeuN (lapin) polyclonal 1/1000 Millipore Mab377 

Anti-PrP SAF32 (souris) monoclonal 1/500 Don de J. Grassi 

Anti-TNFR1 (lapin) polyclonal 1/50 MBL International JM-3125 

Anti-VGLUT1 ;.!.>! &'3- '(5&7olyclonal 1/1000 Synaptic System 135-304 

Tableau 7. Anticorps utilisés en immunohistochimie. 

 

17. Double marquage par immunohistochimique de TNFR1 et de PrP22L dans le 

cervelet infecté par 22L 

Les coupes de cervelet fixées au Carnoy sont déparaffinées et réhydratées. Les cryocoupes fixées au PAF 

4% sont soumises à un démasquage des antigènes dans le tampon citrate 10 mM pH 6 à 100°C pendant 15 min. 

L!$0()& ,()& .!$7()& )! 0& /4 .1()& '# )& GNO& (0& 4 .$21()& MD& =4 & '# )& Vv& <+O& '# )& GNO& 7$4)& '# )& ,3# 04.!/7)&

primaire de lapin anti-TNFR1 (MBL International) au 1/50 dans 0,3% NGS dans PBS pendant la nuit à 4°C. Après 

trois lavages dans PBS, les coupes sont incub1()& '# )& ,3# 04.!/7)& )(.! '#4/(& '(& .>UE/(& # 04-lapin couplé au 

fluorochrome Alexa 488 (Molecular Probes) au 1/200 dans PBS pendant 1h. Les coupes sont rincées puis 

observées et photographiées au microscope à épi-fluorescence (AxioImager, Zeiss) puis soumises au protocole de 

révélation de PrP22L. 
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18. Double marquage immunohistochimique de TNFR1 et des marqueurs cellulaires 

dans le cervelet infecté par 22L 

Les cryocoupes de cervelet sont soumises au protocole de marquage de TNFR1 (§ 17) et des marqueurs 

de cellules de Purkinje (CaBP, aldolase-*5B& '3#)0/!."0()& ;+SKGB& JKKLC5& (0& '$& 0/# )7!/0($/& de glutamate 

présynaptique VGLUT1 des fibres parallèles, (Tableau 7, § 16). Dans certains cas, le marquage 

immunohistochimique de PrP22L est réalisé sur les mêmes coupes ou sur des coupes adjacentes. Les coupes 

64%1()&#$&*#/ !"&)! 0&)!$=4)()&#$&7/!0!.!,(&4==$ !>4)0!.>4=4A$(&7!$/&L<STC&)# )&,310#7(&'(&'1=#)A$#F(&'()&

antigènes, puis au protocole immunohistochimique pour CaBP, aldolase-C, GFAP, EAAT1 ou VGLUT1 selon le 

protocole décrit plus haut (§ 16).  

 

19. Analyse quantitative des cellules de Purkinje dans le cervelet de souris infectées 

par 22L 

Une coupe transversale par niveau antérieur, médian et postérieur du cervelet des souris transgéniques 

EAAT4-eGFP sham (n = 4) et infectées par 22L i.cb. (n = 9), i.c. (n = 7) et i.p. (n = 6) au stade clinique est 

soumise au protocole immunohistochimique pour la détection de CaBP. La longueur de la couche des cellules de 

Purkinje est mesurée chez les souris sham et les cellules de Purkinje sont comptées le long de celle-ci en utilisant 

le logiciel ImageJ. Le rapport du nombre de cellules de Purkinje sur la longueur occupée par ces cellules de 

Purkinje dans le vermis et les hémisphères des souris sham est la densité linéaire des cellules de Purkinje 

mesurée par mm dans chaque région, permettant ainsi de )3#66/# .>4/ du rétrécissement dû à la dégénérescence 

du cervelet infecté par les prions. De plus, la densité linéaire des cellules de Purkinje fluorescentes pour EAAT4-

eGFP est mesurée et comparée à la densité linéaire des cellules de Purkinje marquées seulement par CaBP pour 

()04=(/&,#&7(/0(&'()&.(,,$,()&'(&G$/H4 I(&( &6! .04! &'$&7#0/! &'3(%7/())4! &'3JKKLM: 

 

20. Analyse quantitative des cellules granulaires dans le cervelet de souris infectées 

par 22L 

Une coupe transversale du cervelet par souris non-infectée (n = 5) et infectée par 22L i.c. (n = 3), i.cb. (n 

= 8) et i.p. (n = 5) est soumise à ,34==$ !6,$!/().( .(& ;4:.:5& !$& ,34==$ !7(/!%"'#)(& ;4:.2:& (0& 4:7:5 de NeuN 

décrite ci-dessus (§ 16). Les coupes déparaffinées et réhydratées dans PBS sont incubées dans H202 2% dans 

méthanol 100% 7!$/& ($0/#,4)(/&,()&7(/!%"'#)()&( '!FU ():&K7/U)&$ &,#E#F(&D&=4 &'# )&,3(#$&'1=4 1/#,4)1( et 

10 min dans PBS, les coupes sont incubées 45 min dans le sérum normal de cheval (NHS) 3% dans PBS + Triton-

X100 0,5% puis '# )&,3# 04.!/7)&7/4=#4/( de souris anti-NeuN 1/1000 (Tableau 7) dans NHS 0,3% dans PBS + 

Triton-X100 0,1%. Le lendemain, les coupes sont rincées dans PBS puis incubées 1h '# )&,3# 04.!/7)&# 04-souris 

biotinylé 1/400 (kit Elite, Vector) dans PBS + 0,3% NHS en suivant les instructions du kit Elite (Vector). Les 

coupes sont rincées puis observées et photographiées au microscope (AxioImager, Zeiss) #E# 0&'3e0/(&)!$=4)()&

au protocole de révélation de PrP22L:&93#4/(&!..$71(&7#/&,()& !"#$%&'es cellules granulaires marqués par NeuN par 

mm² de couche granulaire interne est mesurée avec le logiciel AxioVision puis divisée par la surface moyenne 

'3$  noyau de CG mesuré sur 50 CGs #64 & '3!20( 4/& ,#& '( )401& '()&CGs dans le cervelet. Consécutivement au 

marquage de NeuN en immunofluorescence dans le cervelet de souris infectées par 22L i.c., le marquage de 

PrP22L en immunoperoxydase permet de mesurer la densité des CGs dans la couche granulaire interne sous-
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jacente aux bandes de dépôt de PrP22L #64 &'3!20( 4/&,#&'( )401&'()&CGs en fonction du patron de déposition de 

PrP22L. 

 

 21. Analyse quantitative des interneurones dans le cervelet infecté par 22L 

Une coupe transversale de cervelet par souris non-infectée (n = 2) et infectée par 22L i.cb. (n = 10) et 

4:7:&; &r&`5&()0&)!$=4)(&@& ,34==$ !7(/!%"'#)(&'(&<euN décrite ci-dessus (§ 20). La surface des interneurones 

marqués par immunoperoxydase de NeuN dans la couche moléculaire par mm² de couche moléculaire est divisée 

7#/& ,#& )$/6#.(&=!"(  (&'3$ & 4 0(/ ($/! (&7!$/& !20( 4/& ,#& '( )401&'()& 4 0(/ ($/! ()&'# )& ,(& .(/E(,(0& ; !=2/(&

=!"( &'34 0(/ ($/! ()d==x5: 

 

22. Analyse quantitative des cellules microgliales activées dans le cervelet infecté 

par 22L 

Une coupe transversale au niveau médian du cervelet de souris transgéniques EAAT4-eGFP non-

infectées (n = 1) et infectées par 22L i.c. (n = 4) est soumise @&,34==$ !6,$!/().( .(&'(&-2#-1 décrite ci-dessus. 

Les coupes sont observées et photographiées au microscope à épi-fluorescence (AxioImager, Zeiss) puis 

soumises au protocole de révélation de PrP22L (§ 15). Les cellules microgliales activées sont comptées dans les 

bandes de PrP22L PrP(+)et dans les bandes PrP(-) #'I#.( 0()B&#64 &'3!20( 4/& ,#&'( )401&'()&.(,,$,()&=4./!F,4#,()&

par mm² de bandes PrP(+) et PrP(-). 

 

 23. Statistiques 

Les données sont exprimées comme la densité de cellules (± écart-type) afin de comparer le nombre de 

cellules de PurkinjeB&'(&*+)B&'34 0(/ ($/! ()&(0&'(&.(,,$,()&=4./!F,4#,()&'# )&,(&.(/E(,(0&4 6(.01&E):& ! -infecté, en 

fonction du patron de déposition de PrP22L. La comparaison entre les groupes est effectuée par un test ANOVA à 

un facteur ou un test ANOVA à deux facteurs (facteurs « infection » et « bande EAAT4 » et facteurs « infection » 

et « régions du cervelet »5&A$# '& ,()&.! '404! )&'3#77,4.#04! &)! 0&)#04)6#40()B&)$4E4&'3$ &0()0&'(&L$H("&7!$/& ,()&

comparaisons multiples. Les différences entre les groupes sont jugées significatives au seuil p t&gBgDv:& 
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#)%+7 >(.C '/3 ef=I .'/0=L= 1$".+ ,+*+A+--"1 '# DI]S7 O '/3 P5 !,#0/ 4'. ".+3 '. ' -$'30/( ,$/#*$-5 ;! !"#$%&'() 4'.
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Prion and Alzheimer’s disease are neurodegenerative disorders char-

acterized by the accumulation of plaques containing misfolded PrPSc 

and A , respectively1,2. Neurotoxic and aggregation-prone A  pep-

tides (A 40 and A 42) are generated by cleavage of APP by - and 

-secretase3. In contrast, the -secretase–mediated cleavage of APP 

between residues 687 and 688 within its A  domain releases the solu-

ble neuroprotective fragment sAPP  and precludes formation and 

deposition of A 40 and A 42 (refs. 4,5). Regarding prions, conver-

sion of glycosylphosphatidylinositol (GPI)-anchored PrPC into PrPSc 

causes prion disease. -secretase–mediated cleavage of PrPC between 

residues 111 and 112 generates an N-terminally truncated form of 

PrPC that cannot be converted into PrPSc and exerts a dominant-

negative effect on PrPSc replication6.

-secretases belong to the a disintegrin and metalloproteinase  

(ADAM) family involved in ectodomain shedding of growth  

factors, cytokines, receptors and adhesion molecules7. Tumor necrosis  

factor-  (TNF- )-converting enzyme (TACE, or ADAM17), which 

is primarily known for its role in mediating the shedding of cell  

surface–bound TNF-  and TNF-  receptors8, contributes to constitutive  

and/or stimulated -secretase–mediated cleavage of both PrPC and 

APP3,9,10. In individuals with Alzheimer’s disease, low amounts of 

sAPP  in the cerebrospinal fluid (CSF) suggest that TACE-dependent  

-secretase activity is reduced11. In prion diseases, reduced TACE- 

mediated -secretase cleavage of PrPC is thought to occur during 

the course of the illness, as shown by the progressive decrease in  

N-terminally truncated PrPC in the brain of infected mice6,12.

The sheddase activity of TACE depends on its localization at the 

plasma membrane7,8, but the precise mechanisms governing TACE 

trafficking and activity remain poorly understood. Interaction of 

TACE with rhomboids13 or post-translational modifications of TACE 

by glycosylation, phosphorylation or both8 promote its localization 

to lipid rafts at the plasma membrane14. Reactive oxygen species have 

also been shown to stimulate TACE activity15,16. However, the direct 

mechanisms underlying reduced TACE-mediated -secretase activity 

in prion and Alzheimer’s disease remain unclear.

Here we show in both PrPSc-infected and Alzheimer’s disease neu-

rons that activation of 3-phosphoinositide–dependent kinase-1 (PDK1) 

reduces cell surface TACE-mediated -secretase activity by triggering 
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PDK1 decreases TACE-mediated -secretase activity  
and promotes disease progression in prion and 
Alzheimer’s diseases

Mathéa Pietri1,2, Caroline Dakowski1,2, Samia Hannaoui3–5, Aurélie Alleaume-Butaux1,2,  
Julia Hernandez-Rapp1,2,6, Audrey Ragagnin7, Sophie Mouillet-Richard1,2, Stéphane Haik3–5, Yannick Bailly7, 
Jean-Michel Peyrin8, Jean-Marie Launay9,10, Odile Kellermann1,2 & Benoit Schneider1,2

a-secretase–mediated cleavage of amyloid precursor protein (APP) precludes formation of neurotoxic amyloid-b (Ab) 

peptides, and a-cleavage of cellular prion protein (PrPC) prevents its conversion into misfolded, pathogenic prions (PrPSc). 

The mechanisms leading to decreased a-secretase activity in Alzheimer’s and prion disease remain unclear. Here, we find 

that tumor necrosis factor-a–converting enzyme (TACE)-mediated a-secretase activity is impaired at the surface of neurons 

infected with PrPSc or isolated from APP-transgenic mice with amyloid pathology. 3-phosphoinositide–dependent kinase-1 

(PDK1) activity is increased in neurons infected with prions or affected by Ab deposition and in the brains of individuals with 

Alzheimer’s disease. PDK1 induces phosphorylation and caveolin-1–mediated internalization of TACE. This dysregulation of 

TACE increases PrPSc and Ab accumulation and reduces shedding of TNF-a receptor type 1 (TNFR1). Inhibition of PDK1 

promotes localization of TACE to the plasma membrane, restores TACE-dependent a-secretase activity and cleavage of APP, 

PrPC and TNFR1, and attenuates PrPSc- and Ab-induced neurotoxicity. In mice, inhibition or siRNA-mediated silencing of 

PDK1 extends survival and reduces motor impairment following PrPSc infection and in APP-transgenic mice reduces Alzheimer’s 

disease-like pathology and memory impairment.
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internalization of TACE. We also provide evidence that PDK1 inhibi-

tion attenuates prion and Alzheimer’s disease progression.

RESULTS

Prion infection impairs TACE-dependent TNFR1 shedding

To investigate whether prion infection modulates TACE activity, we 

used 1C11 mouse neuroectodermal stem cells, serotonergic 1C115-HT 

neural cells, primary cultures of mouse cerebellar granule neurons 

(CGNs) and brain samples from C57BL/6J mice infected with mouse-

adapted prions derived from a human familial prion disease (Fukuoka-1,  

Fk), scrapie (22L) or bovine spongiform encephalopathy (6PB1)17–19 

(Supplementary Fig. 1). Using TNFR1 shedding as a readout of TACE 

activity7, we found that prion infection triggered an approximately 

three- to four-fold increase in the amount of trimeric TNFR1 (ref. 20) 

at the cell surface (Fig. 1a). This increase in cell surface TNFR1 stain-

ing was associated with a 90% reduction in the concentration of soluble 

monomeric TNFR1 (sTNFR1) in the culture medium of infected cells 

as compared to uninfected cells (Fig. 1b). This increase in TNFR1 

at the cell surface rendered prion-infected cells highly vulnerable to 

soluble TNF-  (sTNF- )-associated toxicity. The doses of sTNF-  

inducing 50% cell death (LD50
sTNF- ) of infected 1C11 and 1C115-HT 

neural cells or causing 50% early neuronal dysfunction, that is, den-

dritic fragmentation, in infected CGNs were reduced by approximately 

50–97% as compared to the doses achieving similar effects in their 

uninfected counterparts (Fig. 1c and Supplementary Table 1). The 

increased sensitivity of infected cells to sTNF-  was associated with 

increased sTNF- –mediated caspase-3 activation (Supplementary 

Fig. 2), a downstream effector of TNFR1 signaling.

TNFR1 staining was increased in the cerebellar cortex and 

deep cerebellar nuclei of prion-infected mice killed just before the 

symptomatic phase as compared to mock-inoculated (sham) mice 

(Supplementary Fig. 3). The concentration of sTNFR1 in the CSF 

of 22L-infected mice (11.9  2.4 pg ml−1, n = 10) was reduced by 

approximately 60% (P < 0.005) as compared to uninfected mice  

(27.5  5.1 pg ml−1, n = 10). Taken together, these results suggest that 

prion infection reduces TACE-mediated shedding of TNFR1.

Prion infection promotes TACE internalization

Whereas TACE was normally present at the cell surface of uninfected 

cells, it was almost undetectable at the plasma membrane of prion-

infected cells and found intracellularly (Supplementary Fig. 4a,e). 

We next analyzed TACE localization by detergent-free sucrose gra-

dient membrane fractionation of cell extracts followed by western 

blotting or TACE immunoprecipitation of biotinylated plasma mem-

brane proteins. We showed that TACE co-distributed with focal adhe-

sion kinase (FAK) at the plasma membrane of uninfected 1C115-HT  

cells (Supplementary Fig. 4a–c,e), whereas it co-distributed with 

caveolin-1 (Cav-1) in Fk-infected 1C115-HT cells (Supplementary 

Fig. 4b). Duolink proximity ligation analysis, which detects two 

proteins located within a radius of <40 nm of each other, sug-

gests that internalized TACE colocalizes with Cav-1 in Fk-infected 

1C115-HT cells (Fig. 2a). Immunogold labeling revealed that TACE 

was associated with Cav-1–enriched microvesicles in infected neu-

rons (Fig. 2b). Thus, prion infection promotes internalization of 

TACE through mechanisms that probably involve Cav-1–enriched 

microvesicles. Accordingly, bombardment of Fk-infected 1C115-HT  

cells with tungsten microprojectiles coated with Cav-1–specific 

antibodies21 increased TACE trafficking to the plasma membrane 

(Supplementary Fig. 4b).

Phosphorylation of the C-terminal cytoplasmic tail of TACE alters 

TACE trafficking and internalization7,8,22. The TACE C-terminal 

domain contains at least four putative phosphorylation sites, includ-

ing the single known phosphorylatable residue, Thr735 (refs. 7,8). 

Using two-dimensional gel electrophoresis (Supplementary 

Fig. 4d) and immunoprecipitation (Fig. 2c), we found that phos-

phorylation of TACE at Thr735 was increased in Fk-infected 

1C11 and 1C115-HT cells as compared to  

uninfected cells.

Prion infection–mediated PDK1 

activation reduces TACE activity

The Src kinase–phosphatidylinositol 3-kinase 

(PI3K)-PDK1 signaling cascade and the  
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Figure 1 Prion infection reduces TNFR1 

shedding and increases cellular sensitivity to 

sTNF-  toxicity. (a) Immunofluorescent labeling 

of TNFR1 at the surface of Fk-infected 1C11 

precursors, 1C115-HT neural cells and 22L-

infected CGNs as compared to their uninfected 

counterparts (Ctrl). Scale bars, 50 m.  

(b) Concentration of sTNFR1 in the culture 

medium of Fk- and 22L-infected 1C11 and 

1C115-HT cells as compared to uninfected 

cells. (c) Left, viability of Fk-infected 1C11 

and 1C115-HT cells after exposure to increasing 

concentrations of sTNF-  for 72 h as 

compared to uninfected cells. Right, dendritic 

fragmentation in 22L-infected CGNs after 

exposure to increasing sTNF-  concentrations 

for 72 h as compared to uninfected 

CGNs. LD50
sTNF-  values are indicated in 

Supplementary Table 1. Quantitative data 

are shown as the mean  s.e.m. from three 

experiments performed in triplicate; #P < 0.005 

versus uninfected cells.
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protein kinase C–extracellular signal–regulated kinase 1/2 (ERK1/2) 

pathway are both involved in the phosphorylation of the cytoplasmic 

tail of TACE in TACE-transfected cells8.

PDK1 activity was increased by approximately 100–300% in 

infected 1C115-HT neural cells as compared to their uninfected coun-

terparts (Fig. 2d). Inhibition of PDK1 with BX912 in Fk-infected 
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Figure 2 Activation of PDK1 in prion-infected cells  

promotes TACE phosphorylation and internalization.  

(a) Duolink proximity ligation analysis to assess TACE  

colocalization with caveolin-1 (Cav-1) in internal  

compartments of uninfected 1C115-HT cells (top),  

Fk-infected 1C115-HT cells (middle) and Fk-infected  

1C115-HT cells treated with a PDK1 inhibitor (BX912, 1 M, 1 h) (bottom).  

The pink signal is representative of TACE colocalization with Cav-1, and  

blue is nuclear staining with DAPI. Scale bar, 5 m. (b) Transmission  

electron micrographs to assess TACE (8-nm gold particles, white arrows)  

association with Cav-1–enriched vesicles (labeled by 5-nm gold particles)  

in uninfected 1C115-HT cells (top), Fk-infected 1C115-HT cells (middle)  

and Fk-infected 1C115-HT cells exposed to BX912 (1 M, 1 h) (bottom). Scale bars, 100 nm. (c) Immunoprecipitation of TACE and immunoblotting  

for phosphorylation level on threonine residues (pThr) using a pan–pThr antibody in Fk-infected 1C11 and 1C115-HT cells treated or not with BX912  

(1 M, 1 h) or PD98059 (5 M, 1 h) versus uninfected cells (Ctrl). IP, immunoprecipitation; WB, western blot. (d) PDK1 activity in 22L- and Fk-

infected and uninfected (Ctrl) 1C115-HT neural cells. (e) Immunofluorescent labeling of TACE at the surface of Fk-infected 1C11 cells and 22L-infected 

CGNs treated or not with inhibitors of Src kinases (PP2, 1 M), PI3K (wortmannin, 1 M), PDK1 (BX912, 1 M) or ERK1/2 (PD98059, 5 M) for 1 h 

versus uninfected cells. Scale bars, 50 m. All experiments were performed three times in triplicate. Values are the mean  s.e.m. #P < 0.005 versus 

uninfected cells (Ctrl); ##P < 0.005 versus untreated infected cells.
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Figure 3 PDK1 inhibition increases TACE-mediated cleavage of  

TNFR1 and -secretase processing of PrPC in prion-infected  

neurons. (a) Immunofluorescent labeling of TNFR1 at the surface  

of Fk-infected 1C11 cells and 22L-infected CGNs treated or not  

with inhibitors of Src kinases (PP2, 1 M), PI3K (wortmannin,  

1 M), PDK1 (BX912, 1 M) or a combination of BX912 and  

the TACE inhibitor TAPI-2 (100 M) for 1 h as compared to uninfected cells. Scale bars, 50 m.  

(b) Concentration of sTNFR1 in the culture medium of Fk- and 22L-infected 1C11 and 1C115-HT  

cells treated or not with BX912 (1 M) or a combination of BX912 (1 M) and TAPI-2 (100 M) as compared to uninfected cells (Ctrl). (c) Amount of 

PrPSc in Fk-infected 1C115-HT cells treated or not with BX912 (1 M) or a combination of BX912 (1 M) and TAPI-2 (100 M) for 6 h, as assessed 

by ELISA. (d) Western blot analysis (top) of the C1 fragment of PrP (C1) and full-length PrP (native) in Fk-infected 1C115-HT cells treated or not with 

BX912 (1 M) or a combination of BX912 (1 M) and TAPI-2 (100 M) for 6 h versus uninfected cells (Ctrl) and the ratio (bottom) of C1/native  

full-length PrP. All experiments were performed three times in triplicate. Values are the mean  s.e.m. #P < 0.005 versus uninfected cells (Ctrl);  

##P < 0.005 versus untreated Fk- or 22L-infected cells. ###P < 0.005 versus BX912-treated Fk- or 22L-infected cells.
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1C11 and 1C115-HT cells reversed prion-induced TACE phosphoryla-

tion (Fig. 2c and Supplementary Fig. 4d). Moreover, inhibition of 

Src kinases (PP2), PI3K (wortmannin) or PDK1 (BX912) promoted 

translocation of TACE back to the surface of infected cells (Fig. 2e 

and Supplementary Fig. 4e). The intensity of TACE immunoreac-

tivity at the surface of inhibitor-treated infected cells was similar to 

that in uninfected cells (Fig. 2e). Cell surface biotinylation experi-

ments at 4 °C further showed that BX912 treatment of Fk-infected  

1C115-HT neural cells failed to promote trafficking of TACE to the 

plasma membrane (Supplementary Fig. 4c), whereas BX912 treat-

ment at 37 °C induced displacement of TACE from Cav-1–enriched 

microvesicles (Fig. 2a,b) to FAK-positive membrane fractions 

(Supplementary Fig. 4b,c).

We recently reported that prion infection enhances ERK1/2 phospho-

rylation23. Here, we observed that ERK1/2 activation increased TACE 

phosphorylation at Thr735 in Fk-infected 1C11 and 1C115-HT cells 

(Fig. 2c). However, inhibition of ERK1/2 activity with PD98059 in these 

infected cells did not promote trafficking of TACE to the plasma mem-

brane (Fig. 2e and Supplementary Fig. 4e). To assess whether phospho-

rylation of TACE at residue Thr735 is sufficient to promote trafficking of 

TACE between the plasma membrane and Cav-1–enriched microvesi-

cles, we transfected uninfected 1C115-HT cells with a TACE mutant that 

mimics a constitutive phosphorylation (T735D) or dephosphorylation 

(T735A) state. Both mutated TACEs stayed at the plasma membrane of 

uninfected cells, suggesting phosphorylation at Thr735 may not be suf-

ficient to promote TACE internalization (data not shown).

Exposure of Fk-infected 1C11 cells and 22L-infected CGNs to PP2, 

wortmannin or BX912 reduced the amount of TNFR1 at the plasma 

membrane as compared to untreated infected cells (Fig. 3a), which 

suggested that TACE activity at the cell surface had been recovered. 

In Fk- and 22L-infected 1C11 and 1C115-HT cells, PDK1 inhibition 

increased the concentration of sTNFR1 in the cell medium by 60% 

as compared to untreated infected cells (Fig. 3b). Bombardment of 

infected 1C115-HT cells with tungsten microprojectiles coated with 

Cav-1–specific antibodies also increased TNFR1 shedding as com-

pared to untreated infected cells (Supplementary Fig. 5a). Recovery 

of TNFR1 shedding by BX912 depended on TACE, as inhibition 

of TACE by incubation of cells with TNF-  processing inhibitor-2  

(TAPI-2) abrogated the effects of BX912 on shedding of TNFR1 

from the cell surface (Fig. 3a) into the culture medium (Fig. 3b). 

The increase in TNFR1 shedding upon PDK1 inhibition also 

decreased sTNF- –induced activation of caspase-3 in infected cells 

(Supplementary Fig. 2).

TACE-mediated -secretase cleavage of PrPC between residues 

111 and 112 generates an N-terminally truncated (that is, membrane 

C1) fragment that cannot be converted into PrPSc (refs. 6,9). PDK1 

inhibition with BX912 in Fk-infected 1C115-HT cells decreased the 

amount of PrPSc, which was reversed by inhibition of TACE with 

TAPI-2 (Fig. 3c). Bombardment of infected 1C115-HT cells with 

tungsten microprojectiles coated with Cav-1–specific antibod-

ies also reduced the amount of PrPSc (Supplementary Fig. 5b). 

In Fk-infected 1C115-HT cells, the ratio between PrP C1 fragment 
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Figure 4 PDK1 inhibition attenuates prion disease  

in mice. (a) Survival curves of mock-inoculated (sham)  

and 22L-inoculated mice via the intracerebellar  

route (i.c.b.) infused or not with the PDK1 inhibitor  

BX912 by intraperitoneal injection (i.p.) starting at  

130 d after infection (5 mg per kg body weight  

per day; 0.25 l h−1). (b) Static rod test to assess  

motor coordination in sham and 22L-inoculated mice  

infused or not with BX912. (c) Static rod test at  

160 d after infection in 22L-infected mice treated  

with BX912, or following siRNA-mediated silencing  

of PDK1. Scramble siRNA (siScr) was used as control.  

(d) Nissl staining of viable PCNA-positive neurons in the internal granular  

layer of the cerebellum of sham mice (top), 22L-infected mice at 179 d after infection (middle) and 22L-infected mice at 201 d after infection infused 

with BX912 starting at 130 d (bottom). Scale bar, 300 m. (e) Left, cerebellar immunoperoxidase staining to visualize PrPSc deposition in brains of 

22L-infected mice infused or not with BX912. Scale bar, 100 m. Right, postmortem quantification of proteinase K–resistant PrPSc in brains of 22L-

infected mice treated with BX912 or following siRNA-mediated PDK1 silencing (siPDK1). SiScr was used as control. (f) Concentration of sTNFR1 in  

the CSF of 22L-infected mice infused with BX912 or treated with siPDK1 versus control mice (sham and siScr-treated 22L mice). Values are the mean  

 s.e.m. #P < 0.005 versus sham mice; ##P < 0.01 versus 22L-infected mice; *P < 0.005 versus 22L-infected mice. n = 10 mice per group.
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to full-length PrP (native) was reduced by approximately 85% as  

compared to that in uninfected cells (Fig. 3d). The C1/native ratio 

was increased by approximately 300% in BX912-treated Fk-1C115-HT 

cells compared to untreated infected cells (Fig. 3d). This increase in 

-secretase cleavage of PrPC by BX912 depends on TACE, as inhibi-

tion of TACE with TAPI-2 counteracted the effects of BX912 on the 

C1/native PrP ratio (Fig. 3d).

PDK1 inhibition improves prion disease in mice

To examine whether increasing TACE-mediated -secretase activity 

would attenuate prion disease in prion-infected mice, we chronically 

injected BX912 intraperitoneally (i.p.) starting 130 d after infection 

and before the onset of clinical signs (140 d). Inhibition of PDK1 

with BX912 delayed mortality in 22L-infected mice as compared to 

untreated infected mice (193.8  2.1 d versus 166.0  1.8 d, n = 10,  

P < 0.0001, Fig. 4a). In control experiments, because of BX912’s tox-

icity24, mock-inoculated (sham) mice treated with BX912 died from 

229 to 248 d (Fig. 4a). This mortality probably leads to an underesti-

mation of the beneficial effect of PDK1 inhibition in infected mice. 

PDK1 inhibition also reduced prion infection–induced impairments 

in motor function (Fig. 4b). In 22L-infected mice, the mean static 

rod score dropped to 10 by 145 d, whereas in BX912-treated infected 

mice the mean static score did not drop below 10 until 160 d. In 

sham mice, motor coordination was unchanged by BX912 treatment 

(Fig. 4b). PDK1 siRNA–mediated silencing of PDK1 in the brain of 

22L-infected mice also prevented prion-induced motor impairment 

(Fig. 4c). PDK1 inhibition with BX912 also attenuated prion-induced 

neuronal loss in the internal granular layer of the cerebellum, as 

assessed by staining of viable neurons (Fig. 4d). BX912 treatment 

or siRNA-mediated PDK1 silencing reduced the amount of PrPSc 

deposited in the brains of 22L-infected mice (Fig. 4e). Finally, BX912 

treatment or PDK1 silencing partly, but significantly, increased 

TACE-mediated shedding of TNFR1, as indicated by an increased 

concentration of sTNFR1 in the CSF of infected mice (Fig. 4f).

Ab accumulation in Alzheimer’s neurons overactivates PDK1

In Alzheimer’s disease, decreased TACE-mediated -secretase  

cleavage of APP is believed to contribute to the accumulation of A  

peptides and to the progression of the disease11,25. Recent data suggest 

that PrPC is involved in A  peptide neurotoxicity26,27. Our identifi-

cation of a PDK1-dependent mechanism controlling the trafficking 

and -secretase activity of TACE in prion-infected cells prompted us 

to examine whether the accumulation of A  peptide would increase 

PDK1 activity and whether this occurs through a PrPC-dependent 

mechanism. Increased PDK1 activity would, in turn, affect TACE-

dependent cleavage of TNFR1 and APP.

The Tg2576 APP (Swedish mutation K670N/M671L) mouse model 

of Alzheimer’s disease28 develops amyloid pathology and A  plaque 

deposition in the brain as early as 8 months of age29. Tg2576 mice with 

(TgA pos) or without (TgA neg) amyloid plaque deposits were identi-

fied by positron emission tomography (PET) imaging after Pittsburgh 

compound B injection30. PDK1 activity was increased by approximately 

150% in primary cultures of hippocampal neurons derived from 275-

day-old TgA pos mice as compared to TgA neg mice (Fig. 5a). siRNA-

mediated silencing of PrPC (siPrP) in TgA pos cultured hippocampal 

neurons reversed the increase in PDK1 activity (Fig. 5a), suggesting 

A  peptide–induced increases in PDK1 activity depend on PrPC. In 

TgA pos cultured hippocampal neurons, the amount of TNFR1 at the 

cell surface was increased by approximately twofold (Supplementary 

Fig. 6a), and the concentration of sTNFR1 in the culture medium 

was decreased by approximately 50% (Supplementary Fig. 6b), as 

compared to TgA neg neurons. In the culture medium of TgA pos 

neurons, the concentration of sAPP  was reduced by 50%, whereas 

the concentrations of sAPP , A 40 and A 42 were increased by 50–

100%, as compared to TgA neg neurons (Fig. 5b). As in prion-infected 

neurons, in TgA pos neurons TACE was enriched in Cav-1–positive 

vesicles, whereas in TgA neg neurons it was enriched in the plasma 

membrane (that is, FAK-positive fractions) (Supplementary Fig. 6c). 

Phosphorylation of TACE at residue Thr735 was increased by 2.5-

fold in TgA pos neurons as compared to TgA neg neurons (Fig. 5c). 

In TgA pos neurons, inhibition of PDK1 with BX912 decreased 

TACE phosphorylation (Fig. 5c) and promoted its trafficking to the 

plasma membrane (Supplementary Fig. 6c). PDK1 inhibition with 

BX912 or silencing with PDK1-directed siRNA in TgA pos neurons 

increased the concentrations of sTNFR1 and sAPP  and decreased 

the concentrations of sAPP , A 40 and A 42 in the culture medium 

6

5

4

3

2

1

0
siPrP –

P
D

K
1
 a

c
ti
v
it
y

(n
m

o
l 
m

in
–

1
 p

e
r 

m
g
 p

ro
te

in
)

+ – +

TgA
neg

TgA
pos

*

*
*

**#

* * *

**

#

*
* *

**
#

*

*
*

**#

*

#

IP: TACE

TACE

F
o
ld

 i
n
c
re

a
s
e
 i
n

p
h
o
s
p
h
o
ry

la
ti
o
n

pThr
WB:

T
g
A

n
e

g

T
g
A

p
o

s

T
g
A

p
o

s

+
 B

X
9
1
2

T
g
A

p
o

s

+
 s

iP
rP

4

3

2

1

0

100 kDa

100 kDa

1.2

0.8

0.4

0

s
A

P
P

 (
n
M

)
s
A

P
P

 (
n
g
 m

l–
1
)

A
4

0
 (

n
g
 m

l–
1
)

A
4

2
 (

n
g
 m

l–
1
)

5

4

3

2

1

0

1.5

1.0

0.5

0

0.3

0.2

0.1

0

TgA

ne
g

TgA

po
s

TgA
pos

si
PrP

si
PD

K1

+ 
BX91

2

+ 
BX91

2

+ 
TA

PI-2

*

#

a

c

bFigure 5 Increased PDK1 activity in hippocampal neurons from mice with  

Alzheimer’s disease–like pathology impairs TACE activity. (a) PDK1 activity 

in primary hippocampal neurons derived from 275-day-old Tg2576 

mice with A  plaque deposits (TgA pos, n = 4) and without A  deposits 
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TgA neg neurons. Impact of PDK1 inhibition with BX912 (1 M, 1 h) or 
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(Fig. 5b and Supplementary Fig. 6b).  

Increased -secretase–mediated APP 

processing depends on TACE, as TACE 

inhibition with TAPI-2 inhibited the effects 

of BX912 on release of sAPP , sAPP , A 40 

and A 42 (Fig. 5b). Finally, siRNA-mediated  

silencing of PrPC in TgA pos neurons trig-

gered effects similar to those obtained upon 

inhibition or silencing of PDK1, which sug-

gests PrPC may have a dominant role in reducing TACE activity 

(Fig. 5b,c). Inhibition of ERK1/2 activity with PD98059 in TgA pos 

neurons did not induce trafficking of TACE to the plasma membrane 

(Supplementary Fig. 6c).

PDK1 inhibition attenuates Alzheimer’s disease–like pathology

We next investigated whether inhibition of PDK1 would increase 

TACE-mediated -secretase processing of APP in Tg2576 mice and 

improve memory and cognitive impairments following the experi-

mental schedule described in Figure 6a. Injection of BX912 i.p.  

into 200-day-old Tg2576 mice reduced the number of mice with  

amyloid plaque deposits at 275 d (BX912-treated TgA pos mice) to 8 

of 100, as compared to 17 of 100 untreated TgA pos mice. The eight 

BX912-treated TgA pos mice had reduced numbers of amyloid plaques 

and reduced total surface area occupied by plaques in both the hippoc-

ampus and cortex as compared to untreated TgA pos mice (Fig. 6b). 

The concentrations of sAPP , A 40 and A 42 decreased in the CSF 

of BX912-treated TgA pos mice and were associated with increased 

concentration of sAPP  in the CSF as compared to untreated TgA pos 

mice (Fig. 6c). The effects on amyloid pathology after BX912 treat-

ment persisted until 330 d, after which BX912-treated  TgA pos mice 

were killed (Supplementary Fig. 7), indicating that PDK1 inhibi-

tion in Tg2576 mice stably increases TACE-mediated -secretase 

processing of APP and reduces A  production. Furthermore, PDK1 

inhibition increased TNFR1 shedding, as we measured an approxi-

mately 200% increase in the concentration of sTNFR1 in the CSF of 

BX912-treated TgA pos mice as compared to untreated TgA pos mice 

(Fig. 6d). Nevertheless, BX912-treated Tg2576 mice started dying at 

350 d because of BX912 toxicity24, thus limiting the beneficial effect 

of PDK1 inhibition in transgenic Alzheimer’s disease mice.

Finally, BX912 treatment reduced memory and cognitive impair-

ment in Tg2576 mice. PDK1 inhibition with BX912 improved per-

formance in a contextual fear conditioning task, as the percentage of 

time frozen recorded in BX912-treated 275-day-old TgA pos mice 

was 50% longer as compared to that of untreated 275-day-old TgA pos 

mice (Fig. 6e). siRNA-mediated silencing of PDK1 in 275-day-old 

TgA pos mice for 7 d also improved performance in the contextual 

fear conditioning task (Supplementary Fig. 8). BX912 treatment 
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Figure 6 PDK1 inhibition reduces Alzheimer’s 

disease–like pathology and cognitive and 

memory impairments in Tg2576 mice.  

(a) Schematic of the experimental procedure 

with Tg2576 mice. (b) Number (top) and 

surface area (middle) of amyloid plaques in the 

hippocampus (Hp) and cortex (Cx) of TgA pos 

mice treated or not with BX912 (n = 8). Values 

are means  s.e.m. #P < 0.001 versus untreated 

TgA pos mice (n = 17). Bottom, representative 

images of 4G8-positive A  plaques in the cortex 

of TgA pos mice treated or not with BX912. 

Scale bar, 150 m. (c,d) Concentration of 

sAPP , sAPP , A 40 and A 42 (c) and sTNFR1 

(d) in the CSF of TgA pos mice infused with 

BX912 as compared to untreated TgA pos and 

TgA neg mice (n = 4 for each group). Values are 

means  s.e.m. *P < 0.01 versus TgA neg mice; 

##P < 0.01 versus untreated TgA pos mice. 

(e–g) Percentage time frozen recorded in the 

5-min test trial (% freeze) of the contextual fear 

conditioning task (e), Morris water maze test (f) 

and nest construction (g) to assess the impact 

of BX912-mediated PDK1 inhibition (TgA pos 

+ BX912) on Alzheimer’s disease–associated 

memory impairment, as compared to untreated 

TgA pos and TgA neg mice. For each group, 

individual values and median (line)  

are shown. *P < 0.01 versus TgA neg mice; 

##P < 0.01 versus untreated TgA pos mice. 

NW, northwest. (h) PDK1 activity in the brain 

and the concentration of sTNFR1 in the CSF 

of individuals with Alzheimer’s disease (n = 6). 

Values are means  s.e.m. #P < 0.01 versus 

subjects without Alzheimer’s disease.
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improved performance in the Morris water maze test, as the time 

spent in the northwest quadrant by BX912-treated TgA pos mice was 

50% longer as compared to that of untreated 275-day-old TgA pos 

mice (Fig. 6f and Supplementary Fig. 9). Nest construction, an 

affiliative social behavior that is progressively impaired in Tg2576 

mice31, was also partially, but significantly, increased in BX912-

treated TgA pos mice (Fig. 6g). Notably, the beneficial effects on APP 

processing and memory impairment afforded by PDK1 inhibition 

with BX912 in Tg2576 mice were also seen in two other mouse mod-

els of Alzheimer’s disease, 3xTg-AD (ref. 32) and 5xTg-AD (ref. 33) 

mice (Supplementary Figs. 10 and 11). The therapeutic relevance of 

targeting PDK1 in Alzheimer’s disease is substantiated by an approxi-

mately 200% increase in PDK1 activity in human Alzheimer’s disease 

whole brains and a 90% decrease in the concentration of sTNFR1 in 

the CSF of those individuals as compared to age-matched subjects 

without Alzheimer’s disease (Fig. 6h).

DISCUSSION

Our findings suggest that PDK1 activity is increased in neurons infected 

with prions or affected by A  deposition. PDK1 inhibition lengthens 

the survival of PrPSc-infected mice and mitigates brain pathology and 

memory impairment in mouse models of Alzheimer’s disease.

Our data suggest that PDK1 activation is under the control of PrPC 

signaling. PrPC positively controls Src kinase and PI3K activities21,34. 

Interestingly, Src kinase–PI3K signaling increases PDK1 activity22. 

PrPSc may be neurotoxic by stimulating PrPC-associated signaling 

molecules35,36, including Src kinases23,37. Inhibition of Src kinases, 

PI3K or PDK1 restores TACE-mediated -secretase activity at the 

plasma membrane of infected cells. Thus, chronic recruitment of 

PrPC-coupled Src kinases and PI3K by PrPSc may promote increased 

PDK1 activity in infected neurons.

In Alzheimer’s disease, A  peptides appear to bind PrPC  

(refs. 26,27) and upon binding would increase PDK1 activity by 

promoting recruitment of PrPC-coupled Src kinases and PI3K38,39.  

In agreement with this, PDK1 activity in neurons with amyloid 

pathology returns to basal levels upon PrPC silencing.

Increased PDK1 activity decreases TACE-mediated -secretase 

processing of three major substrates involved in prion or Alzheimer 

neuropathogeneses, that is, PrPC (ref. 40), APP2 and TNFR1 

(refs. 41,42) (Supplementary Fig. 12). This results in the accumula-

tion of PrPSc in prion disease, increased production of neurotoxic A  

peptides in Alzheimer’s disease, and the enrichment of the plasma 

membrane with TNFR1 in both pathologies. PDK1 activation in 

prion-infected or Alzheimer’s disease neurons promotes phosphor-

ylation and Cav-1–mediated internalization of TACE, which in turn 

reduces TACE sheddase activity at the cell surface. PDK1 inhibition is 

sufficient to rescue TACE-mediated -secretase activity and to exert 

beneficial effects in prion and Alzheimer’s diseases (Supplementary 

Fig. 12). Indeed, at the plasma membrane of BX912-treated prion-

infected cells, TACE catalyzes the -secretase cleavage of PrPC (ref. 9) 

into an N-terminally truncated PrPC fragment that cannot convert 

into PrPSc and exerts a dominant-negative effect toward prion repli-

cation6. This mechanism may account for the decreased amount of 

brain PrPSc, the increased survival and the improved motor function 

in 22L-infected mice upon PDK1 inhibition.

In hippocampal neurons from mice with amyloid pathology, 

PDK1 inhibition increases TACE-mediated -secretase processing 

of APP and release of the neuroprotective sAPP  fragment4,5. This 

results in decreased production of A 40 and A 42, reduced plaque 

load in transgenic mice and improved performance in cognitive and  

memory tasks. Increased amount of TNFR1 in the plasma membrane of 

prion-infected or Alzheimer’s disease neurons is consistent with prior 

reports describing high expression of TNFR1 (observed by immunola-

beling) in the brains of subjects with Alzheimer’s disease41 and prion-

infected mice (Supplementary Fig. 3). Increased cleavage of TNFR1 

and release of soluble TNFR1 upon PDK1 inhibition may reduce prion 

and Alzheimer’s disease neurons from TNF- –associated inflammatory  

damage arising from activated microglia43,44, systemic inflammation45,46  

or aging47 in prion and Alzheimer’s disease. Thus, PDK1 may be 

targeted in prion and Alzheimer’s disease to rescue -secretase– 

mediated processing of PrPc and APP.

METHODS

Methods and any associated references are available in the online 

version of the paper.

Note: Any Supplementary Information and Source Data files are available in the 
online version of the paper.
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ONLINE METHODS
Antibodies. The mouse monoclonal antibodies SAF32 (A03202), SAF61 

(A03205) and SAF83 (A03207) (SPI-Bio, Montigny-le-Bretonneux, France) 

were used to detect PrP. The rabbit polyclonal antibody to TNFR1 (JM-3125) 

was from MBL International (Woburn, MA, USA). Rabbit polyclonal anti-

bodies to TACE (1131) and active caspase-3 (3015) were purchased from 

QED Bioscience (San Diego, CA, USA) and Biovision (Mountain View, CA, 

USA), respectively. The rabbit polyclonal antibody to MAP2 (AB5622) was 

from EMD Millipore (Darmstadt, Germany). The mouse monoclonal anti-

body to actin (NB600-535) was from Novus Biologicals (Littleton, CO, USA). 

Rabbit polyclonal antibodies to caveolin-1 (Cav-1) (610059) and focal adhe-

sion kinase (FAK) (sc-932) were obtained from Transduction Laboratories 

(Lexington, KY, USA) and Santa Cruz Biotechnology (SantaCruz, CA, USA), 

respectively. Specific rabbit antibody to phosphothreonine (71-8200) was from 

Zymed Laboratories (San Francisco, CA, USA). Mouse monoclonal antibody 

to -amyloid (4G8) (SIG-39220) was from Covance (Princeton, NJ, USA). 

When nonspecified, primary antibodies were used at 0.5 g ml−1 for western 

blot experiments and at 5 g ml−1 for immunofluorescence experiments.

Human Alzheimer’s disease samples. CSF and frozen post-mortem temporal 

cortex samples were obtained from six patients and six age- and sex-matched 

controls (Supplementary Table 2) enrolled in a research project approved by 

the Ethics Committee of Bichat University Hospital (Paris, France). All patients 

or caregivers gave their written informed consent for CSF assessment and for 

using post-mortem tissues. The post-mortem intervals (PMIs) never exceeded 

24 h. All these patients had an history of progressive dementia. Diagnoses were 

established by a multidisciplinary team of neurologists and neuropsycholo-

gists specialized in cognitive disorders. Diagnosis of Alzheimer’s disease was 

made according to the National Institute of Neurological and Communicative 

Disorders and Stroke-Alzheimer’s Disease and Related Disorders Association 

(NINCDS-ADRDA) criteria48. Age-matched controls had no history of progres-

sive dementia. They were dyspneic, gave informed consent and were recruited 

from the emergency and internal medicine departments of Lariboisière hospital 

(Paris, France).

Mice. Adult C57Bl/6J mice were bred and underwent experiments in level-3  

biological risk containment, respecting European guidelines for the care and 

ethical use of laboratory animals (Directive 2010/63/EU of the European 

Parliament and of the Council of 22 September 2010 on the protection of ani-

mals used for scientific purposes). Mice were inoculated with the mouse-adapted 

6PB1 bovine spongiform encephalopathy strain or with the cerebellotropic 

22L scrapie strain49 (CNRS Strasbourg, France). 200 Tg2576 (ref. 28) or 3xTg-

AD32 or 5xTg-AD33 mice of both sexes (all from Hoffmann LaRoche, Basel, 

Switzerland) were used as models of Alzheimer’s disease. CSF was collected from 

the cisterna magna under anesthesia with 3% isoflurane. All animal procedures 

were approved by the Comité Régional d’Ethique en Matière d’Expérimentation 

Animale de Strasbourg (France) and the Animal Care and Use Committee at 

Basel University (Switzerland).

Chronic intraperitoneal injection of BX912 into mice. Mice were fasted over-

night but allowed water ad libitum before the experiment. They were then anes-

thetized with isoflurane inhalation, and a midline incision was performed to 

insert into the peritoneum the polyethylene catheter of an osmotic pump (Alzet, 

Cupertino, CA, USA). BX912 or vehicle (1% DMSO in sterile normal saline buffer) 

was administered at a flow rate of 0.25 L per h, which corresponded to 100 g per 

mouse per day (5 mg kg−1 per day). Pumps were replaced every 4 weeks.

In vivo siRNA-mediated silencing. To decrease PDK1 expression in vivo, 2 g 

of siRNA directed against PDK1 (1 g l−1) was injected into the third ventricle 

three times at 36-h intervals50 7 d before behavioral and biochemical analyses. 

We considered that PDK1 was efficiently silenced when PDK1 activity mea-

sured in brain extracts of siRNA-injected mice was reduced by more than 60% 

as compared to that of siScr-injected mice.

Behavioral testing. Motor function in 22L-infected mice was assessed by 

the static rod test51. For Alzheimer’s disease mouse models, contextual  

fear conditioning52, Morris water maze task52 and nest building31 tests were 

performed as previously reported.

Cell culture and prion infection. 1C11 cells chronically infected or not by the 

mouse-adapted 22L or Fukuoka (Fk) strains18 were grown and induced to dif-

ferentiate along the serotonergic (1C115-HT) pathway17. Primary CGNs were 

isolated from dissociated cerebella of 4- to 5-day-old C57Bl/6J mice and infected 

by the 22L/Fk strains19.

Isolation and culture of Alzheimer’s disease neurons. Cultures of adult hippo-

campal AD neurons were established from Tg2576 mice as previously reported53.

Cell viability assays. The viability of ~1 × 105 infected or uninfected 1C11 or 

1C115-HT cells exposed to recombinant mouse sTNF-  (Biosource International, 

Camarillo, CA, USA) was evaluated by the cellular reduction of 3-(4,5- 

dimethylthiazol-2-yl)-2,5-diphenyltetrazolium bromide (MTT, Invitrogen, 

Carlsbad, CA, USA)36. Neuronal dysfunction in 22L-infected and uninfected 

CGNs was evaluated by sTNF- –induced dendritic fragmentation. CGNs 

seeded (5.105 cells per well) in 12-well plates coated with poly-d-lysine (Sigma-

Aldrich, St. Louis, MO, USA) were exposed to sTNF- . Cells were then fixed 

and stained with an anti-MAP2 antibody. After imaging with a fluorescence 

microscope (Zeiss Leica), cells showing fragmented versus nonfragmented 

dendrites were counted using ImageJ software. Investigators were blinded to 

treatment conditions.

Immunofluorescent labeling. Immunofluorescent labeling of PrPC, TNFR1, 

TACE and MAP2 was performed using standard protocols as reported in refs. 19 

and 54. Immunolabeling was analyzed using a Leica DMI6000 B microscope 

(Wetzlar, Germany) and subjected to image analysis with AQUA software55.

Cell extract preparation, PNGase assay and western blot analyses. Cells 

were washed in PBS/Ca2+/Mg2+ and incubated for 30 min at 4 °C in lysis 

buffer (50 mM Tris-HCl pH 7.4, 150 mM NaCl, 5 mM EDTA, 1% Triton 

X-100, 1 mM Na3VO4 and protease inhibitors (Roche)). After centrifuga-

tion of the lysate (14,000g, 15 min), the protein concentration in the super-

natant was measured with the bicinchoninic acid method (Pierce, Rockford, 

IL, USA). For the PNGase assay, protein extracts were incubated with 500 U  

N-glycosidase F (PNGase, New England Biolabs, Ipswich, MA, USA) for  

1 h at room temperature. Solubilized proteins (20 g) were resolved by 10%  

SDS-PAGE. After transfer, blocked membranes were incubated with 0.5 g ml−1  

SAF61 primary antibody. Bound antibodies were revealed by enhanced  

chemiluminescence detection (ECL, Amersham Pharmacia Biotech, Piscataway, 

NJ, USA). To standardize the results, membranes were rehybridized with an 

anti-actin antibody. The ratio between the truncated form of PrP (C1 fragment) 

and full-length PrP (Native)56 was evaluated by densitometric analyses using 

ImageJ software.

Soluble TNF-a receptor type 1 quantification. The amount of sTNFR1 was 

measured in cell culture medium or CSF by ELISA using the Mouse/Rat TNF 

RI/TNFRSF1A Quantikine ELISA Kit (MRT10) according to the manufacturer’s 

instructions (R&D System, Minneapolis, MN, USA).

TNFR1 expression and PrPSc deposition in the brains of prion-infected mice. 

Prion-infected (n = 3 6PB1-inoculated and n = 3 22L-inoculated) and control 

uninfected (n = 6) mice were killed at 90 (6PB1) and 130 (22L) d after infection 

by cervical dislocation. Brains were removed and immersed for 24 h in Carnoy’s 

fixative before being dehydrated and embedded in paraffin. Transverse sections 

(7 m thick) were cut, and immunoperoxidase staining protocols were used for 

the detection of PrPSc and TNFR1 using SAF32 (1 g ml−1) and anti-TNFR1 

(2 g ml−1) antibodies, respectively49,57,58. The specificity of PrPSc immuno-

detection was achieved by denaturing the PrPC by incubation of the sections 

in proteinase K (10 g ml−1) for 10 min at 37 °C and subsequently in 3.4 M 

guanidine thiocyanate for 15 min. The PrP- and TNFR1-bound antibodies were 

visualized using HRP-conjugated anti-mouse or anti-rabbit immunoglobulins 

(SouthernBiotech, Birmingham, AL, USA), respectively, and the Vectastain ABC 

kit (Vector Labs, Burlingame, CA, USA).
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PrPC or PDK1 silencing and enzyme inhibition. Cells were trans-

fected with siRNA against PrPC (refs. 16,36) or PDK1 (target sequence: 

AACUGGCCACUUCCAGAGAAU) using Lipofectamine 2000 reagent accord-

ing to the manufacturer’s instructions (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA).

TACE activity was inhibited with TNF-  processing inhibitor-2 (TAPI-2; 

Peptides International, Louisville, KY, USA). Src kinase, PI3K, PDK1 and MEK-

ERK1/2 kinase activity were inhibited with 4-amino-5-(4-chlorophenyl)-7- 

(t-butyl)pyrazolo[3,4-d] pyrimidine (PP2) (Calbiochem, San Diego, CA, USA), 

wortmannin (Calbiochem, San Diego, CA, USA), BX912 (Axon Medchem BV, 

Groningen, The Netherlands) and PD98059 (Calbiochem, San Diego, CA, USA), 

respectively.

TACE immunoprecipitation. TACE immunoprecipitation was performed 

according to standard protocols by using protein A–Sepharose beads (Amersham 

Pharmacia Biotech, Piscataway, NJ, USA) coupled to anti-TACE antibody and 

100 g of proteins of cell extracts. Immunoprecipitates were analyzed by west-

ern blotting using anti-TACE and specific anti-pan phosphothreonine (p-Thr) 

antibodies as described in ref. 54.

Sucrose gradient fractionation of cell membranes. TACE was detected by 

western blot analysis after sucrose gradient membrane fractionation of cell 

extracts performed under detergent-free conditions to isolate low buoyant frac-

tions enriched in caveolin-1 proteins59. The cell surface biotinylation assay was 

performed with EZ-link sulfo-NHS-SS-biotin according to the manufacturer’s 

instructions (Pierce Chemical Co, Rockford, IL, USA). After sucrose gradient 

fractionation, biotinylated TACE was immunoprecipitated and detected by HRP-

conjugated streptavidin. To detect PDK1-dependent TACE translocation back to 

plasma membrane, infected cells were treated for 1 h with BX912 (1 M) at 37 °C. 

Temperature block was performed at 4 °C. TACE was mutated at Thr735 into 

aspartic acid or alanine and these constructs were transfected using Lipofectamine 

2000 (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA) into uninfected 1C115-HT neural cells60.

Duolink proximity ligation assay. Cells were fixed with 4% paraformal-

dehyde for 30 min and then washed with PBS. After permeabilization with 

0.05% saponin, coverslips were blocked with PBS/3% ovalbumin for 30 min. 

Immunostaining was performed by simultaneous incubation of anti-TACE and 

anti–caveolin-1 antibodies. The Duolink proximity ligation assay was subse-

quently performed by J.M.L. (who was blinded to the treatment conditions) as 

instructed by the manufacturer (Olink Bioscience, Uppsala, Sweden).

Immunoelectron microscopy. Cells, grown to ~80% confluency, were rinsed 

twice with PBS, collected in PBS and 10 mM EDTA, and rinsed twice with 

PBS. The cell pellet was fixed with 0.2% phosphate-buffered glutaraldehyde for 

20–120 s and blocked with bovine albumin. Processing of cells for ultrathin cryo-

sectioning and immunolabeling was performed indirectly61, with 5- or 8-nm 

gold particles conjugated with affinity-purified goat anti-mouse or anti-rabbit 

IgG (Invitrogen, Carlsbad, CA, USA)62. The labeled specimens were negatively 

stained with sodium silicotungstate, and images were captured with a JEOL 

CX100 transmission electron microscope.

Caveolin-1 immunosequestration. Caveolin-1 immunosequestration was 

performed by cell bombardment with tungsten microprojectiles coated with 

antibody to Cav-1 (ref. 21).

Two dimensional gel electrophoresis. Two dimensional gel electrophoresis of 

TACE was performed according to the manufacturer’s instructions (Bio-Rad, 

Hercules, CA, USA) with ~1 × 106 cells.

Measurement of PDK1 activity. PDK1 activity was measured in cell extracts 

using a fluorescently labeled PDK1 substrate (5FAM-ARKRERTYSFGHHA-

COOH, Caliper Life Sciences, Hanover, MD, USA) as reported in ref. 63. The 

relative amounts of substrate peptide and product phospho-peptide were deter-

mined using a Caliper EZ-reader (Caliper Life Sciences, Hanover, MD, USA).

PrPres quantification. The amount of proteinase K–resistant PrP (PrPres) in 

infected cell extracts or brain extracts of 22L-infected mice treated or not with 

BX912 were determined using a PrP-specific sandwich ELISA64 after proteinase 

K digestion (10 g ml−1) for 1 h at 37 °C.

Internal granular layer staining. Brains were frozen in dry ice. Parasagittal 

tissue sections (12 m) were mounted on slides previously coated with 2% 3-

aminopropyl-tri-ethoxysilane in acetone (EGA, Steinheim, Germany) and fixed 

with 4% paraformaldehyde in PBS, pH 7.4 for 20 min, followed by three 5-min 

washing steps in PBS. Sections were air dried and stored at −20 °C until use. 

The sections were immunostained for PCNA65, and evaluation of viable cells 

performed with the 131I-labeled staphylococcal protein A (SpA) binding test66. 

Nissl-counterstained sections were examined with bright-field and dark-field 

optics using a Zeiss Axiophot. The films were used as negatives to produce 

reverse images, that is, white areas revealing high levels of hybridization signal 

on a dark background.

In vivo amyloid plaque detection. Amyloid plaques in Tg2576, 3xTg-AD 

and 5xTg-AD mouse models were detected by PET imaging as reported in 

ref. 30 using a microPET FOCUS F120 scanner (Siemens Medical Solutions, 

Bern, Switzerland). The Pittsburgh B compound was from Scintomics 

(Fuerstenfeldbruck, Germany) and used at a concentration of 1.5 nmol l−1.

Ab plaque staining and quantification. Tg2576 mice were killed by cervical 

dislocation at 275 d. Detection of A  plaques in the cortex and the hippoc-

ampus was performed by using 4G8 antibody (1 g ml−1) overnight at 4 °C. 

Tissue sections were next incubated with biotinylated anti-mouse secondary 

antibody (1 g ml−1) and incubated for 30 min at room temperature. Then, 

samples were rinsed and incubated with the Vectastain ABC reagent (Vector 

Labs, Burlingame, CA, USA) for 30 min. Preparations were then covered with 

diaminobenzidine at room temperature, gently washed with water, covered with 

Mayer’s hematoxylin, dehydrated with ethanol and xylene and mounted with 

Super Mount (Innogenex, San Ramon, CA, USA). Samples were analyzed using 

a Leica DMI6000 B microscope (Wetzlar, Germany) and subjected to image 

analysis with AQUA software. The number of A  plaques was estimated by 

counting the number of 4G8-positive deposits per slice (expressed as number 

of A  deposits per mm2). The load of amyloid was estimated by the area stained 

by 4G8 antibody in relation with the total area analyzed. The investigator was 

blinded to the treatment conditions.

sAPPa, sAPPb, Ab40 and Ab42 quantification. The analysis of the differ-

ent APP cleavage products (sAPP , sAPP , A 40 and A 42) was performed 

using one- and two-dimensional gel electrophoresis, immunoblotting and mass 

spectrometry67. Quantifications were achieved by a stable-isotope dilution 

methodology in combination with LC-MS/MS68.

Data analysis. An analysis of variance of the cell/animal response group was 

performed using Kaleidagraph software (Synergy Software, Reading, PA, USA). 

Values are given as means  s.e.m. Significant responses (P < 0.05) are marked by 

symbols (#,*) and their corresponding P values are provided in figure legends. 

Survival times were analyzed by Kaplan-Meier survival analysis using a log-rank 

test for curve comparisons.
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Mort neuronale et maladies à prions 
 

 

 

Résumé 

La conversion conformationnelle de la protéine prion cellulaire PrPC neuroprotectrice en protéine prion PrPSc 

infectieuse et pathogène caractérise les maladies à prions. Dans le cerveau infecté par les prions, la perte de 

PrPC, le gain de PrPSc neurotoxique  !"#$%&'#())(!%*&"concourent à la mort neuronale par des mécanismes encore 

mal connus. 

Ces travaux valident les cultures organotypiques de cervelet de souris comme système expérimental ex vivo 

favorable à l$+!,- " - " . /")+.(&%/) /"  ! montrent que #$(0/ &. " - " PrPC aussi bien que PrPSc activent des 

mécanismes apoptotiques et autophagiques qui conduisent à la mort des cellules de Purkinje du cervelet. Une 

deuxième étude in situ chez la souris montre que la compartimentation anatomo-fonctionnelle du cervelet est un 

paramètre endogène de la pathogenèse des prions de tremblante 22L. Une !1*%/%2) "/+1% "-$ 34+1% &. /"in situ 

montre que les 41%*&/"41*5*6, &!"#$(,7) &!(!%*&"-,"1+. 4! ,1"89:;<"de la cytokine pro-inflammatoire TNF-  à 

la membrane des astrocytes enveloppant les synapses excitatrices des cellules de Purkinje dans le cortex 

cérébelleux de souris infectées. Ceci implique une composante astrocytaire dans la réaction des complexes 

synaptiques aux prions. 

 

Abstract 

The conversion of the protective cellular prion protein PrPC into an infectious, neurotoxic conformer PrPSc is a 

feature of prion diseases. In the prion-diseased brain, the loss of PrPC, the production of pathogenic PrPSc and 

inflammation contribute to neuronal death by still unknown mechanisms. 

The present results validate cerebellar organotypic cultures as a valuable experimental system to study ex vivo 

these mechanisms and provide insight into the apoptotic and autophagic processes activated by the absence of 

PrPC in Prnp-deficient mice and by PrPSc prions and lead to the death of the cerebellar Purkinje cells. A second 

line of research in situ showed that the anatomo-functional compartmentation of the mouse cerebellum is an 

endogenous parameter of the pathogenesis of the 22L scrapie prions. Finally, another in situ approach revealed 

that prions increase the levels of TNFR1, a receptor for the pro-inflammatory cytokine TNF- !"at the membrane 

of the astrocytes enveloping Purkinje cell excitatory synapses in the cerebellar cortex of infected mice. This 

implies that the response of synaptic complexes to prions involves a glial component. 

 


