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Titre :  Typage moléculaire des maladies neurodégénératives dues à l'agrégation de la protéine    
α-synucléine 

Mots clés :  α-synucléine ; maladie de Parkinson ; démences à corps de Lewy ; atrophie multi-
systématisée ; maladies neurodégénératives ; prion 

Résumé : Les synucléinopathies regroupent les maladies neurodégénératives de Parkinson, les 

démences à corps de Lewy et l'atrophie multi-systématisée. Des études suggèrent que les 

synucléinopathies seraient des maladies à prion. Aujourd'hui, certains aspects manquent pour que 

l'α-synucléine soit reconnue comme un prion. Par exemple, il est à démontrer que chaque 

synucléinopathie est causée par une souche précise d'α-synucléine. Durant ma thèse j’ai mis au 

point une méthode d'amplification fiable des dépôts présents dans le cerveau des patients atteints 

de synucléinopathies. J’ai aussi documenté les procédures de nettoyage à adopter envers des 

matériels souillés, par diverses fibres amyloïdes, afin de réduire le risque de contamination. 

Finalement, j’ai été associé à une étude montrant les capacités de propagation d'assemblages 

d'α-synucléine, dans un réseau de neurones humains en culture. Ces résultats permettront des 

études structurales, et fonctionnelles, des souches d’α-synucléine dans les synucléinopathies. 

Title :  Molecular typing of neurodegenerative diseases due to the aggregation of the protein         
α-synuclein 

Keywords : α-synuclein ; Parkinson's disease ; dementia with Lewy bodies ;  multiple system 
atrophia; neurodegeneratives diseases ; prion 

Abstract : The aggregation of α-synuclein protein has been shown to be associated with 

Parkinson's disease, dementia with Lewy bodies, and multiple system atrophy, called 

synucleinopathies. Increasing amount of evidences suggest that synucleinopathies are prion 

diseases. Some aspects are missing for α-synuclein to be recognized as a prion, such as the 

existence of strains associated to synucleinopathies. During my thesis I set up a reliable method to 

amplify α-synuclein-rich deposits from patients tissues. I validated the method using all 

synucleinopathies tissues. This should allow the identification of α-synuclein strain related to each 

synucleinopathy. In addition, I also documented cleaning procedures for materials soiled with 

various amyloid fibers, in order to reduce the risk of contamination. Finally, I was associated to a 

study that shows the propagation abilities of different α-synuclein assemblies in a neuronal network 

mimicking human cortico-cortical connections. These results open the way to structural and 

functional studies of the amplified deposits. 

Université Paris-Saclay  

Espace Technologique / Immeuble Discovery 

Route de l’Orme aux Merisiers RD 128 / 91190 Saint-Aubin, France 
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Résumé 

 Les synucléinopathies sont des maladies neurodégénératives liées à 

l'agrégation de l'α-synucléine en fibres amyloïdes. Elles regroupent la maladie de 

Parkinson, les démences à corps de Lewy et l'atrophie multi-systématisée. De plus 

en plus de travaux suggèrent que l'α-synucléine aurait, dans les synucléinopathies, 

un mode d'action similaire à celui du prion PrP dans les encéphalopathies 

spongiformes transmissibles. En effet, la forme pathologique de l'α-synucléine a une 

structure différente de la forme native ; nécessite son expression par l'hôte pour 

développer la maladie ; incorpore la protéine endogène ; présente une résistance 

accrue à la protéolyse ; s'accumule dans les tissus ; est associée à la 

dégénérescence cellulaire ; présente un phénomène de barrière d'espèces ; se 

propage dans l'hôte ; et présente un phénomène de souches. 

 Aujourd'hui, deux propriétés manquent aux synucléinopathies pour être 

considérées comme des maladies à prion. Premièrement, l'aspect contagieux 

(infection par voie orale, respiratoire ou iatrogène) n'a pas été démontré. 

Deuxièmement, il n'a jamais été démontré que, pour chacune des synucléinopathies, 

il y a une souche précise d'α-synucléine. Cependant, ceci est fortement suggérée car 

certaines souches, produites in vitro, peuvent conduire au développement 

d'inclusions caractéristiques d'une synucléinopathie.  

 L'objectif principal de ma thèse a été de mettre en place une technique 

permettant d'amplifier les agrégats d'α-synucléine de chaque synucléinopathie. Pour 

cela, j'ai adapté la technique de PMCA, pour " Protein Misfolding Cyclic 

Amplification ", qui peut être traduit par " l'amplification cyclique de protéines mal-

repliées ". Cette technique, qui fut développée à l'origine pour le prion PrP, permet 
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d'amplifier la forme pathogène d'une protéine, en quelques heures, tout en 

conservant la structure amyloïde des agrégats originaux. Au cours de ma thèse, j'ai 

pu amplifier spécifiquement les dépôts présents dans le cerveau de patients atteints 

de maladie de Parkinson, de démences à corps de Lewy ou d'atrophie multi-

systématisée. J'ai pu confirmer, par des images de microscopie électronique à 

transmission, la nature amyloïde de ces assemblages amplifiés. Ces fibres serviront 

par la suite pour des caractérisations structurales et fonctionnelles, et en injection à 

des animaux. Ainsi, il sera possible de connaître les relations structure-fonction des 

assemblages selon la pathologie originelle. 

 Dans ce manuscrit, je vais principalement évoquer une étude que nous avons 

menée conjointement avec le docteur Pascal Derkinderen. Ce projet a eu pour but 

de tester l'hypothèse de Braak, selon laquelle des agrégats d’α-synucléine sont 

présents, précocement, au niveau du tube digestif dans la maladie de Parkinson. 

Pour cela, nous avons analysé à l’aveugle, par histologie et par PMCA, des biopsies 

provenant de l'antrum, du côlon sigmoïde ou du rectum de patients atteints de la 

maladie de Parkinson. Au final, nous avons mis en évidence que le côlon sigmoïde 

et l'antrum sont les régions où les biopsies ont montré la plus grande fiabilité. En 

revanche, pour les biopsies du rectum, ni l'analyse histologique, ni la PMCA n'ont mis 

en avant la présence spécifique de dépôts. Ainsi nous avons conclu que cette région 

n’est pas adaptée pour l’analyse de biopsies. Il est tout de même important de noter 

que, même avec des biopsies du côlon sigmoïde, certains patients atteints de la 

maladie de Parkinson n'ont été détectés positifs par aucune des deux méthodes. Ces 

résultats rejoignent d’autres études qui rapportent que, dans la maladie de Parkinson, 

la présence de dépôts dans le système nerveux entérique n’est pas nécessairement 

systématique, et forme un gradient rostro-caudal le long du tractus digestif. 
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 Dans une seconde partie, je me suis intéressé aux précautions à prendre pour 

la manipulation des fibres amyloïdes. En effet, l'α-synucléine, Tau et Aβ sont 

suspectées d'avoir un mode d'action similaire à celui du prion PrP. Dans un but 

préventif, nous avons documenté les procédures de décontamination à adopter 

envers les matériels de laboratoire ayant été en contact avec la forme fibrillaire de 

chacune de ces protéines. Pour cela, nous avons testé les capacités de plusieurs 

agents à détacher et dépolymériser les assemblages amyloïdes fixés sur différentes 

surfaces. Les résultats ont été compilés dans une représentation unique, simple de 

lecture, qui permet, en fonction de l'assemblage et de la nature du matériel, de 

connaitre le meilleur agent à utiliser pour la décontamination. 

 Enfin, dans une dernière partie, j'ai participé à une étude portant sur la 

propagation de différents assemblages d'α-synucléine dans des neurones humains 

induits et orientés. De nombreuses études ont rapporté la capacité de propagation 

des assemblages in vivo, ou dans des cultures cellulaires primaires. L'intérêt de cette 

étude est de s’approcher des conditions retrouvées dans le cerveau humain 

(protéome, type de cellules). En effet, par l'utilisation de cellules pluripotentes 

humaines, induites en neurones dans un système de microfluidique, il a été possible 

de simuler un réseau neuronal de connexions cortico-corticales. Ainsi, il a été 

démontré pour deux souches d'α-synucléine, qu'elles possèdent la capacité de 

rentrer dans les neurones humains, de s'y multiplier, de former des inclusions 

d’α-synucléine phosphorylées et d’être transmis à d’autres neurones via leurs 

axones. 
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I. Historique des maladies à prion 

 Jusqu'au début du 20ème siècle, un dogme voulait que les maladies 

infectieuses soient causées par trois grands groupes d'agents : les parasites, les 

bactéries et les virus. Les premiers écrits concernant les infections parasitaires 

remontent à l'Egypte antique vers 1500 avant J.C.. Le papyrus d'Ebers, découvert à 

Thèbes en 1872, décrit ce qui s'apparente être une infection de parasite (Bryan, 

1930). Les bactéries sont décrites à partir du 17ème siècle en partie grâce à 

l'observation de celles-ci par Antoni van Leeuwenhoek (Leeuwenhoek, 1673). 

Cependant, les bactéries ne seront vraiment décrites comme pathogène qu'à la fin 

du 19ème siècle par Pasteur, qui insistera d’ailleurs sur l'utilisation de matériels 

médicaux et salles d'opérations aseptiques (Pasteur et al., 1878). Pour la famille des 

virus, c’est en 1892 que Ivanovski isola et décrivit un pathogène, plus petit que les 

bactéries, et causant la mosaïque du tabac chez les plantes (Ivanovski, 1892). 

Cependant, il pensa à une toxine de bactérie. Ce n'est qu'en 1898, par des 

expériences similaires, que Beijerinck parlera de virus (Beijerinck, 1898). Depuis, il 

était admis que les maladies infectieuses étaient provoquées par des parasites, des 

bactéries, ou des virus. Pourtant, au cours du 20ème siècle, un nouvel agent 

infectieux allait être décrit, révolutionnant des concepts de biologie : le prion. 

A. Les encéphalopathies spongiformes transmissibles 

1. Historique des encéphalopathies spongiformes transmissibles 

 En 1732, le premier cas de ce qui sera défini plus tard comme une maladie 

prion, fut décrit chez un troupeau de mouton en Grande-Bretagne (Mc Gowan, 1922). 

Cette maladie, où le bétail se frotte à des pierres ou des arbres pour soulager des 
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démangeaisons, fut appelée, un siècle plus tard, la tremblante du mouton (Fig. 1A) 

(Hurtrel d’Arboval, 1828). Tout au long du 20ème siècle des maladies semblables, 

notamment sur l'aspect spongieux du cerveau, seront décrites chez l'Homme. Tout 

d'abord, la maladie de Creutzfeldt-Jakob (CJD), découverte simultanément par Hans 

Gerhard Creutzfeldt et Alfons Maria Jakob, fut décrite comme un syndrome 

neuropathologique avec de nombreux troubles plutôt qu'une maladie à ce moment 

(Fig. 1B) (Creutzfeldt, 1920; Jakob, 1921). En 1956, Gajdusek et Zigas notèrent que 

la tribu Foré, de l'actuelle Papouasie-Nouvelle Guinée, était atteinte d'une maladie 

semblable à la CJD et à la tremblante du mouton (Gajdusek et Zigas, 1959). Cette 

maladie fut nommée Kuru, provenant du langage indigène local et voulant dire 

" trembler de peur " (Fig. 1C). Rapidement, la CJD et le Kuru furent décrites comme 

étant différentes formes de la même neuropathie (Hadlow, 1959). 

 

Figure 1 : Exemples d’encéphalopathies spongiformes transmissibles. A : Photo d’un 

mouton atteint de la tremblante du mouton (Garey, 2015). B : Imagerie par 

résonnance magnétique de diffusion d’un patient atteint de CJD. Des intensités 

surélevées du signal sont détectées au niveau du cortex et du thalamus, ce qui est 

une marque de la CJD (Bozluolcay et al., 2014). C : Photo d’un adolescent en phase 

terminale de la maladie du Kuru avec incapacité totale de communiquer et de se tenir 

debout seul (Liberski, 2009). 

 L'injection à des moutons sains d'homogénats de cerveaux, ou de liquides 

céphalo-rachidiens, de moutons infectés permit de démontrer que l'agent 

responsable de la tremblante du mouton est infectieux (Cuillé et Chelle, 1936). 
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Concernant le Kuru, celui-ci fut supposé infectieux notamment par la conclusion que 

cette maladie provenait de l'alimentation de la tribu (Klitzman et al., 1984). En effet, 

jusque dans les années 50, la tribu pouvait pratiquer le cannibalisme dans le cadre 

de rites funéraires. Ainsi, les hommes de la tribu mangeaient des muscles humains, 

tandis que les femmes et les enfants mangeaient le cerveau. Or, il fut remarqué que 

les femmes étaient bien plus affectées que les hommes. Ceci permit de conclure que 

la contamination provenait de la consommation du système nerveux des morts. A la 

fin des années 60, cet aspect infectieux fut confirmé chez des chimpanzés qui, après 

injection de tissus de personnes atteintes de Kuru, développèrent la maladie 

(Gajdusek et al., 1966). De la même manière, ce résultat put être étendu à la CJD 

deux ans plus tard, démontrant ainsi l'aspect infectieux de ces deux maladies (Gibbs 

et al., 1968; Beck et al., 1969). Ces pathologies furent rassemblées dès lors sous le 

terme d'encéphalopathies spongiformes transmissibles, qui englobe d'autres 

maladies telle que l'insomnie fatale familiale. 

2. PrP : la cause des encéphalopathies spongiformes transmissibles 

 Pendant longtemps, aucun agent infectieux ne put être mis en avant. En 1938, 

il fut tout d'abord supposé que ces maladies étaient causées par un virus lent du fait 

de leurs longues incubations (Cuillé et Chelle, 1938; Sigurdsson, 1954). Cependant, 

cette hypothèse se perdra peu à peu par la suite. En effet, dans les années 40, le 

vétérinaire Gordon mis en place un protocole pour vacciner des animaux. Pour cela, 

il utilisait du formol pour inactiver un virus, trouvé dans le cerveau et la moelle 

épinière d'animaux infectés, afin de s'en servir comme vaccin (Gordon, 1946). 

Toutefois, ce protocole ne permit pas de vacciner les animaux contre l'agent 

infectieux causant la tremblante du mouton. De plus, durant les années 60, des tests 
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d'inactivation par ionisation, irradiation aux ultra-violets, chauffe, haute pression et 

autres composés qui inactiveraient les parasites, bactéries et virus, ne furent pas 

efficaces contre l'agent responsable de la tremblante du mouton (Pattison, 1965a; 

Alper et al., 1966; Prusiner, 1982). Tous ces résultats permirent la conclusion, d'une 

part que l'agent infectieux est extrêmement petit, et d'autre part qu'il est capable de 

se répliquer sans acides nucléiques (Alper et al., 1967), ce qui est contraire au 

dogme central de biologie (Crick, 1970). Ainsi en 1967, une hypothèse, allant à 

l'encontre du dogme médicale des maladies infectieuses, fut proposée : les 

encéphalopathies spongiformes transmissibles sont causées par une protéine (Alper 

et al., 1967; Griffith, 1967; Pattison et Jones, 1967; Bolton et al., 1982). Quinze ans 

plus tard, Stanley Prusiner poussera cette hypothèse encore plus loin, en parlant de 

" proteinaceous infectious particle " pour particule infectieuse protéique, retenue sous 

le terme de prion (Prusiner, 1982). Cette hypothèse fut renforcée par l'isolation d'une 

particule, infectieuse et protéique, provenant d'animaux morts (Bolton et al., 1982), et 

surtout, par l'inactivation de l'agent infectieux en utilisant des méthodes détruisant les 

protéines (Millson et Manning, 1979; Prusiner et al., 1980, 1981; McKinley et al., 

1981; Prusiner, 1982; Prusiner et al., 1983). En 1985, Bruce Chesebro et Richard 

Race cherchèrent l'origine du message de l'agent infectieux. De manière 

surprenante, ils découvrirent que l'ARN messager de l'agent, nommé PrP (pour 

protéine prion), est transcrit dans le cerveau des individus infectés, comme des 

individus sains (Chesebro et al., 1985). Ce résultat fut confirmé par la présence de la 

protéine chez les sujets malades comme sains (Oesch et al., 1985). Enfin, en 1993, 

l'hypothèse du prion fut, encore une fois, fortement renforcée par des résultats 

montrant qu'une souris, n'exprimant pas de PrP, ne pouvait pas développer de 

maladie (Büeler et al., 1993). Cette étude témoigne bien de la nécessité d'exprimer la 
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protéine pour développer la pathologie. Par la suite, de nombreuses études 

cherchèrent à comprendre en quoi la PrPc, pour " cellulaire ", est différente de la 

PrPsc, pour " scrapie " (cause de la tremblante du mouton). Il put être mis en 

évidence que la PrPc contient trois domaines en hélice-α, ainsi que deux petits 

domaines en brin-β, comptant pour 42 % et 3 % de sa structure respectivement (Riek 

et al., 1996; Hornemann et al., 1997; Liu et al., 1999). Au contraire, la PrPsc 

contiendrait 30 % d'hélice-α et entre 45 % et 54 % de brin-β (Pan et al., 1993; Colby 

et Prusiner, 2011; Soto, 2012). Pour cela, ces pathologies sont décrites comme des 

maladies conformationnelles où, en adoptant une conformation différente de la 

structure native, une protéine devient pathogène.  

B. Biochimie de l'agrégation 

1. Le repliement des protéines 

 Comment expliquer qu'une protéine puisse changer de structure et adopter 

une autre conformation que sa structure native ? Pour comprendre cela, il faut 

d'abord expliquer comment les protéines se replient. Une première réponse nous 

vient du paradoxe de Levinthal (Levinthal, 1969). Levinthal questionne le fait qu’une 

protéine ne peut pas explorer toutes les conformations qui lui sont permises de façon 

aléatoire pour trouver sa conformation native. En effet, dans un tel scénario, le temps 

de repliement serait trop long. Or, les protéines adoptent leurs conformations en 

seulement quelques secondes voire millièmes de seconde. De plus, Anfinsen montra 

que, lorsque la ribonucléase A, un enzyme, est dénaturée par de l'urée, celle-ci perd 

sa structure et donc son activité. Cependant, dès lors que l'agent dénaturant est 

retiré du milieu (par dialyse), l'enzyme retrouve sa structure illustrée par son activité 

enzymatique (Anfinsen, 1973). Ceci, couplé au paradoxe de Levinthal, permet de 
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comprendre que l'information du repliement se trouve dans la séquence même de la 

protéine. Toutefois, il est important de noter que des facteurs extérieurs jouent aussi 

un rôle important dans ce repliement comme, par exemple, la température, la force 

ionique, le pH ou encore les chaperons moléculaires. Tous ces aspects vont pousser 

les protéines à adopter une conformation active plus ou moins stable (Fig. 2). 

 

Figure 2 : Schéma des niveaux d’énergies des protéines lors de leurs repliements et 

agrégations. La rugosité de la ligne d’énergie illustre la multitude d’états 

conformationnels des protéines. Le schéma est divisé en deux parties. En gris clair 

sont illustrés les niveaux d’énergies dans la recherche d’une conformation stable en 

état monomérique, c’est-à-dire par des interactions intramoléculaires seules. En gris 

foncé sont illustrés les niveaux d’énergies des assemblages protéiques montrant la 

stabilité des fibres amyloïdes grâce aux liaisons intermoléculaires. Adaptée de (Jahn 

et Radford, 2008). 
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Néanmoins, même repliées, les protéines ne sont pas statiques et oscillent 

autour d’une ou plusieurs conformations (Fersht, 1999). Par exemple, dans le cas 

des protéinopathies, les protéines incriminées sont souvent partiellement non-

repliées (ex : PrP), voir sans aucune structure définie (ex : α-synucléine), ce qui leurs 

permet d’explorer constamment de nombreuses conformations. De plus, le 

repliement peut survenir lors d'une liaison avec un partenaire. Par exemple, la 

protéine Tau, qui n’a pas de conformation définie dans le cytoplasme, adopte un 

repliement lorsqu'elle se lie à de la tubuline en solution ou à des microtubules 

(Cleveland et al., 1977; Kadavath et al., 2015; Li et al., 2015). Finalement, la 

fréquence de chacune des conformations d'une protéine est définie par de nombreux 

facteurs tels que : la stabilité des interactions intramoléculaires, les conditions 

physico-chimiques, ou encore la présence de ligands permettant des interactions 

intermoléculaires. 

2. De la structure native à l'agrégat 

 Dans le cas où une protéine adopte une mauvaise conformation, pathologique 

ou non, celle-ci peut avoir plusieurs destins. Premièrement, cette structure peut 

disparaître d'elle-même. En effet, comme nous avons vu, si cette conformation n'est 

pas stable, ou stabilisée par des interactions, alors elle ne sera que transitoire. 

Deuxièmement, dans le cas où cette structure persiste, alors elle sera prise en 

charge par le système des chaperons moléculaires. Effectivement, ce système est 

défini comme l’ensemble des protéines cellulaires dont la fonction est de permettre le 

repliement de polypeptides (Ellis, 1987). Cette activité survient, entre autres, lors de 

la synthèse protéique, dans un contexte de stress cellulaire affectant la structure des 

protéines, ou encore pour aider les polypeptides à passer au travers des membranes 
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(Chang et al., 2007; Tang et al., 2007). Il est toutefois important de préciser que, 

dans le cas des encéphalopathies spongiformes transmissibles, les chaperons 

pourraient aussi accélérer l’agrégation de PrP (DebBurman et al., 1997; Stöckel et 

Hartl, 2001; Stroylova et al., 2014). Troisièmement, dans le cas où la protéine 

persisterait dans sa mauvaise conformation, le système de dégradation ubiquitine-

protéasome (" Ubiquitin-Proteasome System " : UPS) peut la prendre en charge. 

Celui-ci peut être défini par deux groupes agissant conjointement. Le premier groupe 

est composé d'ubiquitines ligases qui vont marquer les protéines mal-repliées par 

une chaîne poly-ubiquitine. Le deuxième groupe, constitué du protéasome 26S, est 

composé du complexe 20S, ayant l’activité de dégradation des protéines, et d’un ou 

deux complexes régulateurs 19S, ayant une activité ATPase. Ainsi, les protéines 

mal-repliées seront marquées par une chaîne poly-ubiquitine, permettant l'adressage 

de celles-ci au protéasome pour être dégradées (Glickman et Ciechanover, 2002; 

Goldberg, 2003). Cependant, dans le cadre d’une encéphalopathie spongiforme 

transmissible, l’UPS fonctionne moins bien. En effet, dans ces pathologies, il a été 

démontré que PrPsc est retrouvée ubiquitinée mais non dégradée (Kang et al., 2004). 

Ceci serait la conséquence de l’agrégation de PrP qui inhiberait le protéasome en 

interagissant avec celui-ci. De plus, il a été montré qu’avec le vieillissement, ces 

systèmes sont moins performants (Labbadia et Morimoto, 2014).  

 Cette diminution d'efficacité des systèmes de contrôle pourrait permettre 

l’accumulation de protéines mal-repliées, sous forme de fibres extrêmement stables, 

appelées fibres amyloïdes (Fig. 2 et 3) (Peelaerts et al., 2018). Les fibres amyloïdes 

sont définies par des propriétés bien précises : 1- elles s'allongent aux extrémités par 

l'incorporation de protéines monomériques ayant la bonne conformation ; 2- elles ont 

des propriétés spécifiques de marquage (par exemple : le rouge congo ou la 
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thioflavine T) ; 3- elles présentent une résistance à la protéolyse ; 4- elles ont une 

apparence fibrillaire en microscopie électronique ; 5- elles ont un fort contenu en 

feuillet β (Soto, 2003; Cobb et Surewicz, 2009). 

 

Figure 3 : Schéma de l’agrégation d’une protéine nativement non-repliée. Une 

protéine non-repliée (à gauche) peut, de manière réversible, acquérir une 

conformation pouvant s’agréger. Si cette structure entre en contact avec une autre 

protéine, de la même conformation, alors elles pourront s’assembler en oligomère 

dont la stabilité augmentera avec le nombre d’interactions (illustré par le gradient de 

blanc à rouge). Il est à noter que ce phénomène est réversible tant que des liaisons 

latérales ne stabilisent pas l’ensemble. La stabilité de ces assemblages dépendra de 

la constante d’association de la protéine, et de nombreux autres facteurs tels que la 

concentration en monomère, le taux de conversion sous forme agrégante, ou encore 

l’encombrement moléculaire. L’assemblage deviendra très stable une fois des 

liaisons latérales établies. Au-delà d’une certaine taille, les fibres peuvent se 

fragmenter en des assemblages plus ou moins stables qui, par augmentation du 

nombre d’extrémités pouvant s’allonger, vont permettre la propagation de la forme 

amyloïde. Adaptée de (Melki, 2018a). 

 Ainsi, lorsque PrPc adopte sa forme pathogène, PrPsc, celle-ci peut former des 

fibres amyloïdes qui s'accumulent dans le cerveau des patients atteints (Bolton et al., 

1982; Prusiner et al., 1983; DeArmond et al., 1985; Caughey et Raymond, 1991; 

Borchelt et al., 1992; Gasset et al., 1993; Saborio et al., 2001; Deleault et al., 2005; 

Barria et al., 2009; Zhang et al., 2013).  
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C. La complexité de l'étude des maladies à prion 

1. Le principe de souches 

Durant le 20ème siècle, de nombreuses formes d’encéphalopathies 

spongiformes transmissibles furent produites et décrites, par exemple chez la souris 

(Fraser, 1976; Dickinson et Fraser, 1977), chez le hamster (Chandler et Turfrey, 

1972; Kimberlin et Walker, 1977; Safar et al., 1998), ou encore chez le vison (Bessen 

et Marsh, 1992). Ainsi, les différentes formes de pathologies, appelées souches, ont 

pu être classées dans des groupes selon les paramètres suivants (Dickinson et 

Meikle, 1969; Fraser et Dickinson, 1973; Kimberlin et Walker, 1979; Bruce et al., 

1989, 1991; Bruce, 1993) : 1- dans une espèce donnée, la concentration d’agent 

infectieux, dans le cerveau des animaux, est la même au moment du développement 

des symptômes, et ne dépend pas de l’âge, de la dose injectée, ou de la zone 

d’injection ; 2- le temps d’incubation, soit le temps entre l’injection et le 

développement des symptômes, est stable dans une lignée animale définie, et ne 

varie que par le site d’injection et la quantité injectée ; 3- les lésions retrouvées pour 

une souche sont toujours les mêmes et sont indépendantes du site d’injection et de 

l’espèce.  

Cependant, comment expliquer les différences entre les souches ? Une 

première hypothèse fut que chaque souche est définie par l'interaction de matériels 

génétiques avec la forme pathologique de PrP (Weissmann, 1991). Cette hypothèse 

fut rapidement abandonnée par la suite, notamment par l’observation que des hautes 

doses d’ionisation, ou d’ultra-violet, n’influent pas sur la stabilité de la souche (Bruce, 

1993). Une deuxième hypothèse est que les modifications post-traductionnelles de la 

PrP permettent de discriminer les souches. En effet, le ratio de PrP mono-glycosylé 
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sur di-glycosylé n’est pas le même entre la CJD classique et le nouveau variant de la 

CJD (Collinge et al., 1996; Hill et al., 1997). Toutefois, cette hypothèse n’est pas 

suffisante pour expliquer la large gamme des souches qui a été caractérisée 

(Somerville et Ritchie, 1990). Enfin, sachant que les séquences de PrPc et de PrPsc 

sont identiques, mais que leurs structures secondaires sont différentes, une troisième 

hypothèse serait que chaque souche est caractérisée par une structure distincte de 

la PrPsc (Safar et al., 1993; Stahl et al., 1993). Cette hypothèse a pu être validée par 

l’observation, chez le vison ou le hamster, que les souches sont caractérisées par 

différentes conformations de PrPsc (Bessen et Marsh, 1994; Safar et al., 1998). Par la 

suite, chez l’Homme, il put être démontré que dans l’insomnie fatale familiale PrPsc a 

une structure différente que dans la CJD (Telling et al., 1996). De même, le nouveau 

variant de la CJD (Will et al., 1996) a été caractérisé comme ayant une structure, 

différente de celle retrouvée dans une CJD sporadique, mais identique à 

l’encéphalopathie spongiforme bovine. Ceci permit d’ailleurs de conclure qu’il y a eu 

une transmission de la pathologie de la vache à l’Homme (Collinge et al., 1996; 

Bruce et al., 1997; Hill et al., 1997). Par ailleurs, la stabilité de la structure des 

souches a aussi été mise en avant. En effet, au fil des passages d’animaux en 

animaux, la pathologie reste la même, témoignant d’une conservation de la souche 

(Bruce, 1993; Bessen et Marsh, 1994; Collinge et al., 1996; Telling et al., 1996; 

Bruce et al., 1997). Dans l’idée de confirmer que c’est bien la structure de la PrPsc 

qui fait la souche, il a été démontré chez l’animal, avec différentes fibres amyloïdes 

synthétiques de PrP, que les temps d’incubations et les profils pathologiques ne sont 

pas les mêmes selon la structure des assemblages (Legname et al., 2004, 2005; 

Colby et al., 2009).  
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Figure 4 : Illustration du phénomène de souches. Dans la multitude de structure que 

peut adopter une protéine (jaune, turquoise, bleu, violet, ou vert), seules certaines de 

ces conformations ont la capacité de former des fibres amyloïdes. Par exemple, ici, 

les conformations turquoise, bleue et violette se feront et se déferont sans formation 

de fibres. Cependant, lorsque la protéine adoptera la structure jaune, ou verte, celle-

ci pourra former des fibres amyloïdes. Pour cela, il faudra que la protéine interagisse 

avec d’autres monomères, ayant la même structure, afin de s’allonger. Ainsi, à partir 

d’une protéine monomérique, différentes fibres amyloïdes, ayant des caractéristiques 

structurales distinctes, pourront être obtenues. La capacité d’assemblages aux 

extrémités des fibres dépend de la conformation compatible ou non des monomères. 

Il n’est pas possible d’incorporer des monomères aux structures incompatibles. Cela 

explique l’homogénéité structurale des amyloïdes. Adaptée de (Brundin et Melki, 

2017) 

Finalement, il fut suggéré que l’information pathologique est présente dans la 

fibre via la structure des monomères (Fig. 4). Cette information est conservée car, 
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lorsqu’une protéine est incorporée dans l’assemblage amyloïde, celle-ci possède la 

même conformation que celle présente dans la fibre (Bessen et al., 1995; Legname 

et al., 2004). 

2. Le phénomène de barrière d'espèces 

 Dans la recherche, pour comprendre le phénomène de souches, une autre 

caractéristique du prion fut mise en avant : la barrière d’espèces (Pattison, 1965b). 

Ainsi, Zlotnik et Rennie (Zlotnik et Rennie, 1965) mirent en avant que le temps 

d’incubation d’une souche, provenant de chèvres ou de moutons infectés, décroit au 

fil des passages chez la souris. Au contraire, une souche stable chez la souris verra 

son temps d'incubation augmenter si, avant réinjection chez la souris, il y a eu 

passage chez la chèvre ou le hamster. Par la suite, il fut démontré que cette 

adaptation de la souche va, au fil des passages chez une même espèce, faire 

baisser le temps d’incubation jusqu’à ce que celui-ci se stabilise (Kimberlin et Walker, 

1977), tout en augmentant le temps d’incubation chez l’hôte d’origine (Kimberlin et 

Walker, 1978). L’explication de ce phénomène peut venir des différences dans la 

séquence de PrP entre les espèces. En effet, si une souris possède le gène codant 

la PrP de hamster, alors le temps d’incubation d’une souche provenant d’un hamster 

sera réduit proportionnellement à la quantité de PrP d’hamster exprimée, dès le 

premier passage (Carlson et al., 1989; Scott et al., 1989; Prusiner et al., 1990). De 

même, au sein d’une espèce, des mutations ponctuelles dans la séquence de la PrP 

vont aussi faire varier le temps d’incubation d’une souche (Lowenstein et al., 1990). 

Finalement, il a été conclu que le temps d’incubation dépend de la souche, de la 

barrière d’espèces et du génotype de l’individu (Hill et al., 1997). 
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Depuis la découverte que des maladies peuvent être causées par le mauvais 

repliement d'une protéine, de nombreuses autres pathologies ont été décrites 

comme étant des protéinopathies (Tab. 1). Celles-ci sont toutes liées à l'agrégation 

d'une ou plusieurs protéines, et peuvent présenter des mécanismes similaires à ceux 

des encéphalopathies spongiformes transmissibles. Dans le cadre de ma thèse, je 

me suis particulièrement intéressé au groupe des maladies parkinsoniennes 

regroupant la maladie de Parkinson, les démences à corps de Lewy (DLB) et 

l'atrophie multi-systématisée (MSA). 

 

Tableau 1 : Principales protéinopathies connues et leurs protéines associées. 
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II. Les maladies parkinsoniennes 

A. La maladie de Parkinson 

1. Présentation 

 En 1817, dans " An essay of the shaking palsy ", James Parkinson décrivit des 

symptômes de patients avec des troubles moteurs sans atteinte intellectuelle 

(Parkinson, 1817) : 

' involuntary tremulous motion, with lessened muscular power, in parts not in 

action and even when supported; with a propensity to bend the trunk 

forwards, and to pass from a walking to a running pace: the senses and 

intellects being uninjured ' 

 Plus de cinquante ans plus tard, Jean-Martin Charcot donna à ce trouble le 

nom de maladie de Parkinson (Charcot, 1872). Depuis, la maladie de Parkinson est 

décrite comme une maladie liée à l'âge. En effet, l'âge moyen des patients lors du 

diagnostic est de 60 ans, avec une espérance de vie de douze à quinze ans. Il s'agit 

de la deuxième maladie neurodégénérative après la maladie d'Alzheimer, avec une 

prévalence, en France, de 150 000 et une incidence de 10 à 18 pour 100 000 

personnes par an (Van Den Eeden et al., 2003), avec un pic d'incidence à 1 903 pour 

100 000 personnes par an chez les personnes ayant 80 ans ou plus (Pringsheim et 

al., 2014). Enfin, un doublement du nombre de cas est attendu d'ici 2030 (Dorsey et 

al., 2007). 
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2. Les symptômes et le diagnostic 

 Aujourd'hui, le diagnostic est basé sur un ensemble de symptômes moteurs 

rassemblé sous l'acronyme TRAP pour : - Tremblement au repos (le pouce doit 

trembler lorsque la main est posée sur le genou, mais il peut y avoir des 

tremblements de la main, du bras, des pieds, des lèvres ou du menton) ; - Rigidité 

(en faisant tourner lentement le poignet ou le coude du patient il doit y avoir une 

résistance, souvent asymétrique) ; - Akinésie ou bradykinésie (les patients marchent 

lentement, avec une faible amplitude du balancement des bras et une hésitation 

dans l'initiation de la marche) ; - instabilité Posturale (besoin de se tenir à quelqu'un 

ou quelque chose pour se lever et/ou marcher ; survient plus tardivement dans la 

maladie) (Fernandez, 2015). Ainsi, pour parler de parkinsonisme, il faut avoir au 

moins deux de ces quatre symptômes, sachant que les tremblements et la rigidité ont 

plus d'importance pour le diagnostic.  

Il existe de nombreuses combinaisons de troubles moteurs qui ont conduit à la 

création de différents sous-types (Marras et Lang, 2013). Les deux principaux 

groupes sont la maladie de Parkinson avec tremblements dominants (généralement 

absence des autres symptômes moteurs) et la maladie de Parkinson sans 

tremblements (surtout rigidité et instabilité posturale) (Kalia et Lang, 2015). De plus, 

les patients atteints de la maladie de Parkinson doivent répondre à la dopamine 

synthétique ou L-DOPA (principal traitement). En effet, dans le cas de la maladie de 

Parkinson, l'administration de L-DOPA va inhiber les symptômes moteurs pendant 

une période appelée la " lune de miel ", avant que le patient soit atteint de dyskinésie 

(Ehringer et Hornykiewicz, 1960; Birkmayer et Hornykiewicz, 1998). 
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 De nombreux autres symptômes ont été décrits comme arrivant en phase 

prodromique voire préclinique de la maladie. Les plus communs sont 

l'anosmie / hyposmie, la constipation, la dépression, la fatigue et des troubles du 

comportement du sommeil paradoxal. D'autres symptômes moins fréquents peuvent 

être décrits comme l'anxiété, la micrographie, la modification de la parole 

(hypophonie, bégaiement, etc…), la posture voutée ou encore des troubles érectiles 

(Wirdefeldt et al., 2011; Postuma et al., 2012; Bonnet et al., 2012). Certains de ces 

symptômes pourraient servir de marqueurs afin de détecter la maladie de Parkinson 

avant l'apparition des symptômes moteurs. Par exemple, 30 % des patients avec des 

troubles du comportement du sommeil paradoxal ont développé une maladie 

parkinsonienne trois ans plus tard, et cela monte à 66 % sept ans et demi plus tard 

(Dehay et al., 2015). D'autres symptômes peuvent survenir plus tard tels que des 

troubles cognitifs, des hallucinations, des troubles du système autonome 

(incontinence urinaire, hypotension orthostatique…) ou encore des démences (Hely 

et al., 2005, 2008). 

 Malgré la large gamme de symptômes qui permet de décrire la maladie 

(Jankovic, 2008), le diagnostic de la maladie de Parkinson reste compliqué. 

Toutefois, il peut être confirmé après autopsie. En effet, dès le début du 20ème siècle, 

un lien entre maladie de Parkinson et présence de dépôts protéiques dans certaines 

régions du cerveau fut établit. Ces dépôts sont appelés corps de Lewy (ou " Lewy 

Bodies " : LB) (Lewy, 1912; Tretiakoff, 1919). Le marqueur pour le diagnostic de la 

maladie de Parkinson devient la dépigmentation de la substance noire associée à la 

présence de LB.  

 



 

34 
 

3. La théorie de Braak 

 Même si la maladie de Parkinson est caractérisée par des inclusions dans les 

neurones dopaminergiques de la substance noire pars compacta (SNpc), des LB 

sont trouvés dans de nombreuses autres régions du cerveau, ainsi que dans les 

neurones du système digestif (Kupsky et al., 1987; Wakabayashi et al., 1988; Forno, 

1996; Lebouvier et al., 2008). Durant le début des années 2000, Heiko Braak mit en 

avant le fait que cette maladie progresse selon un profil caractéristique, qu’il put 

découper en 6 stades. La pathologie pourrait débuter au niveau du bulbe olfactif, du 

tronc cérébral, ou encore du système nerveux digestif, avant de se propager dans le 

cerveau (Fig. 5) (Braak et al., 2003a, 2003b, 2006; Hawkes et al., 2007; Braak et Del 

Tredici, 2008, 2009; Dickson, 2012). Par la suite, de nombreuses équipes mirent en 

avant un lien entre les stades de Braak, la zone affectée et les symptômes du patient 

(Tab. 2). Par exemple, le stade 1 correspond aux troubles digestifs (Pfeiffer, 2003), 

ou le stade 3 correspond à l’apparition des symptômes moteurs, lorsque 50 à 60 % 

des neurones dopaminergiques de la SNpc sont morts (Lee et al., 1994; Thobois et 

al., 2005; Dickson et al., 2009; Schapira, 2009; Bonnet et al., 2012; Kordower et al., 

2013). 

 Bien qu'étant largement acceptés, notamment par la démonstration, chez le 

rat, que des agrégats peuvent effectivement passer des neurones du système 

digestif au cerveau (Phillips et al., 2008; Holmqvist et al., 2014), certains groupes 

remettent en cause les stades de Braak. En premier lieu, il est rapporté que les 

stades de Braak ne permettent de classifier que jusqu'à 50 % des patients avec des 

dépôts protéiques (Jellinger, 2008; Zaccai et al., 2008; Beach et al., 2009).  
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Figure 5 : Représentations des stades de Braak. A : Schéma de la progression de la 

maladie de Parkinson dans le cerveau. Les différents stades de Braak sont colorés 

de rose clair à noir. Plus la couleur est foncée plus la zone est affectée précocement 

dans la maladie. Ce schéma montre, selon l’hypothèse de Braak, la diffusion 

progressive des dépôts protéiques dans le cerveau au cours de la maladie. B : Zones 

du cerveau affectées selon les stades de Braak. Les différents stades de Braak sont 

annotés de 1 à 6. Pour un stade, plus la couleur est foncée plus la zone est affectée 

précocement. Adaptée de (Braak et al., 2003b). 

 

Tableau 2 : Relation entre les stades de Braak, la localisation des dépôts et les 

symptômes du patient. 
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De plus, dans la classification de Braak, tous les patients présentent des 

dépôts dans le noyau moteur dorsal du nerf vague. Ceci peut être un biais dans 

l’analyse puisque certains cas sont rapportés comme n'ayant pas de dépôt dans 

cette région (Kalaitzakis et al., 2008; Kingsbury et al., 2010; Visanji et al., 2013). Par 

ailleurs, l'hypothèse d'une progression depuis le système digestif au cerveau provient 

surtout de l'observation d'un gradient de phosphorylation des dépôts (Beach et al., 

2010). Cependant, il a été rapporté que 65 % des patients ont autant de dépôts dans 

la SNpc que dans le noyau moteur dorsal du nerf vague (Jellinger, 2008). Enfin, 

même chez des patients sains, des dépôts dans le système nerveux entérique sont 

retrouvés (Kupsky et al., 1987). Finalement, il a été rapporté que les stades de Braak 

correspondraient surtout avec les maladies de Parkinson ayant eu un début précoce, 

mais beaucoup moins avec les cas déclarés tardivement (Halliday et al., 2008). 

B. Les démences à corps de Lewy 

1. Présentation 

 Dans certains cas, s'il n'y a pas ou peu de réponse à la L-DOPA, et que 

certains symptômes arrivent de manière trop précoce, le diagnostic écartera la 

maladie de Parkinson pour une autre maladie neurodégénérative (Tab. 3) 

(Fernandez, 2015). C'est ainsi qu'en 1961, Okazaki et ses collègues firent la 

description des démences à corps de Lewy (" Dementia with Lewy Bodies " : DLB) 

(Okazaki et al., 1961). Ils décrivirent deux cas clinico-pathologiques qui présentaient 

une démence progressive, avec troubles moteurs, et associés à des inclusions de 

type LB dans les neurones corticaux. Cependant, cette maladie ne sera vraiment 

reconnue que trente ans plus tard, notamment après la publication du guide de 

diagnostic pour les DLB (McKeith et al., 1996). Aujourd'hui, les DLB sont connues 
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comme la deuxième cause de démences après la maladie d'Alzheimer (soit 25 % 

des démences totales). Les DLB sont aussi des maladies liées à l'âge avec un âge 

moyen lors du diagnostic de 70 ans et une espérance de vie de cinq ans (McCann et 

al., 2014). Les DLB ont une prévalence de 0,7 % à 65 ans avec une incidence de  

3,5 /100 000 personnes par an (Mayo et Bordelon, 2014).  

Tableau 3 : Comparaison des principales caractéristiques des maladies 

parkinsoniennes. Adapté de (McCann et al., 2014). 

 

2. Les symptômes et le diagnostic 

 Comme pour la maladie de Parkinson, les DLB sont caractérisées par des 

troubles moteurs parkinsoniens. Cependant, ceux-ci sont généralement bilatéraux et 

symétriques (McKeith et al., 2005). De plus, les DLB sont surtout caractérisées par 

des démences, des déficits de l'attention et des troubles intellectuels qui surviennent 

bien plus rapidement que chez un patient atteint de maladie de Parkinson. Enfin, 

avec l'avancée de la maladie, les patients sont souvent atteints d'anomie / aphasie, 

d'apraxie ou encore de troubles de la mémoire (Mayo et Bordelon, 2014).  
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 Finalement, le diagnostic se basera sur une triade de symptômes qui sont les 

troubles cognitifs, les hallucinations visuelles et les troubles moteurs de la TRAP 

(McKeith, 2006). Par ailleurs, le diagnostic peut être facilité dans le cas où le patient 

serait victime de chutes répétées, de pertes de conscience, de délires, 

d'hallucinations non-visuelles ou encore de dépression. Il est à noter que, comme 

pour la maladie de Parkinson, les troubles du comportement du sommeil paradoxal 

sont un signe avant-coureur de la maladie, car ils peuvent survenir jusqu'à quelques 

années avant les troubles moteurs et cognitifs. 

 Comme pour la maladie de Parkinson, le diagnostic définitif est très compliqué 

du fait de la variation des symptômes possibles (Papka et al., 1998). Plusieurs 

groupes de DLB ont été créés dont les plus communs sont les DLB pures, la maladie 

de Parkinson avec démences, ou encore les DLB associées à la maladie 

d'Alzheimer. Ces groupes ne sont pas admis par tous, en effet les différences sont 

minces. Par exemple, pour déclarer une DLB pure, les troubles doivent être plus 

exécutifs que mémoriels ; dans le cas d'une maladie de Parkinson avec démences, 

le patient doit avoir des démences dans l'année qui suit le diagnostic ; dans un 

mélange DLB et maladie d'Alzheimer, le déclin doit être plus rapide avec une durée 

de maladie plus courte (McCann et al., 2014). Par ailleurs, la confusion entre maladie 

d’Alzheimer et DLB est très fréquente. 

3. L'histopathologie 

 Comme pour la maladie de Parkinson, le diagnostic peut être confirmé post-

mortem puisque, dans le cas des DLB, les LB sont plus diffus, plus abondants, et 

localisés principalement dans les régions corticales et sous-corticales du cerveau 

(Fig. 6) (Kosaka, 1978). En plus de ces régions, il a été découvert que les LB sont 
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aussi retrouvés dans la substance noire, ainsi que dans le système limbique dont 

l'amygdale et l'hippocampe (Kosaka, 1990; Spillantini et Goedert, 2000).  

Contrairement à la maladie de Parkinson, il n'a pas encore été montré de 

progression typique dans le cas des DLB. Alors que certains supposent que la 

maladie commencerait dans le mésencéphale avant de se propager au néocortex 

(McCann et al., 2014), d'autres font l'hypothèse inverse et avancent que la maladie 

commencerait dans les régions corticales avant de se propager jusque dans le 

mésencéphale (Kosaka, 2014).  

 

Figure 6 : Marquage histologique des dépôts selon la maladie parkinsonienne. Le 

marquage a été réalisé par un anticorps anti-α-synucléine. La barre noire sur les 

images représente l’échelle = 25 µm. Adaptée de (McCann et al., 2014). 

C. L'atrophie multi-systématisée 

1. Présentation 

 En 1960, Milton Shy et Glenn Drager décrivirent le cas de deux patients 

atteints d'hypotension orthostatique, de perturbation du système autonome et avec 

des troubles moteurs ressemblant à ceux présents dans la maladie de Parkinson 

(Shy et Drager, 1960). En 1969, ces symptômes, connus sous le nom de syndrome 
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Shy-Drager, furent rassemblés avec l'atrophie olivo-ponto-cérébelleuse et la 

dégénérescence striatonigrale sous un terme unique : l'atrophie multi-systématisée 

(" Multiple System Atrophia " : MSA) (Graham et Oppenheimer, 1969).  

Aujourd'hui, la MSA est définie comme une maladie liée à l'âge, avec un âge 

moyen lors du diagnostic de 60 ans et une espérance de vie entre celle des patients 

atteints de DLB et celle des patients atteints de maladie de Parkinson, soit entre six 

et neuf ans (Tab. 3) (McCann et al., 2014). La MSA possède une prévalence entre 

1,9 et 4,9 / 100 000 (Chiò et al., 1998; Tison et al., 2000), augmentant à 7,8 /100 000 

chez les plus de 40 ans (Schrag et al., 1999). La MSA présente une incidence entre 

0,1 et 3 / 100 000 personnes par an (Bower et al., 1997) et augmente avec l'âge 

(12 / 100 000 personnes par an chez les plus de 70 ans (Chrysostome et al., 2004)).  

2. Les symptômes et le diagnostic 

 Cette maladie, qui ne répond pas à la L-DOPA, est séparée en deux groupes 

(Gilman et al., 2008). Le premier groupe, majoritairement présent sur le continent 

asiatique, est appelé MSA-C pour MSA cérébelleuse. Il se caractérise par une ataxie 

de la posture et des membres, ainsi que des difficultés à parler. Le deuxième groupe, 

majoritairement présent dans les pays occidentaux, est appelé MSA-P pour MSA 

avec parkinsonisme. Il se caractérise par des symptômes moteurs de la TRAP qui 

sont généralement symétriques et une espérance de vie plus courte. Dans les deux 

groupes, la grande majorité des patients (75 à 95 %) auront des troubles du système 

autonome, notamment le système gastro-intestinal, cardiovasculaire et urogénital. A 

des stades plus avancés, les patients seront atteints de dysphonie, dysphagie et 

dystonie. Enfin, comme pour la maladie de Parkinson et les DLB, la MSA est 

caractérisée par une phase prodromale où le patient pourra être atteint de troubles 
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du comportement du sommeil paradoxal, mais aussi de troubles urogénitaux (dont 

des problèmes sexuels), de dépression et d'anxiété, tout ceci pouvant survenir des 

mois voire des années avant le diagnostic (McCann et al., 2014; Jellinger, 2018).  

Il est important de préciser que, contrairement à la maladie de Parkinson et 

aux DLB, les patients atteints de MSA ne présentent ni d'atteinte olfactive, ni 

d'hallucination. Concernant les démences, il s'agit d'un symptôme controversé 

puisque certains estiment qu'il n'y en a pas (Gilman et al., 1999, 2008), alors que 

d'autres estiment qu'entre 10 et 30 % des patients atteints de MSA développeraient 

des démences (Kitayama et al., 2009; Brown et al., 2010; Kim et al., 2013; Stankovic 

et al., 2014). 

3. L'histopathologie 

 Comme pour la maladie de Parkinson et les DLB, la MSA peut être confirmée 

de manière post-mortem (Koga et al., 2015). La principale marque de la MSA est la 

présence d'inclusions protéiques dans le cytoplasme des cellules gliales du système 

nerveux (Fig. 6), dont les plus affectées sont les oligodendrocytes (Papp et al., 1989; 

Trojanowski et al., 2007). Toutefois, des inclusions dans les neurones sont aussi 

détectables (McCann et al., 2014). De même, dans des stades très avancés de la 

maladie de Parkinson, des inclusions sont détectées dans certaines cellules gliales 

du cerveau, dont les astrocytes (Arai et al., 1999; Braak et al., 2007).  

Dans le cadre d'une MSA, les principales régions affectées du cerveau sont le 

cervelet et le pont (surtout pour MSA-C), la SNpc et le striatum (surtout MSA-P), ainsi 

que la moelle épinière et le système nerveux entérique (Benarroch et al., 2005, 2006; 

Pouclet et al., 2012; McCann et al., 2014; Jellinger, 2018). Comme pour les DLB, et 
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contrairement à la maladie de Parkinson, il n'y a pas de profil d'évolution typique qui 

a pu être décrit (Fujishiro et al., 2008). Cependant, il a été tenté de découper la 

maladie en 3 stades selon le type MSA-C ou MSA-P (Tab. 4). 

Tableau 4 : Stades proposés pour l’évolution de l’atrophie multi-systématisée. Le 

tableau énumère, dans les principales régions affectées du cerveau, le niveau de 

pathologie selon le type de MSA. - : pas de mort cellulaire ni de dépôt ; + : présence 

de dépôts ; ++ : présence de dépôts associés à de la mort cellulaire. Adapté de 

(Jellinger et al., 2005; Brettschneider et al., 2017). 

 

III. Des maladies parkinsoniennes aux synucléinopathies 

A. Découverte de l'α-synucléine 

1. L'α-synucléine dans les maladies parkinsoniennes 

Les maladies parkinsoniennes sont sporadiques dans 80 à 90 % des cas 

(Prusiner, 2012, 2013). Le reste des cas peut être expliqué par des facteurs 

génétiques. La forme héréditaire dominante la plus fréquente correspond à une 

mutation dans le gène codant pour la kinase LRRK2 (" Leucine-Rich-Repeat-

Kinase 2 "). La forme familiale récessive la plus fréquente correspond à une mutation 
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dans le gène codant la protéine Parkin qui est une ubiquitine ligase (Corti et al., 

2011). De nombreuses autres formes génétiques ont été identifiées, telles que des 

mutations dans le gène de la kinase mitochondriale Pink1, de UCH-L1 (" Ubiquitine 

Carboxy-ter Hydrolase L1 " ; un enzyme désubiquitinant) (Leroy et al., 1998) ou 

encore dans le gène codant pour l'α-synucléine. Il est intéressant de remarquer que 

ces protéines, qui induisent une forme familiale de maladie de Parkinson lorsqu’elles 

sont mutées, sont retrouvées dans les corps de Lewy tel que parkin, UCH-L1 ou 

encore l'α-synucléine (Baba et al., 1998; McNaught et al., 2001).  

Rapidement, l'α-synucléine a été désignée comme étant la cause des 

maladies parkinsoniennes. Ceci vint de trois observations principales. Premièrement, 

il a été démontré par analyse génétique que, chez une famille originaire de la ville de 

Contursi en Italie, et ayant une forme familiale précoce de la maladie de Parkinson, 

la maladie ségrégait bien avec la région q21 du chromosome 4. Or, cette région 

contient, entre autres, le gène SNCA codant pour l'α-synucléine (Golbe et al., 1990; 

Spillantini et al., 1995; Polymeropoulos et al., 1996). Deuxièmement, il a été décrit 

qu'une duplication du gène SNCA conduit à une forme héréditaire de la maladie de 

Parkinson avec un développement similaire au cas sporadique (Chartier-Harlin et al., 

2004; Ibáñez et al., 2004). De plus, une triplication du gène SNCA conduira à une 

forme précoce et sévère de maladie de Parkinson (Singleton et al., 2003). 

Troisièmement, durant les années 60, il fut découvert que les dépôts protéiques des 

maladies parkinsoniennes sont formés de filaments (Duffy et Tennyson, 1965). En 

1998, il a été établi que ces filaments sont des fibres d'α-synucléine (Goedert et al., 

1998; Spillantini et al., 1998a, 1998b).  
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Effectivement, in vitro, il a été montré que l’α-synucléine peut former des 

assemblages amyloïdes qui s’allongent par incorporation de la protéine (Fig. 7). Dès 

lors, les maladies parkinsoniennes ont été rassemblées sous un nouveau terme : les 

synucléinopathies (Spillantini et al., 1997; Goedert et Spillantini, 1998; Spillantini et 

Goedert, 2000; Goedert et al., 2017). 

 

Figure 7 : Suivi d’agrégation illustré par des images de microscopie électronique. 

A : Agrégation de novo de l’α-synucléine. Trois phases peuvent être décrites. En 

premier, la phase de latence correspond au temps nécessaire pour que des 

assemblages se forment et deviennent stables. En second, la phase d’élongation, 

durant laquelle les assemblages incorporent de la protéine monomérique pour former 

de longs filaments. En dernier, le plateau qui correspond à la phase stationnaire où 

les protéines sont en équilibre entre forme monomérique et forme assemblée. 

B : Cinétique d’agrégation de l’α-synucléine en présence de fibres préformées. Dans 

cette situation, la phase de latence est abolie. Les phases d’élongation et du plateau 

restent inchangées. La barre noire sur les images de microscopie électronique 

représente l’échelle = 200 nm. Adaptée de (Melki, 2018a). 
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2. Historique des synucléines 

 La première description des synucléines a été faite en 1988. A ce moment, la 

synucléine était décrite comme une protéine présente à la fois dans la partie 

présynaptique des neurones, et au niveau des noyaux des cellules d'où le nom de 

synucléine (contraction de synapse et nucleus soit noyau) (Maroteaux et al., 1988). 

Bien que la localisation nucléaire ait été invalidée par la suite (Iwai et al., 1995), le 

nom est resté. Cinq ans plus tard, une équipe identifia une protéine présente dans 

les plaques d'Alzheimer, mais n'étant pas la protéine β-amyloïde. Cette protéine fut 

appelée le composant non-amyloïde β (" Non-Amyloïde-β Component " : NAC) 

(Uéda et al., 1993). L'année suivante, deux formes homologues de la synucléine 

furent caractérisées : la première, composée de 140 acides aminés, identique au 

précurseur du NAC, et la deuxième, composée de 134 acides aminés, homologue de 

la phosphoneuroprotéine-14 du rat. Elles furent nommées α-synucléine et 

β-synucléine respectivement (Jakes et al., 1994). Un troisième membre de la famille 

des synucléines sera décrit en 1997, impliqué dans le cancer du seins, et appelé 

γ-synucléine (Ji et al., 1997). La γ-synucléine, composée de 127 acides aminés, 

possède 55 % d'homologie avec l'α-synucléine (Goedert et al., 1998). Seule 

l'α-synucléine a été décrite comme étant impliquée dans les synucléinopathies. Il est 

à noter que l'α-synucléine est une protéine exprimée de manière constitutive dans 

l’organisme, à l'exception du foie, avec une expression importante dans le cerveau 

(Uéda et al., 1993; Jakes et al., 1994). En effet, l'α-synucléine et la β-synucléine 

représentent 0,1 à 0,2 % des protéines totales du cerveau (Spillantini et Goedert, 

2000). 
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B. Description de l'α-synucléine 

1. La séquence de l'α-synucléine 

 La séquence de l'α-synucléine peut être divisée en trois régions (Fig. 8A).  

 

Figure 8 : Illustrations des principales caractéristiques de séquence et de structure 

de l’α-synucléine. A : Représentation schématique des domaines de l’α-synucléine. 

En bleu, vert et rouge sont représentés le domaine N-terminal, la partie centrale 

hydrophobe et le domaine C-terminal chargé négativement respectivement. Les 

encadrés orange indiquent la localisation de chacune des 7 répétitions imparfaites 

d’acides aminés dans l’α-synucléine. Les 6 mutations liées à des formes familiales 

de synucléinopathies sont annotées. Enfin, le site de la principale phosphorylation de 

l’α-synucléine est entouré en violet. B : Spectres de dichroïsme circulaire de 

l’α-synucléine en absence (noir) ou présence (rouge) de vésicules lipidiques 

(DOPG). Les résultats indiquent que l’α-synucléine passe d’une structure non-repliée 

à une structure en hélice α en présence de membranes. C : Modélisation de la 

structure de l’α-synucléine lorsqu’elle s’insère dans des micelles. La partie N-

terminale adopte une structure en hélice α, alors que la partie C-terminale reste non-

repliée. 1XQ8 sur PDB (Ulmer et al., 2005). 

La région N-terminale, comprenant les acides aminés 1 à 60, contient une 

partie des sept répétitions imparfaites de six acides aminés KTKEGC. La région 
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centrale, comprenant les résidus 61 à 95, correspond à la région du NAC et est 

composée d'acides aminés hydrophobes. Enfin, la région C-terminale, comprenant 

les résidus 96 à 140, est chargée négativement. 

L'α-synucléine est décrite comme ayant une structure naturellement non-

repliée mais compacte afin de protéger la région du NAC (Weinreb et al., 1996; 

Giasson et al., 2001; Cox et al., 2014; Theillet et al., 2016). Elle possède des 

similarités de séquence avec une apolipoprotéine, lui permettant d'interagir avec les 

membranes (Varkey et al., 2010). Ainsi, en présence de lipides, les cent premiers 

résidus se structurent en hélice α pour former une épingle à cheveux liée à la 

membrane. La partie C-terminale reste libre et peut servir de lien avec des 

partenaires (Fig. 8) (Weinreb et al., 1996; Clayton et George, 1998; Davidson et al., 

1998; Jensen et al., 1998; Perrin et al., 2000; Eliezer et al., 2001; Ulmer et al., 2005; 

Jao et al., 2008). 

2. Le rôle de l'α-synucléine 

 La fonction de l'α-synucléine n'est toujours pas clairement définie. Cependant, 

il est fortement suggéré que l'α-synucléine serait impliquée dans le trafic vésiculaire 

au niveau des synapses. Cette fonction pourrait se faire par la propriété de 

l'α-synucléine à induire un amincissement et une courbure des membranes 

lorsqu’elle y est liée (Varkey et al., 2010; Braun et al., 2012; Mizuno et al., 2012; 

Braun et al., 2014; Shi et al., 2015). Toutefois, il n’est pas clair si l'α-synucléine agit 

sur l’endocytose ou l’exocytose. D’une part, certains résultats tendent à démontrer 

que l'α-synucléine agirait au niveau de l’exocytose des vésicules. En effet, 

l'α-synucléine peut favoriser l'assemblage des complexes SNARE (" Soluble N-

éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment protein REceptor " ; complexe impliqué 
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dans la fusion des membranes des vésicules avec la synapse pour l'exocytose) via 

son domaine C-terminal, tout en regroupant les vésicules synaptiques (Burré et al., 

2010; Garcia-Reitböck et al., 2010; Diao et al., 2013; Burré et al., 2014; Wang et al., 

2014; Fusco et al., 2016). D’autre part, certains groupes suggèrent que l'α-synucléine 

agirait sur l'endocytose clathrine-dépendante au niveau des synapses, via son 

interaction avec la dynamine (Vargas et al., 2014). Enfin, dans un tout autre registre, 

certains groupes rapportent que l'α-synucléine agirait sur la mitochondrie soit en 

favorisant la fragmentation de celle-ci (Gitler et al., 2008; Kamp et al., 2010; 

Nakamura et al., 2011), soit en inhibant, par son domaine C-terminal, l'activité du 

canal VDAC (pour " Voltage-Dependent Anion Channel ") (Lu et al., 2013; Flagmeier 

et al., 2016), soit en interagissant, par son domaine N-terminal, avec le canal ANT 

(pour " Adenine Nucleotide Translocator ") (Shen et al., 2014) ou encore en inhibant 

l'activité du complexe I de la chaîne respiratoire mitochondriale (Liu et al., 2009). 

C. L'α-synucléine dans les synucléinopathies 

 Depuis que l'α-synucléine agrégée est définie comme le marqueur des 

synucléinopathies, de nombreuses équipes cherchent à comprendre comment cette 

protéine, normalement sans structure dans le cytoplasme, ou en hélices α au contact 

des membranes, peut s'agréger et être associée à la pathologie. 

1. Epidémiologie des synucléinopathies 

 Des études épidémiologiques ont identifié des facteurs pouvant augmenter ou 

diminuer le risque de développer ces pathologies (Elbaz et al., 2002; Noyce et al., 

2012; McKee et al., 2013; Kalia et Lang, 2015; Ascherio et Schwarzschild, 2016; 

Elbaz et al., 2016; Noyce et al., 2016; Killinger et al., 2018). Par exemple, les 
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facteurs identifiés comme réduisant les risques sont la caféine, l'alcool, le tabac, les 

médicaments anti-inflammatoires (non-stéroïdiens) ou inhibiteurs de canaux 

calciques, l’ablation de l’appendice, ou encore une activité sportive. A l'inverse, les 

facteurs identifiés comme aggravant les risques sont les pesticides, un traumatisme 

crânien, les médicaments bétabloquants, les produits laitiers, la méthamphétamine 

ou encore les métaux lourds. Toutefois, il est important de préciser qu'il s'agit 

d'études épidémiologiques, de cohortes, qui montrent une corrélation entre maladies 

et facteurs de risque, mais que très peu de cibles moléculaires, liées à ces facteurs, 

ont été identifiées. A l’inverse, certains pesticides et toxines, tels que la roténone, le 

paraquat, ou le MPTP (1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine, généré lors de 

la mauvaise synthèse d’une drogue opioïde), sont décrits comme provoquant le 

développement de syndromes parkinsoniens par la destruction totale des neurones 

dopaminergiques. Ces composés sont d’ailleurs largement utilisés dans le cadre de 

modèles animaux de la maladie de Parkinson (Hantraye et al., 1993; Varastet et al., 

1994; Pan-Montojo et al., 2010, 2012). 

2. D’une forme saine à une forme pathologique 

Il existe plusieurs hypothèses pour expliquer l’origine de l’agrégation de 

l’α-synucléine. Premièrement, l'agrégation pourrait survenir à la suite d'un défaut 

mitochondrial. Ceci est compatible avec l’action des pesticides qui induisent la 

maladie de Parkinson en perturbant le complexe I de la chaîne respiratoire 

mitochondriale (Tanner et al., 2011; Furlong et al., 2015). Or, ce complexe est 

impliqué dans la formation d'espèces réactives de l'oxygène (" Reactive Oxygen 

Species " : ROS) (Murphy, 2009). Ainsi, l’action des pesticides, tout comme la forme 

mutante de la kinase mitochondriale Pink1 (qui est associée à des formes familiales 
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de la maladie de Parkinson), conduiraient à la surproduction de ROS (Cochemé et 

Murphy, 2008; Wang et al., 2011). Une seconde évidence de l’implication des ROS 

dans la pathologie est le rôle joué par DJ-1. Ce chaperon moléculaire est impliqué 

dans la réponse au stress oxydant. Ainsi, lorsqu’il est muté, il cause une forme 

récessive de maladie de Parkinson et, lorsqu’il est déplété, de la neurodégénération 

est observée (Meulener et al., 2006; Dave et al., 2014; Zaltieri et al., 2015). Pour 

résumer, les défauts de la mitochondrie provoqueraient une accumulation de ROS, 

ces derniers affecteraient l’intégrité des protéines et favoriseraient le développement 

de la pathologie. Ce mode d’action est aussi appuyé par le fait que les ROS 

faciliteraient l’agrégation de l'α-synucléine (Iljina et al., 2016). 

  Deuxièmement, une perte du contrôle de la protéostase pourrait conduire au 

développement des synucléinopathies. Les contrôles de la qualité des protéines 

cellulaires sont effectués par les chaperons moléculaires, associés aux voies de 

dégradation du protéasome et du lysosome. Par exemple, pour le chaperon 

moléculaire Hsp70, il a été observé que lorsqu’il est surexprimé, il y a une baisse de 

la mort cellulaire associée à une diminution de l’agrégation de l'α-synucléine (Zhou et 

al., 2004). De plus, des mutations dans des protéines impliquées dans la régulation 

de la dégradation par la voie ubiquitine / protéasome, telles que Parkin (une 

ubiquitine ligase) ou UCH-L1 (un enzyme désubiquitinant), sont associées à des 

formes familiales de maladie de Parkinson (Leroy et al., 1998; Corti et al., 2011; 

Dave et al., 2014). Enfin, l'α-synucléine elle-même peut inhiber le protéasome, soit 

sous forme monomérique (Snyder et al., 2003), soit sous forme fibrillaire, ou le 

séquestrer dans les dépôts protéiques (McNaught et al., 2001). Lors du 

vieillissement, tous ces systèmes, qui contrôlent la protéostase cellulaire, deviennent 

moins performants et moins capables de contrebalancer les stress aigus (Labbadia 
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et Morimoto, 2014). Ainsi, l’ensemble de ces défauts produise un environnement 

favorable pour que l'α-synucléine commence à s’agréger et conduise au 

développement d’une pathologie.  

Troisièmement, les propriétés de l'α-synucléine pourraient favoriser 

l'apparition et le développement d’une synucléinopathie. En fonction de sa 

localisation cellulaire, l'α-synucléine pourrait avoir une probabilité d’agrégation plus 

ou moins grande. En effet, la fixation aux membranes augmenterait la probabilité 

d'assemblage en fibres. Ceci serait la conséquence  d’une concentration locale plus 

forte à la surface de la membrane (Shrivastava et al., 2017). De plus, il a été proposé 

que l'α-synucléine serait en équilibre entre monomère et tétramère (Bartels et al., 

2011; Wang et al., 2011; Dettmer et al., 2013), et que la forme tétramérique serait 

incapable de produire des assemblages fibrillaires. Ainsi, il est possible que les 

équilibres entre les formes monomériques et oligomériques, ainsi qu’entre les formes 

liées ou libres, influeraient sur la capacité de l'α-synucléine à former des fibres 

amyloïdes.  

Quatrièmement, les modifications post-traductionnelles de l'α-synucléine 

pourraient conduire au développement d'une synucléinopathie. En effet, 

l'α-synucléine peut présenter des modifications post-traductionnelles telles que des 

phosphorylations et des nitrations (Giasson et al., 2000; Oueslati et al., 2010; Barrett 

et Timothy Greenamyre, 2015). La plus connue de ces modifications post-

traductionnelles est la phosphorylation sur la sérine 129. Celle-ci est décrite comme 

un facteur accélérant l'agrégation de l'α-synucléine  (Samuel et al., 2016). Cette voie 

d’initiation est appuyée par le fait que 90 % de l'α-synucléine, dans les fibres, serait 

phosphorylée contre 4 % dans le cytoplasme (Fujiwara et al., 2002; Anderson et al., 
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2006). Néanmoins, il n’est pas exclu non plus que cette modification post-

traductionnelle intervienne alors que les agrégats sont déjà formés.  

En conclusion, chacune de ces voies peut conduire à une dérégulation de la 

protéostase de l'α-synucléine. A l’heure actuelle, il n’est pas possible de dire laquelle 

de ces hypothèses est la plus cruciale, mais plutôt que c’est l’ensemble de ces 

disfonctionnements qui conduit au développement d’une synucléinopathie.  

3. Les mutations de l'α-synucléine 

 Comme nous l’avons vu, des formes familiales de synucléinopathies sont liées 

à des duplications ou triplications du gène codant l'α-synucléine. De plus, des 

mutations ponctuelles dans la séquence de l'α-synucléine sont aussi impliquées dans 

des maladies parkinsoniennes (Fig. 8A). Ces mutations sont A30P (Krüger et al., 

1998), E46K (Zarranz et al., 2004), H50Q (Appel-Cresswell et al., 2013; Proukakis et 

al., 2013), G51D (Kiely et al., 2013; Lesage et al., 2013), A53E (Pasanen et al., 

2014; Martikainen et al., 2015) et A53T (Polymeropoulos et al., 1997). Les 

symptômes cliniques associés à ces mutations diffèrent : H50Q et A53T provoquent 

une maladie de Parkinson sévère avec des démences ; A30P conduit à une maladie 

de Parkinson plus proche de la forme sporadique ; E46K provoque des DLB ; G51D 

et A53E conduisent à une forme de synucléinopathie avec des caractéristiques de 

MSA (Goedert et al., 2017). Ces mutations confèrent à l'α-synucléine des propriétés 

d'agrégation spécifiques. Ainsi, E46K, H50Q et A53T s’agrègent plus rapidement 

(Serpell et al., 2000; Choi et al., 2004; Ghosh et al., 2013). A l'inverse, A30P, G51D 

et A53E s'agrègent moins rapidement et interagissent moins avec les phospholipides 

(Jensen et al., 1998; Narhi et al., 1999; Chandra et al., 2003; Fares et al., 2014; 

Ghosh et al., 2014; Rutherford et al., 2014). 
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4. La structure toxique des fibres d'α-synucléine 

 L'agrégation de l'α-synucléine forme un continuum d’assemblages allant du 

monomère à l’oligomère (espèce transitoire) qui, passé une certaine taille, donnera la 

fibre amyloïde. Des études ont cherché à identifier les formes toxiques pathogènes. 

Une première étude tendait à montrer que les oligomères sont plus toxiques que les 

fibres (Winner et al., 2011). Cependant, ce résultat est discutable. En effet, lors des 

tests, les concentrations en oligomères et fibres ont été ajustées en concentration de 

monomères. Alors qu'un oligomère contient jusqu’à une cinquantaine de 

monomères, une fibre est composée de plusieurs milliers de chaînes 

polypeptidiques. Ainsi, si la concentration monomérique est convertie en 

concentration de particules, il apparait qu'il y a eu bien plus de particules 

d'oligomères que de particules de fibres dans ce test. Lorsque la toxicité spécifique 

est calculée par particule, en prenant des fibres fragmentées, il apparait que ces 

dernières sont bien plus toxiques que les oligomères (Pieri et al., 2012, 2016). Pour 

cette raison il est suggéré que c’est sous forme de fibres amyloïdes que 

l'α-synucléine est la plus toxique (Melki, 2018a). 

IV. Les synucléinopathies : des maladies prions ? 

 Un débat récurrent anime la communauté scientifique, dont l’objet est de 

déterminer si les synucléinopathies peuvent être définies comme des maladies à 

prion. Pour qu'une protéine puisse être définie comme un prion, celle-ci doit répondre 

à un certain nombre de critères (Soto, 2003; Lee et Yu, 2005; Cobb et Surewicz, 

2009; Frost et Diamond, 2010; Moreno-Gonzalez et Soto, 2011; Soto et Satani, 

2011; Münch et Bertolotti, 2012; Prusiner, 2013) : 
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 1- La forme prion a une structure différente de la forme native ; 

 2- La pathologie nécessite l'expression de la protéine prion ; 

 3- La forme prion peut recruter la protéine endogène saine ; 

 4- La forme prion résiste à la protéolyse ; 

 5- La forme prion s'accumule dans les tissus ; 

 6- La forme prion induit la dégénérescence cellulaire ; 

 7- Existence d’une barrière d’espèces ; 

 8- La forme prion se propage de cellule à cellule ; 

 9- Il existe un phénomène de souches pouvant causer différentes pathologies. 

1. La forme prion a une structure différente de la forme native 

Oui : l’α-synucléine existe sous plusieurs conformations. La forme native est non-

structurée ou composée d’hélices α au contact des membranes (Weinreb et al., 

1996; Davidson et al., 1998; Eliezer et al., 2001). La forme pathogène a une 

structure de nature amyloïde, majoritairement composée de feuillets β (Fig. 9) 

(Serpell et al., 2000; Cremades et al., 2012; Bousset et al., 2013; Chen et al., 2015; 

Araki et al., 2015). 

2. La pathologie nécessite l'expression de la protéine prion 

Oui : des modèles de souris SNCA -/- ne développent pas de maladie que ce soit 

dans un modèle de DLB, ou après injection de fibres ou d’homogénats de cerveaux 
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de patients synucléinopathiques (Lim et al., 2011; Luk et al., 2012a, 2012b; 

Recasens et al., 2014). De plus, des rats modèles, où l’expression de l’α-synucléine 

a été diminuée grâce à l’expression d'ARN interférant, comme des souris SNCA +/-, 

développeront moins de pathologie après injection de pesticides ou de fibres 

respectivement (Lim et al., 2011; Luk et al., 2012a, 2012b; Zharikov et al., 2015). 

Enfin, plus la protéine est exprimée, plus la pathologie survient précocement (la 

duplication ou la triplication du gène SNCA conduit à une maladie de Parkinson 

familiale (Singleton et al., 2003; Chartier-Harlin et al., 2004; Ibáñez et al., 2004)). 

Toutes ces observations démontrent bien un lien entre l’expression de la protéine et 

le développement de la maladie. 

 

Figure 9 : Structures amyloïdes de deux souches d’α-synucléine. En rouge est 

représentée la souche " fibre " et en bleu est représentée la souche " rubans ". 

A : Image de microscopie électronique à transmission. Les " fibres " d’α-synucléine 

apparaissent fines et souples. Les " rubans " sont plus larges, et semblent cassant 

de par la présence de coude. Des torsades sont visibles pour les " rubans " 

(indiquées par les flèches). B : Prédiction de structure réalisée à partir d’un spectre 

de résonnance magnétique nucléaire à l’état solide. Le résultat affiché a été produit 

par le logiciel de prédiction TALOS et indique les angles Ψ résidu par résidu. La 

présence et les localisations des feuillets β suggérés sont représentées par des 

flèches au-dessus du graphique. Cette prédiction permet de mettre en avant que, 

contrairement aux " fibres ", les " rubans " sont extrêmement ordonnés dans la partie 

N-terminale. Adaptée de (Bousset et al., 2013). 
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3. La forme prion peut recruter la protéine endogène saine 

Oui : in vitro, la forme fibrillaire de l’α-synucléine peut s’allonger par incorporation 

d’α-synucléine monomérique (Dobson, 2003; Bousset et al., 2013; Kim et al., 2016). 

De plus, dans des cultures cellulaires exprimant de l’α-synucléine marquée avec une 

protéine fluorescente, l’exposition à des fibres provoque l’agrégation de 

l’α-synucléine endogène (Fig. 10) (Hansen et al., 2011; Bousset et al., 2013; 

Woerman et al., 2015; Ma et al., 2016; Pieri et al., 2016). Finalement, in vivo, chez la 

souris, des fibres injectées vont provoquer l'agrégation de l’α-synucléine endogène 

(Hansen et al., 2011; Luk et al., 2012a, 2012b; Osterberg et al., 2015; Peelaerts et al., 

2015). 

 

Figure 10 : Propagation de fibres amyloïdes d’α-synucléine en culture cellulaire. 

Dans une culture cellulaire exprimant de l’α-synucléine marquée par la mCherry-FP 

(à gauche), les assemblages d’α-synucléine, marqués avec l’Atto 488 (au centre), 

sont capables de pénétrer les cellules et d’incorporer l’α-synucléine endogène. En 

effet, une colocalisation des assemblages et de la protéine endogène est observée 

(à droite). Adaptée de (Bousset et al., 2013). 

4. La forme prion résiste à la protéolyse 

Oui : de nombreuses études montrent que les assemblages d’α-synucléine sont plus 

résistants, que la forme monomérique, tant à la protéolyse effectuée par des 

protéases (généralement la protéinase K (Fig. 11)), qu’à la dégradation effectuée par 
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des cellules neuronales ou gliales (Bousset et al., 2013; Chen et al., 2015; Kim et al., 

2016; Ma et al., 2016; Pieri et al., 2016). 

 

Figure 11 : Profils de protéolyses ménagées de deux souches d’α-synucléine. En 

rouge est représentée la souche " fibre " et en bleu est représentée la souche 

" rubans ". Les " fibres " sont plus résistantes à la protéolyse, car le produit initial 

reste présent jusqu’à 60 min, que les " rubans " où le produit initial n’est plus détecté 

après 5 min de protéolyse (échelle de temps annotée en haut des gels, de 0 à 60 en 

minutes). La protéolyse a été réalisée avec 3,8 µg/mL de protéinase K. Adaptée de 

(Bousset et al., 2013). 

5. La forme prion s'accumule dans les tissus 

Oui : l’α-synucléine s’accumule dans les tissus sous forme d’inclusions 

caractéristiques des synucléinopathies (Goedert et Spillantini, 1998; Duyckaerts, 

2000; Duyckaerts et al., 2015). Ces dépôts peuvent être induits soit par des LB 

extraits de cerveaux, soit par des fibres recombinantes (Luk et al., 2009). Enfin, les 

dépôts d’α-synucléine ont une durée de vie d’environ 16 mois, témoignant bien de la 

persistance de ceux-ci (Greffard et al., 2010). 

6. La forme prion induit la dégénérescence cellulaire 

Oui : l'injection d’homogénats de cerveaux de souris âgées modèles de la maladie de 

Parkinson, et contenant des dépôts d’α-synucléine, à des souris jeunes, induit le 
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développement de la maladie chez ces dernières, illustré par la formation de dépôts 

de type LB, ainsi qu'une baisse de l'espérance de vie (Luk et al., 2012b; Mougenot et 

al., 2012; Bétemps et al., 2014). De même, l’injection d’extraits d’homogénats de 

cerveaux de patients synucléinopathiques à des souris, ou des singes, provoque 

l'agrégation de l'α-synucléine endogène associée à de la mort cellulaire (Greffard et 

al., 2010; Masuda-Suzukake et al., 2013; Watts et al., 2013; Recasens et al., 2014). 

Dans le cas où les dépôts ont été immunodéplétés de l'α-synucléine au préalable, 

comme avec des homogénats de cerveaux de patients contrôles, les animaux ne 

développent pas de maladie (Recasens et al., 2014). Ceci permit de démontrer que 

l'α-synucléine contenue dans les dépôts peut transmettre la pathologie. De plus, 

l'injection de fibres recombinantes à des souris, ou l’exposition de culture cellulaires 

à des fibres, provoque une mort cellulaire (Desplats et al., 2009; Luk et al., 2012a, 

2012b; Pieri et al., 2012; Bétemps et al., 2014; Pieri et al., 2016). Enfin, en présence 

d’anticorps ciblant l’α-synucléine agrégée (en culture cellulaire ou chez l’animal), un 

retard du développement de la maladie est observé, illustré par une baisse du 

nombre de dépôts, et de leurs diffusions (Tran et al., 2014). 

Les mécanismes impliqués dans la toxicité des agrégats peuvent avoir 

plusieurs origines. Trois voies principales sont décrites (Fig. 12). Premièrement, les 

fibres pourraient affecter l’intégrité cellulaire des neurones. Par exemple, les fibres 

peuvent perméabiliser la membrane plasmique pouvant causer de la mort cellulaire 

(Volles et al., 2001; Caughey et Lansbury, 2003; Danzer et al., 2007; Pieri et al., 

2012, 2016).  

Deuxièmement, les assemblages pourraient affecter la fonction des neurones, 

soit par une perte de fonction de l'α-synucléine agrégée (qui ne remplirait plus sa 
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fonction au niveau des synapses), soit par un gain de fonction de la forme fibrillaire. 

En effet, les fibres peuvent interagir avec des partenaires tels que la sous-unité α3 

de la pompe Na+/K+ neuronale (Shrivastava et al., 2015). Certaines de ces 

interactions seraient toxiques pour la cellule, par exemple dans le cadre d’un blocage 

d’une pompe, ou plus généralement en affectant les voies de signalisations de la 

cellule. De plus, les fibres amyloïdes d'α-synucléine sont décrites comme pouvant 

activer les cellules gliales. Cette activation provoque la mise en place de voies 

inflammatoires, pouvant induire un stress des neurones suivit d’une mort neuronale 

(Zhang et al., 2005; Luk et al., 2012b). 

 

Figure 12 : Potentiels mécanismes de toxicité d’une fibre amyloïde. En bleu, rouge et 

vert sont différenciées les principales voies de toxicité affectant soit l’intégrité 

cellulaire, soit la fonction neuronale, soit la protéostase respectivement. Adaptée de 

(Forman et al., 2004). 

Troisièmement, en dérégulant les systèmes de contrôle, les fibres peuvent 

affecter la protéostase des cellules. Les dépôts protéiques sont composés, en leur 

centre, d’un ensemble de protéines dont des chaperons moléculaires ainsi que des 

protéines de l'UPS (McNaught et al., 2001; Dobson, 2003; Wakabayashi et al., 
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2013). Le pourtour de ces dépôts est principalement formé des fibres d’α-synucléine 

(Araki et al., 2015). Ainsi, la séquestration de ces protéines va perturber la 

protéostase des cellules, induisant ainsi des mécanismes de mort cellulaire (par 

exemple, par accumulation de protéines mal-repliées dues à la diminution de 

quantité de chaperons disponibles, par l’accumulation d’oxydation, etc..). 

7. Existence d’une barrière d’espèces 

Oui : in vitro, il a été démontré que des fibres d’α-synucléine humaines s’allongent 

plus rapidement en présence d’α-synucléine monomérique humaine, qu’en présence 

d’α-synucléine de souris et inversement (Fares et al., 2016; Luk et al., 2016). En 

culture cellulaire, ou in vivo chez la souris, les mêmes observations ont pu être faites 

concernant la pathogénicité des assemblages (Luk et al., 2016). 

8. La forme prion se propage de cellule à cellule 

Oui : les premières évidences, montrant que la pathologie peut se propager, 

remontent à 2008. Dans le cadre d’un traitement contre la maladie de Parkinson, des 

patients ont subi des greffes de neurones fœtaux afin d’essayer de compenser la 

perte de neurones dopaminergiques. De manière surprenante, le greffon présentait 

des dépôts proportionnellement à la durée post-greffe (2 à 5 % à dix ans et 11 à 

12 % des neurones à vingt-quatre ans post-greffe). Or, des neurones de cet âge ne 

devraient pas présenter de dépôts protéiques (Kordower et al., 2008; Li et al., 2008; 

Kordower et Brundin, 2009; Li et al., 2010; Kordower et Olanow, 2016; Li et al., 

2016). Ce résultat fut reproduit chez l’animal confirmant la capacité de propagation in 

vivo de l’α-synucléine sous forme de fibres amyloïdes (Desplats et al., 2009; Hansen 

et al., 2011; Kordower et al., 2011; Angot et al., 2012). Par ailleurs, l’injection de 
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fibres amyloïdes recombinantes, ou de dépôts purifiés issus de patients atteints de la 

maladie de Parkinson, de DLB, ou de MSA provoque le développement de la 

maladie au site d’injection mais aussi dans les régions connectées (Bétemps et al., 

2014; Recasens et al., 2014; Bernis et al., 2015; Prusiner et al., 2015). En effet, la 

propagation des agrégats vers le cerveau peut se faire que l’injection soit 

intracérébrale, dans le bulbe olfactif, intraveineuse, intramusculaire ou dans la paroi 

du tractus gastro-intestinal (Phillips et al., 2008; Lebouvier et al., 2009; Luk et al., 

2012a, 2012b; Rey et al., 2013; Holmqvist et al., 2014; Sacino et al., 2014; Peelaerts 

et al., 2015; Rey et al., 2016).  

Les mécanismes de propagation des agrégats se décomposent en trois 

étapes : l’entrée, le transport et le réexport. L’une des voies d’entrée la plus probable 

est l’endocytose des fibres par les cellules (Lee et al., 2008; Desplats et al., 2009; 

Hansen et al., 2011; Steiner et al., 2011; Holmes et al., 2013). Puis, les assemblages 

seraient transportés activement dans les axones des neurones, de manière 

antérograde ou rétrograde, jusqu’à leurs relargages (Braak et al., 2003a; Freundt et 

al., 2012; Brahic et al., 2016; Rey et al., 2016). Toutefois, il n’est pas clair si la 

propagation des dépôts nécessite ou non un contact synaptique (Hansen et al., 

2011; Freundt et al., 2012; Shrivastava et al., 2017; Tyson et al., 2017).  

9. Il existe un phénomène de souches pouvant causer différentes 

pathologies 

Depuis la découverte que l’α-synucléine peut former des agrégats amyloïdes, de 

nombreuses structures fibrillaires ou oligomériques, ayant différentes propriétés, ont 

été caractérisées (Näsström, 2011; Cremades et al., 2012; Bousset et al., 2013; Guo 

et al., 2013; Gath et al., 2014; Chen et al., 2015; Kim et al., 2016; Ma et al., 2016; 
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Makky et al., 2016; Pieri et al., 2016). Par exemple, les assemblages amyloïdes d’α-

synucléine appelés " fibres " ou " rubans " constituent deux souches distinctes 

montrant de nombreuses différences. Les " fibres " d’α-synucléine, par rapport aux 

" rubans ", s’agrègent plus vite, ont peu de feuillet β dans la partie N-terminale de la 

protéine, ont une résistance à la protéolyse plus importante et sont plus toxiques 

(Fig. 9 et 11) (Bousset et al., 2013; Gath et al., 2014). 

Toutefois, différentes souches n’impliquent pas nécessairement différentes 

pathologies in vivo. Cependant, l’injection de " fibres " à des rats conduit à la 

formation de dépôts neuronaux de type LB, alors que l’injection de " rubans ", en plus 

de provoquer des dépôts neuronaux de type LB, conduit à la formation d’inclusions 

cytoplasmiques dans les oligodendrocytes (Peelaerts et al., 2015). Or, ces inclusions 

dans les cellules gliales sont la principale marque de la MSA (Fig.13).  

 

Figure 13 : Comparaison de la localisation des dépôts protéiques après injection de 

deux souches d’α-synucléine chez le rat. A : Après injection de " fibres " ou de 

" rubans ", des inclusions (marqueur Pα-Syn) sont détectées dans les neurones 

dopaminergiques (marqueur tyrosine hydroxylase : TH). B : Seule l’injection de 

" rubans " a permis de détecter des inclusions (marqueur Pα-Syn) dans des 

oligodendrocytes (marqueur Olg2). Adaptée de (Peelaerts et al., 2015). 

Cette étude tend ainsi à suggérer que chaque synucléinopathie pourrait être 

causée par l’agrégation de l’α-synucléine en assemblages de structures distinctes. 

Cette hypothèse est aussi appuyée par l’observation que les fibres amyloïdes 
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présentes dans les LB sont légèrement plus fines que celles présentes dans les 

inclusions cytoplasmiques des MSA (5 à 10 nm contre 5 à 18 nm de diamètre 

respectivement) (Spillantini et al., 1998a, 1998b). 

10. Conclusions 

 Les synucléinopathies ne sont pas définies comme étant des maladies prions 

pour deux raisons. Premièrement, contrairement au prion PrP où des cas iatrogènes 

ou alimentaires ont été décrits, il n'a pas été montré, à l’heure actuelle, de cas 

comme cela pour les synucléinopathies. Une explication pourrait provenir du nombre 

de cas. Effectivement, pour la CJD, le faible nombre de cas (en centaines) a permis 

de faire un lien entre source contaminante et nouveaux cas (par exemple, pour 

l’épidémie de la vache folle ou les hormones de croissances). Au contraire, pour les 

synucléinopathies, une augmentation d’une dizaine de milliers de patients, à cause 

d’une contamination iatrogène ou alimentaire, ne serait pas détectée vu le nombre 

de cas recensés (en millions) (Peelaerts et al., 2018). Deuxièmement, comme nous 

l'avons vu, l'α-synucléine est capable de former différentes souches pouvant avoir 

des caractéristiques de différentes maladies. Cependant, jusqu'à présent, il n'a 

jamais été démontré que, pour chaque synucléinopathie il existe une souche 

spécifique. 

Pour ces raisons, il est plus raisonnable de dire que les synucléinopathies ont 

un fonctionnement similaire à celui du prion PrP. Ainsi, le terme " prion-like " est 

préféré (Olanow et Prusiner, 2009; Brundin et al., 2010; Cushman et al., 2010; 

Steiner et al., 2011; Melki, 2018b). 

 



 

64 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



65 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Travaux de thèse 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

66 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

67 
 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

I. Mise en place d’une méthode fiable 

d'amplification des assemblages 

amyloïdes d’α-synucléine présents dans 

des tissus de patients atteints de 

synucléinopathies 
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 Les dépôts d’α-synucléine présents dans le cerveau sont un assemblage 

complexe de nombreuses protéines (α-synucléine, chaperon moléculaire, 

protéasome, etc …). L’étude biochimique et biophysique des assemblages 

d’α-synucléine nécessite d’avoir accès à des protéines purifiées. Le but de ma thèse 

a donc été de mettre en place une méthode permettant d’obtenir des assemblages 

d’α-synucléine identiques à ceux retrouvés chez les patients atteints de 

synucléinopathies. Les assemblages ainsi obtenus permettront leurs études par des 

approches biochimiques, biophysiques, de biologie cellulaire ou encore in vivo par 

réinjection à des animaux. Il sera alors possible de tester l’hypothèse où chaque 

synucléinopathie est caractérisée par la présence d'une structure / souche 

particulière d'α-synucléine. 

 Pour cela, nous avons choisi d'utiliser la technique de PMCA (" Protein 

Misfolding Cyclic Amplification " : amplification cyclique de protéines mal-repliées). A 

l'origine, cette technique a été mise en place pour l'amplification des formes 

pathogènes du prion PrP (Saborio et al., 2001; Soto et al., 2002). En effet, Saborio et 

al. ont montré que, lorsqu'un homogénat de cerveau malade est mis en présence 

d'un large excès de protéine PrP saine, issus d'homogénats de cerveaux sains, la 

forme saine est convertie en forme pathogène. La conformation de la forme 

pathologique étant transmise à la forme saine, cette technique permet l’amplification 

de la forme pathologique in vitro. Jusqu’à présent, pour amplifier les dépôts 

amyloïdes, il était nécessaire de réinjecter les homogénats de cerveaux malades à 

des animaux sains. Cependant, les temps d'incubation chez l’animal sont très longs, 

entre 60 jours et 40 ans de la souris à l'Homme respectivement (Fig. 14). A l’inverse, 

la PMCA permet d'amplifier des fibres en seulement quelques dizaines d’heures.  
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Figure 14 : Réplication du prion PrP durant le développement d’une des 

encéphalopathies spongiformes transmissibles. Cette illustration met en avant les 

temps d’incubation pour développer les symptômes cliniques après infection. Ainsi, le 

temps d’incubation correspond à la durée pré-symptomatique des pathologies, bien 

que l’agent soit présent chez les individus. Adaptée de (Soto et al., 2002) 

La technique de l’amplification par PMCA repose sur un fonctionnement 

proche de la PCR (" Polymerase Chain Reaction " : réaction en chaîne de la 

polymérase). Les fibres servent de matrice à la manière de l'ADN lors de la PCR, la 

protéine sous forme monomérique a le rôle des nucléotides et les ultrasons 

remplacent les cycles de température, en cassant les fibres allongées pour générer 

de nouvelles amorces. 

Effectivement, la PMCA est divisée en deux grandes phases. La première est 

appelée " élongation ", où les fibres s'allongent par incorporation de monomères. 

Cette étape sera plus ou moins longue selon la protéine étudiée et son pouvoir 

agrégant. La seconde phase est appelée " fragmentation ", où les fibres sont 

cassées en de plus petites structures augmentant le nombre d'extrémités disponibles. 

Or, comme nous avons pu le voir, les fibres amyloïdes s'allongent spontanément par 
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incorporation de protéines monomériques, ayant une conformation compatible, à 

leurs extrémités. Ainsi, le processus de fragmentation des fibres augmente le nombre 

d'extrémités disponibles, et donc permet une incorporation de plus en plus rapide de 

la protéine substrat monomérique. En répétant ces deux étapes de nombreuses fois, 

les formes monomériques seront totalement converties sous la forme pathologique, 

identique à celle présente dans les cerveaux malades (Fig. 15).  

 

Figure 15 : Schéma du fonctionnement de la PMCA. En bleu est représenté la 

protéine recombinante soit sous forme saine (filament) soit sous forme agrégée 

(hexagone). En rouge est représentée la protéine pathologique agrégée, présente 

dans le cerveau des patients, qui sert d’amorce. Les flèches vertes correspondent à 

l’étape d’élongation, où les fibres peuvent s’allonger en incorporant des monomères. 

Les flèches orange correspondent à l’étape de fragmentation, où les fibres sont 

cassées pour générer de plus en plus d’amorces. L’étape de fragmentation se fait 

généralement par sonication. Comme le montre les deux cases du bas, la PMCA se 

fait par une répétition cyclique des étapes d’élongation et de fragmentation.  
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 L’adaptation de la PMCA pour l'amplification de fibres recombinantes 

d'α-synucléine nous a révélé des différences importantes entre le prion PrP et 

l'α-synucléine. Contrairement à la PrP, l'amplification d'α-synucléine agrégée peut se 

faire dans un contexte purement artificiel, avec des fibres et de la protéine 

recombinantes, sans ajout de cofacteurs, et conduisant quand même à des formes 

infectieuses. J'ai déterminé les conditions expérimentales de la PMCA, pour amplifier 

spécifiquement les dépôts provenant de patients atteints de chacune des 

synucléinopathies, sans qu'aucune agrégation de novo ne soit détectable en 

présence d'homogénats de cerveaux contrôles. Pour cela, j’ai fait varier les 

paramètres de sonication (méthode et durée des cycles) et de milieux (tampon, 

concentration d’amorces et de substrats), en utilisant des prélèvements de 

différentes régions du cerveau de patients atteints de la maladie de Parkinson, de 

DLB ou de MSA, fournis par la banque de cerveaux française NeuroCEB. Par la suite, 

j’ai pu confirmer la spécificité de la technique sur des cerveaux de patients atteints de 

synucléinopathies provenant d’autres banques : la Parkinson’s United Kingdom Brain 

Bank et l’Oxford Brain Bank. J’ai aussi pu tester la technique sur des tissus fixés de 

patients atteints de la maladie de Parkinson ou de MSA fournis par Kelly Del Tredici-

Braak. De plus, j’ai testé la méthode avec des neurones du système nerveux 

périphérique (ganglions stellaires) de patients atteints de la maladie de Parkinson, 

fournis par Miquel Vila. 

 Dans ce manuscrit, je vais présenter les résultats qui ont été obtenus dans le 

cadre d’une collaboration avec le Dr Pascal Derkinderen. Ce projet a eu pour but 

d’amplifier les assemblages présents dans les dépôts issus de biopsies du système 

digestif de patients atteints de la maladie de Parkinson. Les biopsies gastriques sont 

aisément accessibles du vivant d’un patient, et pourraient être une source pour un 
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diagnostic prédictif des synucléinopathies. Ces résultats, couplés aux analyses 

histologiques des biopsies, ont permis de valider la méthode et de préciser le choix 

dans la région du tractus digestif où effectuer les biopsies. Nous avons démontré, par 

analyse histologique et amplification par PMCA, que les régions du côlon sigmoïde et 

de l’antrum présentent des dépôts caractéristiques de la maladie de Parkinson. 

Aucun dépôt spécifique n’a pu être détecté dans les biopsies issues du rectum. Ces 

résultats rejoignent d’autres études qui rapportent que, dans la maladie de Parkinson, 

la présence de dépôts dans le système nerveux entérique n’est pas très abondante 

ou systématique, et forme un gradient rostro-caudal le long du tractus digestif (Beach 

et al., 2010; Annerino et al., 2012; Pouclet et al., 2012). 
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Abstract 

Lewy bodies and neurites, the pathological signatures found in the central nervous 

system of Parkinson’s disease (PD) patients, are primarily composed of aggregated 

alpha-synuclein (aSyn). The observation that aSyn aggregates are also found in the 

enteric nervous system has prompted several studies aimed at developing a 

diagnostic procedure based on the detection of pathological aSyn in gastrointestinal 

(GI) biopsies. The existing studies, which have all used immunohistochemistry for the 

detection of pathological aSyn, have had conflicting results. In the current survey, we 

analyzed the seeding propensity of aSyn aggregates from GI biopsies.  

 A total of 29 subjects participated to this study, 18 PD patients and 11 controls. 

For each patient, 2 to 4 GI biopsies were taken from the same site (antrum, sigmoid 

colon or rectum) and used to seed the aggregation of recombinant aSyn in an assay 

inspired from the Protein Misfolding Cyclic Amplification (PMCA) method. In a subset 

of patients and controls (14 and 3, respectively), one or two additional biopsies were 

analyzed by immunohistochemistry for the presence of phosphorylated aSyn 

histopathology (PASH) using antibodies against phosphorylated aSyn and PGP 9.5. 

 Except for one subject, none of the control samples seeded aSyn aggregation 

in PMCA reaction. GI biopsies from patients with PD seeded aSyn aggregation in 10 
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out of 18 cases (7 from the sigmoid colon, 2 from the antrum and one from the 

rectum). There was good agreement between PMCA and immunohistochemistry 

results as, except for two cases, all PMCA-positive PD patients were also PASH-

positive. 

Our findings show that the PMCA method we implemented is capable of 

detecting aSyn aggregates in routine GI biopsies. They also suggest that rectum 

biopsies do not contain sufficient amounts of aggregated aSyn to detect seeded 

assembly by PMCA. While encouraging, our findings indicate that further studies are 

needed to establish the diagnostic potential of the PMCA method we implemented to 

detect aSyn aggregates in upper GI biopsies. 
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PMCA – Protein Misfolding Cyclic Amplification 

ThT - Thioflavine T 

 

Introduction 

The postmortem detection by immunohistochemistry of aggregated alpha‐synuclein 

(aSyn) in the brain along with neuronal loss in the substantia nigra remain the gold 

standard for the definite diagnosis of Parkinson’s disease (PD). Over the last 12 

years, several studies have shown that aSyn aggregates can also be detected 

outside the central nervous system, particularly in the enteric nervous system (ENS) 

[1–4]. The ENS is a neuronal network embedded in the lining of the gastrointestinal 

tract (GI) from the lower third of the esophagus to the rectum, whose distinguishing 

feature is its accessibility and suitability for routine GI biopsies [5]. These findings 

logically prompted a substantial amount of research to determine if the 

immunohistochemical detection of pathological aSyn in routine GI biopsies could be 

used for pathological diagnosis of PD within patients lifespan (reviewed in [6,7]).  

In our seminal study, using microdissection and whole-mount preparation of 

colonic biopsies, we detected aSyn pathology in 21 out of 29 PD patients and in none 

of the controls [8]. Although the microdissection technique we have developed 

provides outstanding information on the morphology of enteric neurons, it 

nonetheless has several limitations as it needs to be performed immediately after the 

endoscopic procedure and requires technical expertise and training [5]. Most 

subsequent studies on GI biopsies in PD have therefore been performed on formalin-

fixed, paraffin-embedded (FFPE) tissue, which has the main advantages of being 

readily accessible to most hospital-based laboratories and to allow retrospective 

analyses. Nevertheless, the diagnostic utility of FFPE GI biopsies in PD remains 
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unclear, as these studies yielded conflicting results regarding the sensitivity and 

specificity of GI biopsies in detecting pathological aSyn [9–17]. 

One possible explanation for the observed discrepancies between existing 

studies on immunohistochemical detection of aSyn pathology in the ENS is the very 

low amount of aSyn aggregates usually found in GI samples. Protein Misfolding 

Cyclic Amplification (PMCA) enables ultrasensitive detection of the pathogenic prion 

protein PrP in Creutzfeldt-Jakob disease through amplification of its misfolding and 

aggregation in vitro under different experimental conditions [18]. This technique has 

been recently used to detect aggregated aSyn in the CSF of PD patients [19] and in 

formaldehyde-fixed samples from multiple system atrophy patients [20]. We 

implemented this method to assess the presence of pathogenic aSyn in GI biopsies. 

 

Methods 

Subjects, GI biopsies and study design 

A total of 29 subjects participated to this study, 18 patients with PD and 11 controls. 

PD patients who were diagnosed according to the United Kingdom PD Society Brain 

Bank criteria were recruited from the movement disorder clinic at Nantes University 

Hospital, France. 16 out of 18 PD patients had a rectosigmodoscopy or a 

colonoscopy, while the remaining 2 had upper GI endoscopy for placement of an 

administration tube for continuous levodopa enteral infusion. As controls, we used GI 

biopsies from 2 groups : (1) 7 subjects who had colonoscopy for colorectal cancer 

screening, (2) 4 subjects with Crohn’s disease who underwent either 

rectosimoidoscopy or colonoscopy for disease management and surveillance (Table 

1). All control subjects had a detailed neurological examination to rule out PD 

symptoms and cognitive deficiency. Two to 4 biopsies per subject were snap frozen 
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in liquid nitrogen at the time of collection and stored at −80°C. 16 PD patients and 3 

controls had additional biopsies (taken from the same site than the frozen biopsies, 

either in the sigmoid colon [2 biopsies] or in the rectum [1 biopsy]) that were analyzed 

by immunohistochemistry (see below). The study protocol was approved by the local 

Committee on Ethics and Human Research (Comité de Protection des Personnes 

Ouest IV and VI), conformed to the Code of Ethics of the World Medical Association 

(Declaration of Helsinki) and was registered on ClinicalTrials.gov (identifier 

NCT01353183 and NCT01748409). Written informed consent was obtained from 

each patient and from each control.  

 

Reagents and chemicals 

Unless otherwise stated all reagents were purchased from Sigma (Saint-Quentin-

Fallavier, France) 

 

Microdissection and immunohistochemistry 

Microdissection was performed as previously described in one biopsy (when taken in 

the rectum) or two biopsies (when taken in the sigmoid colon) [6]. Each whole-mount 

preparation of submucosa obtained from a single biopsy was permeabilized for 3 

hours in phosphate buffered saline (PBS)/NaN3 containing 1% (v/v) Triton X-100 and 

10% (v/v) horse serum and then incubated with antibodies against phosphorylated 

aSyn (1:5,000, WAKO, Osaka, Japan) and PGP9.5 (1:10,000; Ultraclone Limited, 

UK). A patient was noted as positive (phosphorylated aSyn histopathology, PASH+) 

when at least one structure immunoreactive for both phosphorylated aSyn and 

PGP9.5 was observed.  
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Biopsies treatment for amplification 

2 to 4 Biopsies were weighted in a Safelock 2mL Biopur tube (Eppendorf, Montesson, 

France). The biopsies were resuspended 5% (weight: volume) in buffer (150mM KCl, 

50mM Tris-HCl pH7.5) and disrupted by sonication using a Branson SFX 150 Cell 

Disruptor sonicator equipped with a 3.17mm microtip probe (Emerson, Bron, France). 

Sonication was applied for 10 seconds at 70% of the maximum amplitude. The 

resulting homogenate was aliquoted and flash frozen in liquid nitrogen before storage 

at -80°C.  

 

PMCA assay 

Biopsies homogenates were diluted in 150mM KCl, 50mM Tris-HCl pH7.5 to a final 

proportion of 2% (weight: volume). Monomeric aSyn concentration was adjusted to 

100µM in a total volume of 300µL. The volume was split in 2 tubes PCR strips 

(BIOplastics, Landgraaf, The Netherlands) tubes (150µl in each). PMCA amplification 

was performed using the Q700 generator and a 431MPX horn (both from Qsonica, 

Fisher scientific, Illkirch, France). The power of the horn was set to 30% of the 

maximum amplitude. The sonication protocol consisted of 15sec of sonication and 

315sec of rest at 31°C. Every hour, 5µL from each tube were collected and diluted 

into 300µL Thioflavine T (ThT, 10µM). The amplification was monitored by measuring 

ThT fluorescence increase using a Cary Eclipse Fluorescence Spectrophotometer 

(Agilent, les Ulis, France) with fixed excitation and emission wavelength at 440 and 

480nm, respectively. The sensitivity of the method was assessed using recombinant 

preformed fibrils. The detection threshold was determined to be in the range of 10 pM 

of aggregated aSyn (Figure 1). PMCA efficacy was derived from the lag phase length 

and was considered high when the lag phase was shorter than 300 minutes and was 
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considered medium to low when it lied within the time frame 300 to 425 minutes. 

 

Results 

 A total of 29 subjects participated to this study, 18 PD patients (12 males, 

mean age ± standard deviation: 63.7±7.7 years) and 11 controls (7 males, 52.4±15.3 

years). Age and sex did not differ significantly between patients and controls (Table 

1). 

GI biopsies (2 pooled biopsies from 6 PD, 3 pooled biopsies from 3 PD and 3 

controls, 4 pooled biopsies from 9 PD and 8 controls (Table 1)) were blindly analyzed 

by means of PMCA (Figure 2). Except for subject #1, none of the GI biopsies 

homogenates from the control group, regardless of the biopsy site (sigmoid colon or 

rectum), seeded the aggregation of monomeric aSyn. Subject #28 was initially 

enrolled in 2008 as a control and as such had no signs or symptoms suggestive of 

PD. She underwent upper GI endoscopy for the investigation of anemia and 4 antrum 

biopsies were taken and stored as part of our research protocol. Because of the 

positive PMCA result, we decided to clinically reevaluate this patient 10 years after GI 

biopsies collection. Neurological examination showed that she had developed in the 

meantime typical signs and symtoms of PD, including right bradykinesia and mild 

bilateral rest tremor. 

GI biopsies homogenates from patients with PD seeded monomeric aSyn 

aggregation in 10 out of 18 cases (table 1). Among these PMCA+ biopsies, 2 sets of 

biopsies were taken from the antrum, 7 sets of biopsies were taken in the sigmoid 

colon while the remaining one was from the rectum. Of note rectal biopsies from 3 

out of 4 PD patients yielded negative results with PMCA. Identical results were 

observed for the rectal biopsies from control patients (Table 1). 
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The amount of seeds in PMCA+ samples were estimated by comparing Figure 

1 and 2. Samples where PMCA efficiency was considered high contained over 1nM 

equivalent of pure recombinant aggregated pathogenic aSyn. 

In 14 patients with PD and 3 controls, one or two additional biopsies were 

immunohistochemically assessed for the presence of PASH (Figure 3). All 3 controls 

as well as the 4 PD patients who had rectal biopsies were PASH- (Table 1). When 

sigmoid biopsies were analyzed, 5 out of 10 PD patients were PASH+ and among 

these 5 cases, 4 were also PMCA+ (table 1). 

 

Discussion 

 Here, we have used GI biopsies from PD patients to show that aSyn 

aggregates from peripheral autonomic nervous system could be amplified through 

PMCA. Only one control biopsy induced aSyn aggregation suggesting that the 

seeding method we implemented has a high specificity. Regarding PD, 2/2 upper GI 

biopsies, 7/12 sigmoid biopsies and only 1/4 rectal biopsies were PMCA+. Although 

our sample size is too small to draw firm conclusions, our findings are in line with 

previous reports that showed a rostro-caudal distribution of aSyn pathology in the gut, 

with the lower esophagus and stomach having the highest frequency of PASH, 

followed by small bowel regions, colon and rectum [2,21,22]. They also suggest that 

rectal biopsies are not suited for PMCA-based PD diagnosis. There was significant 

agreement between PMCA and immunohistochemistry as 4 out of 5 PASH+ PD 

patients were also PMCA+. Samples from the remaining PMCA+ patients were either 

not assessed by immunohistochemistry (4 cases) or were PMCA+ but PASH- (2 

cases). All PMCA+ and PASH+ samples originated from the sigmoid colon (4 cases). 

Limited agreement between PMCA and immunohistochemistry was observed for 
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rectal as none was PASH+ while 1 out of 4 was PMCA+. The same figure was 

observed for control samples. Altogether, our results suggest that rectal biopsies are 

not suited for PMCA-based PD diagnosis.  

An interesting observation is the positive detection of aSyn aggregates in GI 

samples initially collected as controls from one subject who subsequently developed 

clinical symptoms of PD (subject #28). In a recent report that used aSyn PMCA in 

CSF, Shahnawaz et al. identified two subjects originally enrolled as controls who 

were subsequently diagnosed as having PD 1 and 4 years after sample collection 

[19]. These findings suggest that PMCA might be used as a preclinical or premotor 

diagnostic method for PD. 

In conclusion, our preliminary study supports the idea that PMCA could be 

used to detect aSyn aggregates in GI biopsies from PD patients. Further studies are 

needed to establish the diagnostic potential of PMCA to detect aSyn aggregates in 

GI biopsies especially in the upper GI tract. 
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Legends to Figures 

Figure 1: PMCA of preformed recombinant aSyn fibrils. Increasing concentration 

of recombinant seeds were added in the reaction to assess the sensitivity of the 

PMCA method we implemented. The concentrations of recombinants fibrils are 

expressed as initial monomeric concentration. The curves represent the average of 4 

replicates +/- SD. 

 

Figure 2: PMCA assay in controls and PD. PMCA was performed using 

gastrointestinal biopsies homogenates from controls (A) or PD patients (B). aSyn 

seeded assembly reactions obtained in the presence of homogenates from sigmoid 

biopsies are coloured in blue (controls) and orange (PD patients). Those obtained in 

the presence of rectum colon biopsies homogenates are coloured in purple (controls) 

and red (PD patients). Those obtained in the presence of antrum biopsies 

homogenates are coloured in brown (PD patients). PMCA efficacy was considered 

high when the assembly kinetics lied within the grey surface area (lag phase shorter 

than 300 min). PMCA efficacy was considered medium or low when the assembly 

kinetics lied within the hatched grey surface area (lag phase comprised between 300 

and 425 min). The curves represent an average of 2 replicates, +/- SD. 

 

Figure 3. Phosphorylated alpha-synuclein histopathology (PASH) in the 

submucosa of PD patients. Sigmoid biopsies of two different PD patients were 

microdissected and analyzed by immunohistochemistry. The representative 

photomicrographs show multiple PASH (white arrows) in whole-mount of submucosa 

immunoreactive for PGP9.5 (green) that were also positive for phosphorylated alpha-

synuclein (red). Scale bar: 25 μm.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

87 
 

 
Age, 
sex 

Diagnosis 
Biopsy 

PMCA 
Site Number PASH 

1 68/M 

C
o
n
tr

o
l 

R
e
c
tu

m
 4 (0/1) + 

2 58/F 4 (0/1) - 

3 58/F 4 NA - 

4 43/M 4 NA - 

5 33/MCD 

S
ig

m
o

id
 

3 NA - 

6 30/MCD 3 NA - 

7 51/MCD 3 NA - 

8 37/FCD 4 NA - 

9 74/F 4 NA - 

10 53/M 4 (0/2) - 

11 72/M 4 NA - 

12 67/M 

P
a
rk

in
s
o

n
's

 d
is

e
a
s
e

 

R
e
c
tu

m
 4 (0/1) - 

13 66/M 4 (0/1) - 

14 55/M 4 (0/1) - 

15 68/F 4 (0/1) + 

16 70/M 

S
ig

m
o

id
 

4 (1/2) ++ 

17 70/M 4 (0/2) - 

18 55/M 4 NA + 

19 47/F 3 NA + 

20 53/M 2 (0/2) - 

21 67/M 3 (0/2) - 

22 58/M 3 (2/2) ++ 

23 69/M 2 (2/2) - 

24 72/F 2 (0/2) - 

25 59/M 2 (0/2) + 

26 58/F 2 (2/2) + 

27 70/M 2 (2/2) ++ 

28 72/F 
Antrum 

4 NA ++ 

29 70/F 4 NA ++ 

 
Table 1 : Histology and amplification summary. 

Age and sex: age of patients at the time of the biopsies and gender; diagnosis: 

differentiates controls from parkinsonian patients, CD is for Crohn’s disease; biopsy: 

site of the biopsy (site), number of biopsies used in the PMCA assay (number), result 

of the histological analysis (PASH; NA = not assessed; (X/Y) = number of positive 

biopsy[ies]); PMCA : amplification efficacy ranked, ++ : high amplification (lag phase 

was shorter than 300 minutes ), + : low amplification (lag phase within a timeframe of 

300 to 420 minutes), - : no amplification detected. 
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Figure 2 
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II. Mise en évidence d’agents permettant la 

décontamination de matériels de 

laboratoire souillés par diverses 

protéines en fibres amyloïdes 
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L'α-synucléine est suspectée d’agir comme un prion. Sous forme agrégée, elle 

pourrait conduire au développement d'une maladie si une personne est exposée par 

voie alimentaire, par inhalation via des aérosols, ou accidentellement en cas d'une 

coupure avec un matériel souillé. Ces similitudes avec une protéine prion sont aussi 

valables pour d'autres protéines liées à des maladies neurodégénératives : Tau et Aβ 

(Prusiner, 2013; Goedert, 2015; Melki, 2018a). En effet, Aβ sous forme agrégée est 

décrite comme causant les plaques amyloïdes de la maladie Alzheimer. Pour la 

protéine Tau, des extraits purifiés sont capables d’induire des dégénérescences 

neurofibrillaires, avec la présence de filaments hélicoïdaux de type Alzheimer dans 

des modèles animaux. L'épissage alternatif de l'ARNm de Tau permet la synthèse de 

six isoformes de la protéine (Fig. 16). Les formes 3R sont retrouvées agrégées dans 

la maladie de Pick, alors que les formes 4R sont retrouvées dans la paralysie 

supranucléaire progressive. Dans le cas de la maladie d'Alzheimer, les formes 3R et 

4R sont retrouvées en quantités égales (Tab. 5).  

 J'ai déterminé l'efficacité de différents agents à détacher et inactiver des 

assemblages protéiques présents sur des surfaces de natures distinctes, 

représentatives des matériels utilisés en laboratoire. Je me suis particulièrement 

intéressé aux assemblages amyloïdes suivants : 

- Les quatre principales souches d'α-synucléine que nous sommes capables 

de produire en laboratoire à partir de protéine recombinante : les " fibres ", les 

" rubans ", les " fibres 9.1 " et les " fibres 6.5 ". 

- Les assemblages de la protéine Tau constitués des deux isoformes 

prédominants : 1N3R et 1N4R. 

- Les assemblages du peptide β-amyloïde 1-42. 
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Figure 16 : Schéma des différents isoformes de la protéine Tau issus d’un épissage 

alternatif. En rouge clair et foncé sont affichées les séquences des régions N. En vert 

clair et foncé sont affichées les séquences des régions R. Le nom des différents 

isoformes est donné à droite. 

Tableau 5 : Relation entre les différentes tauopathies et la nature de l’isoforme de la 

protéine Tau retrouvée dans les agrégats. 

 

 Même si l'aspect prion de chacune de ces protéines reste une hypothèse, il 

est nécessaire, par mesure de précaution, de s’assurer que tous les équipements 

peuvent être nettoyés afin d'éviter toute exposition à ces assemblages 

potentiellement dangereux. Quelques travaux ont déjà été menés pour mettre en 

avant des procédures de décontamination de ces assemblages amyloïdes (Thomzig 

et al., 2014; Bousset et al., 2016; Hughson et al., 2016; Phan et al., 2018; Tarutani et 
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al., 2018). Seule l’étude de Bousset et al. a été menée sur deux souches différentes 

d’α-synucléines : les " fibres " et les " rubans ". Pour cela, j’ai repris cette étude en 

incluant de nouveaux assemblages d’α-synucléine et les assemblages de Tau et 

d'Aβ. J’ai testé l'efficacité de nettoyage des agents ayant été utilisés lors des 

premiers tests d'inactivation soit l'eau seule, des détergents (le SDS, l'Hellmanex et 

le TFD4), la soude et la guanidine (un dénaturant de protéine). J'ai testé chacun de 

ces agents pour détacher les assemblages de différentes surfaces souillées 

(plastique, verre, aluminium et acier) afin de simuler les différents types de matériaux 

retrouvés dans un laboratoire. J'ai aussi contrôlé les capacités de chacun de ces 

agents à désassembler et donc inactiver les fibres amyloïdes. Au final, j'ai compilé 

les données dans un tableau, qui pourra être utilisé comme " check-list " dans tous 

les laboratoires qui manipulent ces assemblages, afin de connaitre la meilleure 

procédure à adopter pour détacher, et inactiver les fibres amyloïdes selon leurs 

natures et le matériel à nettoyer.  
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III. Etude de la propagation de différents 

assemblages d’α-synucléine dans un 

réseau de neurones corticaux induits 
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La théorie de Braak, sur la propagation des assemblages dans le système 

nerveux central, présuppose un passage des agrégats pathologiques, de cellule à 

cellule, le long des réseaux de neurones. Il est donc important de comprendre la 

propagation des agrégats de neurone en neurone. Des études récentes ont montré 

la capacité de propagation des assemblages chez l'animal (souris, rats, singes), ou 

dans des cellules en culture (lignées cellulaires ou cultures primaires de rat ou de 

souris). Cependant, toutes ces études ont l’inconvénient de ne pas refléter au mieux 

ce qu’il se passe chez les patients (protéome d’une autre espèce ou d’un autre type 

cellulaire). A l’inverse, j'ai pu participer à une étude portant sur la propagation des 

agrégats d'α-synucléine, dans un réseau de neurones humains issus de cellules 

pluripotentes en culture. Ce réseau a été reconstitué grâce aux micro-canaux de 

chambres de culture dites " micro fluidique ", et a permis de simuler des connexions 

neuronales cortico-corticales humaines. Cette étude a permis de démontrer les 

capacités de propagation d'assemblages d'α-synucléine de neurone en neurone, ce 

qui implique l’entrée des agrégats, le transport actif le long des axones, et une 

transmission vésiculaire ou non des particules d’une cellule à l’autre. Deux types 

d’assemblages d’α-synucléine ont été étudiés pour identifier s’il existe des 

déterminants moléculaires qui affectent le mécanisme de propagation. Ainsi, j'ai été 

chargé de caractériser les assemblages qui ont été utilisés afin d'être sûr que ceux-ci 

correspondaient bien aux " fibres " et " rubans " d’α-synucléine originellement décrits. 
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I. Conclusions 

Durant ma thèse j’ai pu :  

1- Mettre en place une méthode fiable d’amplification des assemblages 

caractérisants les dépôts présents dans des tissus de patients atteints de chacune 

des synucléinopathies ; 

2- Mettre en évidence les agents à utiliser pour décontaminer les matériels de 

laboratoire souillés par diverses protéines sous forme de fibres amyloïdes ; 

3- Participer à une étude portant sur la propagation de différents assemblages 

d’α-synucléine dans un réseau de neurones corticaux induits. 

Mes travaux permettent une avancée dans les méthodes de caractérisation 

des maladies neurodégénératives, dans les précautions à prendre dans l’étude des 

assemblages amyloïdes et une meilleure compréhension des synucléinopathies. 

A. La PMCA comme outil d’étude des synucléinopathies 

 De nombreuses équipes cherchent à détecter précocement les dépôts 

amyloïdes d'α-synucléine, par des méthodes d’amplification, pour en faire des 

marqueurs prédictifs ou de diagnostic. Certains groupes ont adapté la méthode de la 

RT-QuIC (" Real-Time Quaking Induced Conversion " : conversion induite par 

agitation en temps réel) pour amplifier les dépôts d'α-synucléine issus de tissus du 

système nerveux central, ou contenus dans le liquide céphalo-rachidien, de patients. 

Cette technique est similaire à la PMCA à la différence que les fibres sont 

fragmentées par l'agitation en présence de petites billes de silice, de zirconium ou de 
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verre (Atarashi et al., 2011). Ces groupes rapportent avoir réussi à amplifier des 

agrégats amyloïdes d'α-synucléine présents dans le cerveau, ou dans le liquide 

céphalo-rachidien, de patients avec une spécificité et une efficacité allant jusqu'à 

100 % (Fairfoul et al., 2016; Shahnawaz et al., 2017; Groveman et al., 2018; Sano et 

al., 2018). Cependant, dans nos mains et dans des conditions identiques à celles 

décrites, la RT-QuIC n'a jamais permis d'amplifier les assemblages issus de patients, 

même avec des doses d’amorces augmentées. De plus, pour suivre la cinétique 

d’amplification, la RT-QuIC se fait en présence de thioflavine T. Or, il a été démontré 

que, lors de l'amplification des fibres amyloïdes, la thioflavine T peut produire des 

artéfacts dans la cinétique, et surtout modifier la structure des fibres (Coelho-

Cerqueira et al., 2014; Kumar et al., 2017). Puisque notre but est d'amplifier les fibres, 

présentes dans les dépôts de patients, pour en faire la caractérisation structurale et 

fonctionnelle par la suite, nous avons préféré ne pas poursuivre l'amplification 

utilisant la RT-QuIC.  

D’autres équipes ont cherché à amplifier les dépôts d'α-synucléine en faisant 

une combinaison PMCA-RT-QuIC (Herva et al., 2014; Becker et al., 2018). En effet, 

dans ces études, la PMCA est très proche de celle décrite à l'origine. Toutefois, des 

billes sont ajoutées aux tubes à la manière de la RT-QuIC. Nous ne nous sommes 

pas intéressés à ces protocoles car les résultats publiés montraient soit une 

polymérisation de novo très rapide, soit une reproductibilité peu satisfaisante.  

 Jusqu'à présent, très peu de travaux évoquent l'utilisation de la PMCA pour 

l'amplification d’assemblages d'α-synucléine. Il est à noter que Roostaee et al ont 

décrit la PMCA pour l'amplification de fibres recombinantes d'α-synucléine (Roostaee 

et al., 2013). Cependant, dans ce protocole, il est nécessaire d'avoir de l'agitation en 
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plus de la sonication, sinon aucune amplification n'est détectée. Jung et al, quant à 

eux, ont mis en avant l'amplification des assemblages issus de cerveaux de souris 

par PMCA en présence de Triton X-100 (un détergent doux) (Jung et al., 2017). Ce 

résultat peut paraître surprenant car, dans nos mains, la présence de détergent, 

même en très faible quantité, facilite la polymérisation de novo. Comme nous 

cherchons à réaliser une amplification spécifique des dépôts d’α-synucléine, nous 

n’avons pas poursuivi l'amplification en présence de détergent. 

 Durant ma thèse, j'ai adapté la technique de la PMCA pour l'amplification de 

fibres amyloïdes d'α-synucléine. Tout d'abord, j'ai pu mettre en avant que, dans un 

contexte où des fibres préformées sont amplifiées, notre protocole de PMCA permet 

d'amplifier jusqu'à 10 pM d'α-synucléine recombinante fibrillaire, sans qu'aucune 

polymérisation de novo de l'α-synucléine ne survienne. Par la suite, j'ai pu amplifier 

les assemblages présents dans les dépôts provenant de cerveaux de patients 

atteints de la maladie de Parkinson, de démences à corps de Lewy ou d'atrophie 

multi-systématisée. De même, nous avons testé la technique d'amplification sur des 

tissus périphériques de patients atteints de la maladie de Parkinson. Au final, la 

technique de PMCA, que j'ai mis en place, s'est avérée être très spécifique car, 

quelque soit la région ou la pathologie à analyser, nous avons pu détecter de 

l'amplification, sans qu'il y ait de la polymérisation de novo avec les tissus contrôles. 

 Grâce à cette technique et à des analyses histologiques, nous avons pu 

analyser différentes régions du système digestif de patients atteints de la maladie de 

Parkinson. Cette étude a permis de mettre en avant que les régions où il est le plus 

judicieux de faire une biopsie, dans le cadre d'un diagnostic ou de recherches, sont 

l’antrum et le côlon sigmoïde. Nous avons pu montrer que le rectum est une région à 
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éviter puisqu'aucune inclusion n'est détectable en histologie, et qu’aucune 

amplification spécifique n'a été observée par PMCA. Il est toutefois nécessaire de 

préciser que, pour certains patients atteints de la maladie de Parkinson, aucun dépôt 

n'a pu être observé que ce soit par histologie ou par amplification. Ces résultats 

rejoignent d’autres études qui rapportent que, dans la maladie de Parkinson, la 

présence de dépôts dans le système nerveux entérique n’est pas très abondante ou 

systématique, et forme un gradient rostro-caudal le long du tractus digestif (Beach et 

al., 2010; Annerino et al., 2012; Pouclet et al., 2012). 

B. Procédures de décontamination des fibres amyloïdes 

 Jusqu'à présent, il n'a jamais été démontré que les assemblages amyloïdes 

d'α-synucléine, de Tau ou d'Aβ ont la capacité de contaminer quelqu'un par voie 

alimentaire ou orale, ou par coupure contrairement au prion PrP. Concernant la 

contamination par voie iatrogène, celle-ci a été démontrée pour Aβ dans le cadre 

d'une greffe ou d'utilisation d'hormones de croissance (Duyckaerts et al., 2018; 

Hervé et al., 2018; Jaunmuktane et al., 2018), et est suggérée pour Tau dans le 

cadre d'utilisation d'hormones de croissance (Duyckaerts et al., 2018). Dans une idée 

de prévention, nous avons testé l’efficacité de différents agents à détacher et 

désassembler différentes fibres amyloïdes.  

 Mon projet fait suite à une précédente publication ayant eu le même objectif 

pour deux souches d'α-synucléine (Bousset et al., 2016). Cette première étude avait 

permis de mettre en avant que le SDS et l'Hellmanex sont de bons agents pour 

détacher, et désassembler, les souches de " fibres " et de " rubans " d'α-synucléine. 

De même, il avait été démontré que l'eau de Javel, comme la soude, permettent de 

détacher, mais pas de désassembler, les fibres amyloïdes d'α-synucléine. Dans ces 
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travaux, j'ai testé des procédures de nettoyage sur ces deux mêmes souches ainsi 

que deux autres souches d'α-synucléine récemment décrites au laboratoire, sur deux 

isoformes de Tau et sur des fibres du peptide Aβ. Pour cela, j'ai testé les agents 

décrits lors de la précédente publication, à l'exception de l’eau de Javel qui fut 

compliquée à utiliser dans un système de détection de fluorescence, et ayant déjà 

été démontrée comme peu efficace pour le désassemblage. La guanidine, une 

molécule dénaturant les protéines, fut rajoutée aux solvants testés. Au final, j’ai mis 

en évidence que le SDS, l'Hellmanex et le TFD4 sont les meilleurs agents pour 

décontaminer des surfaces et désassembler des fibres amyloïdes. Il est aussi 

intéressant de remarquer que chaque fibre amyloïde, selon la protéine qui la 

compose voire sa structure, possède des caractéristiques bien précises de 

résistance ou de sensibilité aux agents testés. Toutes les données ont été compilées 

dans une unique représentation, un tableau permettant de connaitre le meilleur agent 

à utiliser selon la surface à décontaminer et l'assemblage à inactiver. Ainsi, en 

adoptant les recommandations données dans notre publication, il sera possible de 

réduire les risques potentiels de contamination accidentelle. 

C. Propagation d’assemblages d’α-synucléine dans un réseau 

de neurones 

 Ce projet est l’une des premières études à analyser la propagation de 

l'α-synucléine dans un contexte s’approchant au plus du cerveau humain, grâce à 

l’utilisation d’un réseau de neurones humains issus de cellules souches. En effet, 

jusqu'à présent, toutes les études ont été réalisées soit in vivo chez l'animal (souris, 

rats, singes), soit dans des cultures cellulaires (lignées cellulaires ou cultures 

primaires de rat ou de souris). Dans cette étude, des cellules souches humaines ont 
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été reprogrammées pour devenir des neurones, permettant ainsi d’étudier 

l’agrégation de l’α-synucléine humaine au contact du protéome humain, et non celui 

d’une autre espèce. L’analyse des marqueurs cellulaires exprimés a montré que le 

réseau créé simulait des connexions cortico-corticales humaines. Finalement, il a été 

démontré que les " fibres " d'α-synucléine, comme les " rubans ", peuvent entrer 

dans les neurones par endocytose, s'y multiplier, faire des dépôts, perturber le 

fonctionnement du neurone, et se propager de neurone en neurone en empruntant 

un transport actif le long de l'axone. De plus, lors de ces tests, les " rubans " ont 

montré une meilleure capacité de propagation que les " fibres ". 

II. Perspectives 

 Les travaux initiés durant ma thèse seront à la base de nombreuses études. 

En effet, la technique de PMCA, mise au point pour amplifier les assemblages 

présents dans les dépôts provenant de patients atteints de synucléinopathies, 

permet d’entreprendre de nouvelles recherches sur les assemblages amplifiés et de 

s’affranchir des purifications à partir de tissus nerveux. 

A. Caractérisation structurale des dépôts amplifiés  

 Notre hypothèse de travail étant qu’à chaque synucléinopathie correspond 

une souche d’α-synucléine, la première perspective sera de caractériser 

structuralement les assemblages amplifiés issus de chacune des synucléinopathies. 

Ainsi, il pourra être confirmé, pour la première fois, l’existence de souches 

structurales propres à la maladie de Parkinson, aux démences à corps de Lewy et à 

l’atrophie multi-systématisée. Les différentes approches qui pourront être utilisées 

pour déterminer la structure de l'α-synucléine dans les assemblages sont : 
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1. La protéolyse ménagée 

 La protéolyse ménagée est une méthode simple et efficace pour le typage des 

maladies à prion. En effet, l’accessibilité de la chaîne polypeptidique d’une protéine 

repliée, à une protéase, fournit un profil de digestion spécifique du repliement de 

celle-ci, permettant une analyse rapide de la structure. La protéolyse ménagée des 

différentes souches pourra être réalisée avec la protéinase K (la plus couramment 

utilisée), mais aussi avec d'autres protéases plus spécifiques telles que la GluC ou la 

trypsine. De cette manière, les assemblages issus des différentes synucléinopathies 

pourraient donner des profils protéolytiques spécifiques. Cependant, il est à préciser 

que, même si le résultat entre deux souches est identique, cela n'indiquera pas 

nécessairement des conformations identiques. Effectivement, il est possible que 

différentes structures donnent des profils de protéolyses ménagées similaires, étant 

donné que deux peptides distincts peuvent migrer au même niveau sur un gel 

d’électrophorèse. 

2. La microscopie électronique 

 La structure et l’empilement des monomères dans les agrégats peuvent influer 

sur la morphologie des fibres amyloïdes. Ainsi, la microscopie électronique à 

transmission permet, en plus de contrôler l’aspect amyloïde des fibres amplifiées par 

PMCA, de visualiser la morphologie générale de celles-ci. De plus, la structure 

atomique des assemblages peut être entreprise par cryo-microscopie électronique. 

En effet, cette technique permet d’accéder rapidement à la structure de chacun des 

acides aminés qui constituent le squelette des fibres amyloïdes (Dearborn et al., 

2016; Guerrero-Ferreira et al., 2018; Li et al., 2018a, 2018b). Cette méthode 

nécessite d’avoir une population homogène d’objets, ce qui devrait être le cas pour 



 

144 
 

les produits d'amplification. 

3. La spectrométrie de masse 

 En l’absence de données structurales au niveau atomique, la spectrométrie de 

masse peut être utilisée pour affiner les données de protéolyse ménagée. Tout 

d'abord, cela permettra d'identifier les peptides présents dans le profil protéolytique 

de chaque souche, et donc les sites de clivages accessibles. Ainsi, il sera possible 

de discriminer, pour deux profils similaires en électrophorèse, s’ils sont différents au 

niveau des fragments générés ou non. D'autre part, il sera possible d'utiliser des 

agents pontants pour identifier les régions exposées des fibres, ainsi que les 

interactions intramoléculaires de l’α-synucléine. Ces résultats donneront donc des 

informations structurales sur le repliement de l’α-synucléine dans les agrégats. 

4. La résonance magnétique nucléaire à l'état solide 

 Cette technique est sûrement la plus précise pour la caractérisation de la 

structure des assemblages. Effectivement, la résonance magnétique nucléaire à 

l’état solide fournit une empreinte de repliement, correspondant à la proximité entre 

les différents atomes d'une molécule. Après analyse des résultats, la structure 

secondaire des différentes régions des protéines, composant la fibre amyloïde, 

pourra être déterminée. L’intérêt est que, contrairement aux agrégats ex vivo, les 

dépôts amplifiés par PMCA seront analysables, par résonance magnétique nucléaire 

à l’état solide, en utilisant de l’α-synucléine marquée au 13C ou 14N. Ainsi, comme il a 

été démontré pour les " fibres " et les " rubans " d'α-synucléine (Gath et al., 2014), il 

sera possible de mettre en avant des différences de structure secondaire, ainsi que 

les zones libres pouvant permettre des interactions avec des partenaires cellulaires. 
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B. Caractérisation fonctionnelle des dépôts amplifiés 

 L’analyse des propriétés biologiques de chacun des assemblages 

d'α-synucléine permettra de mettre en avant des différences fonctionnelles entre les 

souches. De plus, les résultats ainsi obtenus permettront de mieux comprendre les 

différences observées entre chaque synucléinopathie (progression, sévérité, ...). 

Plusieurs approches seront envisagées : 

1. Mesurer les propriétés de propagation des souches 

 Premièrement, il faudra faire l’analyse de la capacité des différents 

assemblages à se lier et à pénétrer dans des cellules en culture. Ces tests donneront 

ainsi une idée de la capacité des souches à être internalisées. Deuxièmement, il sera 

intéressant de faire l’analyse du comportement des fibres dans des neurones cultivés 

dans des chambres de culture microfluidique. En effet, comme nous avons pu le voir 

dans le manuscrit, cette approche permet de mettre en avant les capacités de prise 

en charge, de transport et de relarguage des assemblages par les neurones. Ainsi, 

en réalisant ces mesures dans plusieurs types cellulaires caractéristiques de 

différentes régions du cerveau (striatum, cortex, cervelet, …), il sera possible de 

mettre en évidence un profil de propagation préférentiel des souches. 

2. Tester la pathogénicité  

 Tout d'abord, il sera intéressant de mesurer les propriétés qu’ont les souches 

à recruter de la protéine endogène et à persister in cellulo. Ces tests permettront de 

conclure sur la capacité des souches, dans une cellule, à s’allonger et s’amplifier tout 

en résistant aux systèmes de dégradation. Enfin, il sera important de réinjecter les 

fibres amplifiées à des animaux. D'une part, pour contrôler que la propagation de 
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chaque souche est possible chez l'animal, et d'autre part, pour analyser leurs 

toxicités relatives in vivo. Ainsi, ces résultats permettront de démontrer, ou non, si le 

développement typique d'une synucléinopathie peut être résumé à la seule structure 

de l'α-synucléine agrégée. 

3. Identification des partenaires des fibres issues d’amplification 

 Des analyses protéomiques d’interaction ont déjà été menées à partir de 

fibres recombinantes. Ainsi, il serait intéressant d’identifier si les interactions entre les 

fibres amplifiées et les protéines membranaires ou cytoplasmiques sont les mêmes. 

Par exemple, il pourra être mis en évidence si une souche a plus d’affinité pour un 

récepteur membranaire que les autres. Ce test est intéressant car il pourrait 

expliquer les différences de propagation et de pénétrance observées pour les 

différentes souches. 

C. Vers une généralisation de la caractérisation des 

synucléinopathies par PMCA 

Les premiers résultats de l’analyse de biopsies gastriques nous indiquent que 

la PMCA pourrait être une méthode de diagnostic. Il serait donc intéressant de 

caractériser la structure et les propriétés des assemblages présents dans ces 

régions périphériques, et de les comparer à celles du système nerveux central. Les 

résultats de ces caractérisations pourraient confirmer qu’une synucléinopathie 

correspond bien à une seule structure de fibre, ou que les dépôts périphériques sont 

différents. De plus, les tissus périphériques étant accessibles par simple biopsie, il 

sera possible de faire des études longitudinales sur des patients vivants.  

Deuxièmement, il serait intéressant d’étudier les formes familiales de maladie 
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parkinsonienne. En effet, comme nous avons pu le voir, certaines formes familiales 

ont été rapportées comme étant plus proches d’une synucléinopathie que d’une 

autre. Il serait donc possible de savoir, dans le cadre d’une mutation, duplication ou 

triplication de l’α-synucléine, ou d’une mutation dans une autre protéine, quelle 

structure adopte l’α-synucléine agrégée. Ainsi, en comparant ces résultats avec ceux 

qui auront été obtenus pour les formes sporadiques des synucléinopathies, il pourrait 

être possible de faire un lien entre forme sporadique, forme familiale et agrégats 

d’α-synucléine. 

D. Utilisation des agrégats amplifiés pour la recherche 

translationnelle 

Aujourd’hui, aucun médicament n’existe pour soigner les synucléinopathies. 

En effet, les seuls traitements existants sont pour traiter les symptômes moteurs : 

prise de molécules proches de la dopamine (par voie orale, perfusion duodénale ou 

pompe), greffe de neurones ou encore stimulation cérébrale profonde (Eger et al., 

2009). Il est nécessaire de trouver des médicaments soignant ces maladies afin de 

se passer de ces traitements qui présentent des inconvénients. Par exemple, les 

molécules proches de la dopamine permettent de traiter les symptômes moteurs 

parkinsoniens (pas dans toutes les maladies comme nous l’avons vu), mais ils n’ont 

d’effet ni sur les troubles intellectuels, ni sur la progression de la maladie. De plus, 

après une certaine période, les patients développent des dyskinésies obligeant à 

arrêter le traitement.  

L’explication d’une aussi faible avancée pharmacologique vient peut-être des 

méthodes de la recherche. Effectivement, comme nous avons pu le voir, les 

recherches fondamentales et translationnelles utilisent soit des fibres amyloïdes 
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totalement recombinantes, soit des inclusions qui ont été extraites de cerveaux de 

patients. Or, les fibres recombinantes ont l’inconvénient de ne pas avoir 

nécessairement les mêmes structures et propriétés que ce qui est retrouvé chez les 

patients. Concernant les inclusions purifiées, il faut garder à l'esprit que ces dépôts 

sont composés de nombreuses protéines. Donc, in vivo, il pourrait y avoir des effets 

de pléiotropies liés aux différentes protéines présentes dans l'inclusion. Pour ces 

raisons, il serait intéressant de travailler à partir des agrégats amplifiés provenant 

des diverses maladies. En effet, après plusieurs cycles d’amplification, ces 

assemblages auront l’avantage d’être purs, tout en conservant la structure initiale du 

patient. Ainsi, il sera possible de tester les fibres amplifiées pour trouver des 

marqueurs spécifiques de chaque souche pour l'imagerie médicale. Autrement, il 

sera possible de tester l’efficacité de l’inhibition de la propagation des fibres 

amplifiées, par différents composés prometteurs (par exemple : des chaperons 

moléculaires (Pemberton, 2011), des flavonoïdes (Hong et al., 2008) ou encore des 

anticorps). Ces tests pourraient se faire : en culture cellulaire de neurones humains 

croissants dans un système de microfluidique (comme vu dans ce manuscrit) ; dans 

des organoïdes de mini-cerveaux (culture cellulaire tridimensionnelle qui simule un 

cerveau par l’hétérogénéité des cellules et les connexions qui le composent 

(Lancaster et al., 2013)) ; ou chez l’animal, en développant des modèles de 

synucléinopathies induites par les différentes souches d’α-synucléine amplifiées par 

PMCA. 

La recherche clinique doit tester ses médicaments sur des cohortes de 

patients dont les symptômes et la maladie sont clairement définis. Or, comme nous 

l’avons vu, lorsque les symptômes caractéristiques de la maladie sont présents, cela 

signifie, au niveau cellulaire, que la maladie est déjà à un stade avancé. Cela peut 



 

149 
 

expliquer pourquoi de nombreux médicaments, testés en phase clinique, n’ont pas 

abouti à leurs mises sur le marché. Prenons l’exemple d’un médicament supposé 

ralentir la progression de la maladie de Parkinson, en favorisant la survie des 

neurones dopaminergiques, et testé sur des patients diagnostiqués. Les résultats 

seront très probablement décevants puisque, quand les symptômes moteurs 

surviennent, 50 à 60 % des neurones dopaminergiques sont morts. Il serait donc 

bien plus intéressant de travailler à des stades précoces de la maladie, par exemple 

en phase prodromique. Ceci pourrait se faire, par exemple, par l’analyse de cohortes 

de patients, pour une étude clinique, qui seraient testés via la présence, dans les 

biopsies, de marqueurs identifiés par PMCA. L’avantage est que, comme les patients 

seraient en train de développer la maladie, il sera possible de voir la capacité d'un 

médicament à ralentir, voir stopper, cette progression. 

E. Vers une méthode de diagnostic ? 

La PMCA pourrait devenir une méthode de diagnostic si la sensibilité et la 

spécificité de la technique étaient augmentées. Ainsi, il serait possible de faire un 

diagnostic précoce et discriminant la synucléinopathie pour chaque patient. Ce test 

pourrait se baser sur l'utilisation de plasma, ou de liquide céphalo-rachidien, qui sont 

supposés contenir des formes agrégées d’α-synucléine (El-Agnaf et al., 2006). Il 

serait aussi possible d’utiliser des biopsies caractérisées comme pouvant contenir 

des agrégats d’α-synucléine précocement, telles que des biopsies de la glande 

submandibulaire (Shin et al., 2018) ou des biopsies gastriques (comme vu dans ce 

manuscrit). 
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Résumé : Les synucléinopathies regroupent les maladies neurodégénératives de Parkinson, les 

démences à corps de Lewy et l'atrophie multi-systématisée. Des études suggèrent que les 

synucléinopathies seraient des maladies à prion. Aujourd'hui, certains aspects manquent pour que 

l'α-synucléine soit reconnue comme un prion. Par exemple, il est à démontrer que chaque 

synucléinopathie est causée par une souche précise d'α-synucléine. Durant ma thèse j’ai mis au 

point une méthode d'amplification fiable des dépôts présents dans le cerveau des patients atteints 

de synucléinopathies. J’ai aussi documenté les procédures de nettoyage à adopter envers des 

matériels souillés, par diverses fibres amyloïdes, afin de réduire le risque de contamination. 

Finalement, j’ai été associé à une étude montrant les capacités de propagation d'assemblages 

d'α-synucléine, dans un réseau de neurones humains en culture. Ces résultats permettront des 

études structurales, et fonctionnelles, des souches d’α-synucléine dans les synucléinopathies. 

Title :  Molecular typing of neurodegenerative diseases due to the aggregation of the protein         
α-synuclein 

Keywords : α-synuclein ; Parkinson's disease ; dementia with Lewy bodies ;  multiple system 
atrophia; neurodegeneratives diseases ; prion 

Abstract : The aggregation of α-synuclein protein has been shown to be associated with 

Parkinson's disease, dementia with Lewy bodies, and multiple system atrophy, called 

synucleinopathies. Increasing amount of evidences suggest that synucleinopathies are prion 

diseases. Some aspects are missing for α-synuclein to be recognized as a prion, such as the 

existence of strains associated to synucleinopathies. During my thesis I set up a reliable method to 

amplify α-synuclein-rich deposits from patients tissues. I validated the method using all 

synucleinopathies tissues. This should allow the identification of α-synuclein strain related to each 

synucleinopathy. In addition, I also documented cleaning procedures for materials soiled with 

various amyloid fibers, in order to reduce the risk of contamination. Finally, I was associated to a 

study that shows the propagation abilities of different α-synuclein assemblies in a neuronal network 

mimicking human cortico-cortical connections. These results open the way to structural and 

functional studies of the amplified deposits. 
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