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RESUME DE THESE 

 

La maladie de Parkinson (MP) est caractérisée par l’agrégation de l’α-synucléine (α-syn) et la 

dégénérescence sélective des neurones dopaminergiques associée à des défauts locomoteurs. L’étiologie de la 

MP reste incomplète à ce jour mais ses origines multifactorielles impliquent à la fois des facteurs génétiques et 

environnementaux. La caractérisation de modèles d’induction mixte de la MP permettrait d’élucider les effets 

toxiques d’une exposition chronique à un agent chimique sur les mécanismes favorisant l’agrégation de l’α-syn. 

Dans cette étude, notre objectif était de caractériser les effets d’une exposition chronique au paraquat (PQ) de 

Drosophiles exprimant une des formes, WT ou mutée [A53T], de l’α-syn humaine dans l’ensemble des neurones. 

Nous avons mis en évidence que les Drosophiles exprimant l’α-syn [A53T] sont plus sensibles à une 

exposition chronique au PQ et que cette sensibilité accrue reposerait sur une accumulation d’α-syn et 

notamment de sa forme pathologique, phosphorylée en sérine 129. La détection de vacuoles d’autophagie et 

l’accumulation de la protéine Ref(2)-P/p62 reflèteraient un blocage du flux de l’autophagie chez les Drosophiles  

exprimant l’α-syn [A53T] en condition d’exposition chronique au PQ. 

La prise en compte les aspects génétiques et environnementaux impliqués dans le développement de la 

maladie de Parkinson permet de modéliser les cas sporadiques qui représentent près de 90% des patients. Des 

études plus approfondies utilisant ce modèle mixte permettraient de décrire les mécanismes cellulaires mis en 

jeu lors d’une exposition chronique à un contaminant de l’environnement et donc d’identifier de nouvelles cibles 

thérapeutiques potentielles pour lutter contre la maladie de Parkinson. 

 

Mots-clés : maladie de Parkinson, Drosophiles, α-synucléine WT, α-synucléine [A53T], paraquat, exposition 

chronique, induction mixte, α-synucléine Pser129. 

 

ABSTRACT 

 

Parkinson's disease (PD) is mainly characterized by the aggregation of α-synuclein (α-syn) into Lewy 

bodies and the selective degeneration of dopaminergic neurons associated with locomotor defects. The etiology 

of PD is still incomplete, but its multifactorial origins involve genetic and environmental stress factors. The 

characterization of animal models expressing human α-syn exposed to pesticides is essential for the 

identification of the mechanisms underlying the aggregation of α-syn upon chemical exposure. In this study, our 

goal was to characterize the effects of chronic paraquat (PQ) exposure on Drosophila expressing the WT or 

mutated [A53T] form of α-syn in all neurons. 

We showed that the expression of α-syn [A53T] increased the sensitivity to chronic exposure to PQ. In 

addition, PQ induced α-syn accumulation, especially the pathological form, phosphorylated on serine 129. We 

also found autophagic vacuoles associated with Ref(2)-P/p62 protein accumulation suggesting an impaired 

autophagic flux in Drosophila expressing α-syn [A53T] under chronic PQ exposure. 

By taking into account the genetic and environmental aspects, our approach will allow to identify the 

main factors responsible for the development of PD in the sporadic cases that represent nearly 90% of patients. 

Further studies based on this model will allow to explore potential therapies for PD treatment. 

 

Keywords: Parkinson's disease, Drosophila, α-synuclein WT, α-synuclein [A53T], paraquat, chronic exposure, 

mixed induction, α-synuclein Pser129. 
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I. La maladie de Parkinson 
 

La maladie de Parkinson (MP) est une maladie neurodégénérative touchant 3 % 

de la population de plus de 65 ans (Fahn et Sulzer 2004). La description de cette maladie 

a été publiée en 1817 par James Parkinson qui la présentait comme une pathologie 

caractérisée par des tremblements involontaires, un tonus musculaire réduit mais sans 

atteinte des facultés sensorielles et intellectuelles (Parkinson 2002). L’évolution de la MP 

est progressive et lente avec des symptômes moteurs qui se déclarent après une perte 

d’environ 70% des neurones dopaminergiques  (Uhl, et al. 1994). La qualité de vie des 

patients est altérée du fait de l’apparition de symptômes moteurs et non-moteurs mais 

l’espérance de vie reste stable. L’accumulation d’une protéine neuronale, l’α-synucléine 

(α-syn) sous forme d’inclusions cytoplasmiques, appelées corps de Lewy, reste le point 

commun entre ces différentes formes de la MP (Masliah, et al. 2000) (Spillantini, et al. 

1997). Les corps de Lewy sont caractérisés par des immuno-marquages de la forme 

phosphorylée en sérine 129 de l’α-syn qui est dite pathologique (Figure 1) (Fujiwara, et 

al. 2002)  (Kalia et Lang 2015). En parallèle de ces inclusions, une perte des neurones de 

la substantia nigra pars compacta est observée chez les patients lors d’examens post-

mortem (Figure 2). 

 

Le développement de la MP peut reposer sur des mutations génétiques, on parle 

alors de formes familiales de la MP, ou bien les causes peuvent rester non identifiées et 

on parle alors de formes sporadiques ou idiopathiques de la MP. L’identification de 

familles où la fréquence des cas de parkinsonisme était anormalement élevée a permis 

de caractériser des gènes porteurs de mutations (Polymeropoulos, et al. 1997). Ces gènes 

ont été associés au développement de la MP et ont été appelés « gènes PARK » (Tableau 

1). Les mécanismes responsables de l’agrégation de l’α-syn ne pas encore complètement 

compris à ce jour. 
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α-synucléine phosphoSer129  

 

Figure 1 : Inclusion cytoplasmique dans un neurone de patient parkinsonien 

 

Des marquages réalisés par immunohistochimie sur des coupes de cerveaux de patients 

parkinsoniens mettent en évidence des inclusions cytoplasmiques, ou corps de Lewy, dans les 

neurones qui sont caractérisées par une accumulation d’α-synucléine et notamment de la forme 

phosphorylée en sérine 129 et d’ubiquitine. 

Photo modifiée à partir de (Jucker et Walker 2013) 

Individu sain Patient parkinsonien 

Figure 2 : Apparence de la substance noire de patient parkinsonien comparé à un individu sain 

 

Le marquage des noyaux cellulaires par immunohistochimie permet de mettre en évidence une perte 

des neurones de la substance noire chez les patients parkinsoniens.  
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Tableau 1 : Gènes PARK associées à des formes familiales de la maladie de Parkinson. 

 

Parmi les gènes PARK, certains sont transmis de manière autosomale récessive (AR), autosomale 

dominante (AD) ou bien de manière récessive liée au chromosome X. Les cases notées « ? » ne 

sont pas encore décrites dans la littérature. 

Tableau réalisé à partir de : (Richarme, et al. 2015) (Vande Walle, Lamkanfi et Vandenabeele 

2008) (MacLeod, et al. 2013) (Vilariño-Güell, et al. 2011) (Rahman et Morrison 2019) (Kannarkat, 

et al. 2015) 

 

 

Gène PARK Transmission  Protéine Fonction 

PARK 1/4 AD α-synucléine Intégrité des vésicules de neurotransmetteurs 

PARK 2 AR parkin Ubiquitine ligase E3 

PARK 3 AD ? ? 

PARK 5 AD UCHL-1 Hydrolase C-terminal de l’ubiquitine 

PARK 6 AR PINK-1 Kinase mitochondriale 

PARK 7 AR DJ-1 Déglycase 

PARK 8 AD LRRK2 Kinase, GTPase 

PARK 9 AR ATP13A2 Enzyme lysosomale, transport cationique 

PARK 10 AD USP24 Déubiquitine ligase 

PARK 11 AD GIGYF2  Répresseur post-transcriptionnel 

PARK 12 Chromosome X ? ? 

PARK 13 AD HTRA2/OMI Sérine protéase mitochondriale 

PARK 14 AR PLA2G6 Phospholipase A2 

PARK 15 AR FBXO7 Ubiquitine ligase E3 

PARK 16 ? RAB7L1 Protéine liant le GTP 

PARK 17 ? VSP35 Transport rétrograde des endosomes vers le Golgi  

PARK 18 ? HLA-DRA Chaîne alpha 2 du système CMH de classe II 
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1)  Etiologie de la maladie de Parkinson 
 

La MP est la deuxième maladie neurodégénérative la plus répandue après la 

maladie d’Alzheimer avec au moins 166 700 personnes atteintes en 2015 en France 

(Moisan, et al. 2018). La prévalence de cette maladie augmente au sein des populations 

âgées avec 2,56 cas sur 1 000 personnes âgées de 60-64 ans, puis 4,75 cas sur 1 000 

personnes âgées de 65-69 ans, 8,41 cas sur 1 000 personnes âgées de 70-74 ans et plus 

de 10 cas sur 1 000 personnes à partir de 75 ans (Moisan, et al. 2018).  Les symptômes 

de la MP varient d’un patient à l’autre mais l’accumulation pathologique d’α-syn est le 

point commun à tous les cas ainsi que la perte sélective des neurones dopaminergiques. 

Les neurones dopaminergiques seraient particulièrement sensibles du fait de leur 

activité électrophysiologique basale constante dépendante du calcium. En effet, l’influx 

constant de calcium dans le cytoplasme des neurones malgré une capacité de stockage 

faible induirait un stress oxydatif basal par les mitochondries, même à l’état 

physiologique (Hirsch, et al. 1992). L’implication de la mitochondrie a également été 

pointée par des examens post-mortem réalisés sur des cerveaux de patients 

parkinsoniens où un déficit d’activité du complexe I de la chaîne respiratoire a été mesuré 

(Schapira, et al. 1990). De plus, la fréquence électrique des neurones dopaminergiques a 

été retrouvée augmentée dans la substance noire de souris exprimant l’α-syn mutée 

[A53T] (Subramaniam, et al. 2014). La perte des neurones dopaminergiques est à 

l’origine des manifestations cliniques de la MP qui peuvent être regroupées en deux 

grandes familles, les symptômes non-moteurs et les symptômes moteurs. La difficulté des 

médecins pour diagnostiquer la MP repose sur le fait que les symptômes non-moteurs 

apparaissent entre 10 et 20 ans avant les premiers signes cliniques de type moteurs. Cette 

difficulté de diagnostiquer précocement la MP rend l’étude de l’initiation de la MP, avant 

l’apparition de symptômes moteurs, essentielle pour fournir les traitements adéquats. 

 

 

A. Marqueurs de la phase « pré-symptomatique » : symptômes non 

moteurs 

 

La phase pré-symptomatique de la MP correspond à l’apparition de troubles 

sensoriels que les patients ne sont pas en mesure de discerner par rapport aux 
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symptômes en lien avec le vieillissement. Il s’agit de manifestations non spécifiques 

comme des troubles du sommeil, une perte du goût ou de l’odorat ou encore des 

constipations. Pour cette raison, des études prospectives ont été réalisées afin d’identifier 

des critères de risque pour prédire l’apparition de la MP (Barber, et al. 2017) (Dinov, et 

al. 2016).  

 

 

i. Troubles autonomes 

 

La plupart des patients parkinsoniens présentent des troubles du système 

nerveux  tels que des dysfonctionnements du système digestif, du système urogénital ou 

encore de la régulation de la tension artérielle (Klingelhoefer et Reichmann 2017). Parmi 

ces troubles, on peut citer la constipation qui est de plus en plus étudiée et qui correspond 

à un allongement du temps de transit intestinal à cause d’une motilité diminuée. En effet, 

des liens très forts émergent entre la MP et la modification du microbiote intestinal, à tel 

point que l’hypothèse d’une origine entérique de la MP est étudiée depuis quelques 

années (Felice, et al. 2016) (Liddle 2018). 

 

 

ii. Troubles sensoriels 

 

Une diminution ou une perte du goût ou de l’odorat font partie des troubles 

communément décrits chez environ 90% des patients parkinsoniens (Tarakad et 

Jankovic 2017). Parmi les troubles sensoriels ressentis par les patients parkinsoniens, il 

a été décrit que leur sensation de douleur est plus forte car les récepteurs responsables 

de la nociception sont hyper-activables (Valek, Auburger et Tegeder 2019). De nombreux 

troubles du sommeil sont associés à la maladie de Parkinson comme des insomnies ou 

des hypersomnies et des troubles du sommeil paradoxal (Faludi, et al. 2015). Une étude 

suggère que les troubles du sommeil et la sensation de douleurs ressenties chez les 

patients pourraient être directement liées (Vila-Chã, et al. 2019). 
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iii. Troubles neuropsychiatriques 

 

Contrairement à ce qu’avait décrit James Parkinson en 1817, une partie des 

patients parkinsoniens présente des troubles neuropsychiatriques (Parkinson 2002) 

(Reijnders, et al. 2008). En effet, des psychoses, démences ou hallucinations visuelles 

peuvent être associées et près de 17 à 35% des patients souffriraient de dépression 

(Reijnders, et al. 2008). 

 

iv. Biomarqueurs et diagnostic précoce de la MP 

 

Les chercheurs et médecins participent à un effort de recherche commun afin 

d’identifier des biomarqueurs fiables permettant l’indentification précoce de la MP  

(Prigione, et al. 2010) (Saeed, et al. 2017). Le premier axe de recherche concerne les 

fluides circulants et notamment le sang dont le prélèvement est aisé et qui permettrait de 

mesurer un marqueur commun pour l’ensemble des cas de MP avec la détection d’une 

forme nitrée d’α-synucléine (Prigione, et al. 2010) (Tian, et al. 2019). Un second axe 

d’étude se concentre sur les modifications du cerveau et de ses fonctions (Saeed, et al. 

2017). 

 

 

B. Marqueurs de la phase « symptomatique » : symptômes moteurs 

 

La phase symptomatique de la MP correspond à l’apparition de troubles 

locomoteurs chez les patients parkinsoniens. Dans la plupart des cas, ce sont ces 

symptômes qui permettent aux médecins de diagnostiquer les nouveaux patients. 

L’apparition des symptômes moteurs est associée à la perte des neurones 

dopaminergiques et notamment ceux de la substantia nigra pars compacta. Ces neurones 

ont un rôle inhibiteur sur le contrôle du mouvement. C’est donc la perte de cette 

inhibition qui est responsable des symptômes locomoteurs associés à la MP.  
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i. Bradykinésie  

 

La bradykinésie est un symptôme locomoteur qui se traduit par une lenteur dans 

l’exécution des mouvements volontaires. Ce symptôme se manifeste différemment au 

niveau des membres inférieurs et supérieurs avec, respectivement, une démarche 

ralentie et des petits pas rapprochés ainsi qu’une lenteur d’exécution des mouvements 

fins comme l’écriture (Schilder, et al. 2017). 

 

 

ii. Akinésie  

 

L’akinésie est un symptôme associé avec la bradykinésie. Une akinésie désigne la 

lenteur d’initiation des mouvements, volontaires ou réflexes (Schilder et al., 2017). Ce 

symptôme est handicapant au quotidien pour les patients et il est responsable d’une 

augmentation des accidents domestiques car les patients ont plus de difficultés à éviter 

une chute ou une brûlure par mouvements réflexes par exemple. 

 

 

iii. Hypertonie 

 

L’hypertonie musculaire correspond à un tonus musculaire trop élevé. 

L’hypertonie repose sur la contraction à la fois des muscles agonistes et antagonistes d’un 

membre lors de l’exécution d’un mouvement et qui mène à une rigidité du membre. Cette 

hypertonie peut être associée à une rigidité générale du corps, ce qui participe à la lenteur 

des mouvements. Cette contraction musculaire trop élevée et prolongée mène à des 

douleurs intenses chez les patients parkinsoniens (Schilder, et al. 2017). 

 

 

iv. Tremblement de repos 

 

Le tremblement de repos est un signe apparent majeur de la MP. Le tremblement 

est considéré comme symptomatique de la MP lorsqu’il est involontaire, c’est-à-dire 

lorsque les muscles ne sont pas stimulés mais au repos. 
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2) Implication de l’α-synucléine dans la maladie de 

Parkinson 
 

 

A. Expression, localisation et rôle 

 

L’α-synucléine (α-syn) est codée par le gène SNCA ou PARK 1/4 (Tableau 1) dont 

la séquence est très conservée entre espèces animales mais qui n’est pas exprimée par 

Escherichia coli, Saccharomyces cerevisiae, Caenorhabditis elegans ni par Drosophila 

melanogaster (Siddiqui, Pervaiz et Abbasi 2016). Chez l’Homme, l’α-syn est codée par le 

gène SCNA, ou PARK 1/4 (Tableau 1) et est exprimée dans le système nerveux central 

principalement et de manière plus abondante dans le cortex, l’hippocampe et la 

substance noire (Taguchi, et al. 2016). L’α-syn est exprimée au niveau du soma des 

neurones présynaptiques puis elle est retrouvée dans le cytoplasme ou en interaction 

avec des membranes, notamment à la membrane des vésicules présynaptiques (Figure 

3) (Burré 2015) (Miraglia, et al. 2018) (Snead et Eliezer 2014). L’α-syn est également 

exprimée dans le système nerveux périphérique et dans les globules rouges (Tian, et al. 

2019). 

 

 L’α-syn peut être localisée à différents endroits dans un neurone, en interactions 

avec des organites ou à la membrane plasmique et semble être impliquée dans plusieurs 

fonctions cellulaires. En effet, l’α-syn a été observée à la membrane plasmique des 

neurones présynaptiques et elle semble être impliquée dans le contrôle, le relargage et le 

recyclage des vésicules de neurotransmetteurs (Goers, et al. 2003) (Snead et Eliezer 

2014). Le neurotransmetteur principalement impacté dans la MP est la dopamine. Il a été 

montré que l’α-syn module la synthèse en interagissant directement avec la tyrosine 

hydroxylase (TH) (Butler, Sambo et Khoshbouei 2017). Le fonctionnement des neurones 

dopaminergiques est donc en partie dépendante de l’α-syn (Perez, et al. 2002) (Venda, et 

al. 2010). L’α-syn a été localisée à la membrane des mitochondries et semble être capable 

de contrôler l’activation de l’apoptose en inhibant le relargage du cytochrome c par la 

mitochondrie en condition de stress oxydatif (Di Maio, et al. 2016). Il a été décrit que l’α-

syn était impliquée dans la stabilité du cytosquelette d’actine des neurones (Ordonez, Lee 
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et Feany 2018) et serait capable, par ce biais, de moduler les fonctions mitochondriales 

(Figure 3) (Menges, et al. 2017). 

 

 

 

 

Figure 3 : Membranes, cibles et voies cellulaires, avec lesquelles l’α-synucléine interagit potentiellement en 

conditions physiologiques. 

 

En conditions physiologiques dans la cellule neuronale, l’α-synucléine peut exister sous plusieurs conformations 

spatiales, désordonnée ou ordonnée en hélice. La forme désordonnée est libre dans le cytoplasme alors que la forme 

conformée en hélice peut interagir avec des membranes comme la membrane plasmique, la membrane 

mitochondriale ou encore celle des vésicules d’exocytose, de type vésicules synaptiques notamment. En conditions 

de stress oxydatif, l’α-synucléine oxydée interagit différemment avec la membrane mitochondriale et module la 

stabilité du cytosquelette d’actine de la mitochondrie et par conséquent sa dynamique du fusion/fission. 

Schéma de (Snead et Eliezer 2014) 
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B. Séquence et mutations génétiques 

 

L’α-syn est une protéine de 140 acides aminés qui est structurée en 3 domaines : un 

domaine N-terminal, un domaine « NAC » (non-amyloid component) et un domaine C-

terminal (Figure 4). Le domaine N-terminal est composé de répétitions qui sont 

particulièrement conservés (XKTKEGVXXXX) et qui sont spécifiques de l’α-syn (George 

2002). Cette séquence répétée forme une hélice alpha amphipathique qui permet à l’α-

syn d’interagir avec les membranes et d’y être localisée en conditions physiologiques 

(Dikiy et Eliezer 2012) (Dettmer, et al. 2015). La présence des 5 mutations associées à 

des formes familiales de la MP dans la région amphipatique de l’α-syn rend compte de 

l’importance de cette région. En effet, le développement de la MP reposerait sur des 

mécanismes en lien avec une agrégation induite par les lipides (Galvagnion, et al. 2015) 

(Iyer, et al. 2016). Le domaine NAC pour « Non-Aymoïd-β Component of senile plaques », 

est un domaine hydrophobe qui est nécessaire à l’agrégation de l’α-syn. En effet, 

l’altération ou la suppression de ce domaine diminue les capacités d’oligomérisation de 

l’α-syn et notamment à cause des interactions entre les domaines NAC et C-ter de l’α-syn 

(Jha, et al. 2018). Le domaine C-terminal de l’α-syn porte une charge négative nette car il 

est riche en proline ainsi qu’en résidus acides qui lui confère une structure 

tridimensionnelle aléatoire en hélice dépliée. La séquence de ce domaine est homologue 

à celle des petites protéines chaperonnes de type « heat shock protein », ce qui suggère 

une fonction potentiellement similaire de l’α-syn (Kim, et al. 2004). La tyrosine en 

position 125 et la sérine en position 129 peuvent être phosphorylées mais la 

phosphorylation de l’une exclue celle de l’autre. L’α-syn phosphorylée sur la sérine en 

position 129 est retrouvée accumulée dans les corps de Lewy dont elle est le composant 

majoritaire, ce qui suggère une implication de cette modification post-traductionnelle 

dans l’agrégation de l’α-syn (Cavallarin, Vicario et Negro 2010). 
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Le lien entre l’α-syn et la MP a été établi en 1997 par l’équipe de Polymeropoulos qui a 

étudié le génome de plusieurs familles présentant une incidence de la MP plus forte que 

la population générale (Polymeropoulos, et al. 1997). Le polymorphisme causant la 

mutation A53T a été le premier à être identifié dans des cas familiaux de la MP.  A ce jour,  

cinq mutations ont été identifiées : A30P, E46K, H50Q, G51D, A53T (Khalaf, et al. 2014) 

(Healey, Woodside et Tuszynski 2016). Ces mutations sont rares et représenteraient 

environ 1 à 2% des patients parkinsoniens (Gasser 2015). Les mutations de l’α-syn 

affecte la région N-terminal qui est responsable de l’interaction avec les lipides  et 

entraineraient une conformation de l’α-syn  en feuillets bêta. Cette conformation mise en 

évidence in vivo favorise l’agrégation de l’α-syn et est corrélée in vitro à une nucléation 

sur les membranes et à une élongation accélérée des fibrilles d’α-syn (Figure 5) 

(Flagmeiera, et al. 2016). Le gène codant pour l’α-syn est également retrouvé sous forme 

sauvage mais dupliqué ou tripliqué dans des cas familiaux de MP. La gravité des 

symptômes semble être corrélée au nombre du gène SNCA chez le patient ainsi qu’à une 

Figure 4 : Schéma de la séquence protéique de l’α-synucléine. 

 

Le schéma indique les 3 régions de l’α-synucléine avec la région amphipatique qui est composée de séquences 

répétées menant à une conformation tridimensionnelle en hélice alpha sur laquelle repose son interaction avec les 

lipides. Cette région N-terminale contient les 5 mutations ponctuelles décrites pour être à l’origine de formes 

familiales de la maladie de Parkinson. Le domaine NAC, pour « Non-Aymoïd-β Component of senile plaques », est 

associé à la capacité de l’α-synucléine à s’agréger. Le domaine C-terminal est particulièrement riche en résidus 

acides qui confèrent une conformation dépliée à ce domaine qui est le lieu de phosphorylations qui s’excluent l’une 

l’autre dont la phosphorylation en sérine 129, dite pathologique, qui est retrouvée accumulée dans les corps de 

Lewy.  

Schéma de (Emamzadeh 2016) 
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progression plus rapide (Chartier-Harlin, et al. 2004). Cette corrélation semble indiquer 

que la concentration en l’α-syn serait déterminante dans le développement de la MP.  

 

 

 

 

C. Modifications post-traductionnelles  

 

L’α-syn peut présenter diverses modifications post-traductionnelles telles que la 

phosphorylation, l’oxydation, l'ubiquitination, la nitration, la troncation, la sumoylation, 

la glycosylation ou l'acétylation (Barrett et Greenamyre 2015) (Schmid, Fauvet, et al. 

Figure 5 : Les mutations ponctuelles du gène codant pour l’α-synucléine associées à des formes familiales de la 

maladie de Parkinson modifient l’agrégation induite par les lipides et le taux d’amplification des fibrilles d’α-

synucléine in vivo. 

 

Les taux d’amplification des fibrilles et d’agrégation induite en présence de vésicules lipidiques sont normalisées 

par rapport à celles de la forme WT de l’α-synucléine. Le taux d’agrégation de l’α-synucléine correspond à la 

nucléation, ou formation d’hélice α, à partir d’α-synucléine monomérique en solution en présence de vésicules 

lipidiques mimant les membranes cellulaires. Les mutations A30P et A53T augmentent l’agrégation de l’α-

synucléine par rapport à la forme WT alors que les mutations E46K, G51D et H50Q la diminuent. L’amplification 

des fibrilles d’α-synucléine correspond à l’élongation de fibrilles préformées dans une solution d’α-synucléine 

monomérique. Les mutations E46K, A30P et A53T provoquent une accélération de la nucléation de l’α-synucléine 

par rapport à la forme WT alors que les mutations G51D et H50Q ne permettent pas de détecter de forme agrégée.  

Figure de (Flagmeiera, et al. 2016) 
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2013). Ces modifications influent sur l’oligomérisation de l’α-syn mais la contribution 

précise de ces différentes modifications dans le développement de la MP n'est pas 

complètement définie. Ces modifications se situent dans la partie C-terminale de l’α-syn 

qui est dépliée non conformée et donc accessible aux enzymes en condition 

physiologique. Ces modifications post-traductionnelles qui altèrent la répartition des 

charges sont décrites pour favoriser l’agrégation de l’α-syn en modifiant la conformation 

tridimensionnelle de la partie C-ter puis de la protéine entière (van der Wateren, et al. 

2018). 

 

 

i. La phosphorylation en Tyr 125 ou en Ser129  

 

La phosphorylation en sérine 129 (Pser129) de l’α-syn est un marqueur majeur 

de la MP (Fujiwara, et al. 2002). En effet, cette marque est retrouvée sur environ 4% de 

l’α-syn totale mais 90% de l’α-syn accumulée dans les corps de Lewy est phosphorylée 

en sérine 129 (Figure 1) (Spillantini, et al. 1997) (Jucker et Walker 2013). Ce marqueur 

caractéristique des corps de Lewy a été considéré comme l’élément pathologique à 

l’origine de la mort des neurones dopaminergiques (Chen et Feany 2005). Plus 

récemment, une hypothèse opposée a émergé proposant les corps de Lewy comme un 

moyen pour la cellule de réduire la quantité d’α-syn toxique libre en la séquestrant 

(Riederer, et al. 2019). Dans ce contexte, la phosphorylation en sérine 129 de l’α-syn 

correspondrait à un adressage de la protéine pour une dégradation par une voie 

spécifique de l’autophagie sous forme d’agrésome (dégradation de l’α-syn par 

l’autophagie décrite en partie II. 3). 

 

 

ii. Ubiquitination 

 

L’ubiquitination est une modification post-traductionnelle induisant un adressage 

d’une protéine mal conformée ou à dégrader vers le protéasome. L’ubiquitination 

correspond à la liaison réversible d’une ou plusieurs protéines d’ubiquitine sur les 

résidus lysines qui sont des sites d’ubiquitination. Il est à noter que le second composant 

le plus abondant dans les corps de Lewy est l’ubiquitine. Cette accumulation indique donc 



26 
 

un besoin pour la cellule de dégrader l’α-syn toxique (dégradation de l’α-syn par la voie 

du protéasome décrite en partie II. 2) (Bennett, et al. 1999) (Dyllick-Brenzinger, et al. 

2010) (Riederer, et al. 2019). 

 

 

D. Equilibre dynamique entre les formes mono- et oligomériques 

 

Les mutations ponctuelles (A53T, A30P, E46K, H50Q ou G51D) ou les 

multiplications (duplications et triplications) identifiées au sein du gène PARK1/4 codant 

pour l’α-syn sont liées aux formes familiales de la MP et présentent une agrégation accrue 

(Polymeropoulos, et al. 1997) (Ibáñez, et al. 2004) (Flagmeiera, et al. 2016) (Ki, et al. 

2007). Actuellement, la communauté scientifique considère plutôt l’agrégation de l’α-syn 

comme une conséquence de processus pathologiques sous-jacents plutôt que comme la 

cause première à l’origine du développement de la MP (Alexopoulou, et al. 2016) 

(Hasegawa, et al. 2017) (Navarro-Yepes, et al. 2016). 

 

 Il est actuellement décrit que l’α-syn sous forme homo-tétramérique serait plus 

stable, n’aurait pas la capacité de s’agréger en fibrilles pathologiques et remplirait des 

fonctions physiologiques en lien avec son interaction avec les vésicules synaptiques  

(Gajula Balija, et al. 2011) (Burré 2015). En conditions pathologiques, les tétramères 

seraient déstabilisés et l’α-syn retrouverait une conformation oligomérique (Lashuel, et 

al. 2002) (Khalaf, et al. 2014). Cette hypothèse est supportée par une étude qui pointe 

l’effet des mutations familiales sur la déstabilisation du domaine N-terminal  (Dettmer, et 

al. 2015). En effet, la perturbation dans les motifs consensus répétés KTKEGV et donc des 

hélices alpha du domaine N-terminal et du domaine NAC induirait une déstabilisation des 

tétramères d’α-syn et une accumulation de formes monomériques (Figure 6). La 

formation de fibrilles d’α-syn est une réaction de nucléation par laquelle des monomères 

solubles sont convertis en une structure oligomérique insoluble organisée en feuillets β 

(Lashuel, et al. 2002). Les formes intermédiaires entre ces deux formes d’α-syn sont 

appelées oligomères. Les fibrilles d’α-syn peuvent avoir une conformation en fibrille ou 

en ruban et être à l’origine d’une toxicité qui reposent sur des mécanismes différents 

(Figure 6) (Miraglia, et al. 2018) (Spillantini et Goedert 2018). 
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3)  Autres mutations génétiques impliquées dans la 

maladie de Parkinson  
 

Les mutations génétiques menant au développement de la MP ont d’abord été 

identifiées dans le gène SCNA ou PARK1/4 codant pour l’α-syn car son accumulation dans 

les corps de Lewy avait déjà été mise en évidence. L’identification d’autres mutations 

dans des locus et menant à une fréquence élevée de cas de MP dans certaines familles ont 

permis d’identifier d’autres gènes PARK (Tableau 1). De manière générale, les mutations 

situées dans des locus reconnus comme étant des facteurs de risque sont relativement 

Figure 6 : Formation des fibrilles d'α-synucléine 

 

En condition physiologique, l'α-synucléine est retrouvée sous forme de monomère désordonné 

en équilibre dynamique avec sa forme multimérique qui est liée aux vésicules présynaptiques 

(SV). L'α-synucléine est également décrite sous forme d’homo-tétramère stable qui peut être 

dissout en monomères qui pourront s’agréger en oligomères désordonnés solubles ou en 

oligomères insolubles ayant une configuration spatiale en feuillet bêta. Ces agrégats insolubles 

peuvent interagir et former des structures organisées de type fibrillaire.  

Schéma de (Miraglia, et al. 2018) 
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communes et fréquentes dans la population alors que les mutations associées à des 

transmissions autosomales dominantes sont les plus rares (Figure 7).  

 

 

 

4) Facteurs de risques environnementaux de la maladie 

de Parkinson : les agents phytosanitaires 
 

La plupart des facteurs de risques environnementaux ayant une incidence sur le 

développement de la MP ont été décrit à la suite de contaminations aigües et d’apparition 

de symptômes ressemblant à ceux de la MP. C’est le cas de certaines substances comme 

les produits phytosanitaires qui étaient mis sur le marché puis retirés après que des cas 

Figure 7 : Fréquences et causalités de variants génétiques impliqués dans la maladie de Parkinson. 

 

La taille des bulles rend compte de la fréquence allélique dans la population. Les couleurs symbolisent 

l’aspect héréditaire des mutations génétiques : transmission autosomale dominante (bleu), transmission 

autosomale récessive (jaune), locus associé à un facteur de risque (vert).  

Schéma de (Gasser 2015) 
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d’intoxication aient été signalés. Aujourd’hui, les produits phytosanitaires sont testés en 

laboratoire principalement pour évaluer leur hépato-toxicité et s’assurer de l’action 

détoxifiante des enzymes du foie. 

 

L’exposition de la population générale aux pesticides se fait principalement par 

l’alimentation qui peut présenter des résidus de pesticides (Oates et Cohen, 2011). Il a 

été montré que les professions agricoles utilisant le paraquat (PQ) et la roténone étaient 

2,5 fois plus susceptibles de développer la MP que la population générale qui n’est pas en 

contact avec ces pesticides (Tanner, et al. 2011). Par conséquent, les pesticides roténone 

et paraquat représentent un facteur de risque pour le développement de la MP.  

 

 

A. Pesticide : la roténone 

 

La roténone est un insecticide naturel dont l’usage était autorisé en agriculture 

biologique jusqu’en 2008. A cette date, son autorisation de mise sur le marché a été retiré 

par la commission européenne. Ce retrait faisait suite à l’identification de symptômes liés 

à son utilisation comme une diminution de la fertilité, une augmentation du nombre de 

fausses-couches et l’apparition de symptômes ressemblant à ceux de la MP. La roténone 

est une molécule hydrophobe qui est capable de traverser la barrière hémato-

encéphalique et d’être toxique directement dans les neurones du système nerveux 

central. La toxicité de la roténone repose sur sa capacité à bloquer l’activité du complexe 

I de la chaîne respiratoire mitochondriale, ce qui entraine une diminution de la 

respiration et donc de la production d’ATP dans la cellule. En plus de cette action directe 

sur la mitochondrie, les mécanismes toxiques induisant la mort des neurones 

dopaminergiques avec l’activation de la voie pro-apoptotique JNK, ont été élucidé grâce 

à des études réalisées sur des modèles cellulaires (Klintworth, et al. 2007) (Newhouse, et 

al. 2004). Bien qu’interdite en France, l’usage de la roténone est utile en laboratoire afin 

de modéliser l’induction de symptômes de types parkinsoniens comme une perte des 

neurones dopaminergiques ou des troubles moteurs comme cela a été fait chez le rat 

(Cannon, et al. 2009) ou encore chez la Drosophile (Coulom et Birman 2004). Le 

développement de modèles animaux pour l’étude de la MP a permis de mettre en 

évidence que les substances environnementales comme le MPTP, la roténone ou le 
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paraquat ont des modes d’action différents et une sélectivité tissulaire par exemple 

(Richardson, et al. 2005) (Tanner, et al. 2011).  

 

B. Herbicide : le paraquat 

 

 Le paraquat (PQ) a été utilisée dès 1955 pour ses propriétés herbicides et 

c’est actuellement le second herbicide le plus utilisé dans le monde après le glyphosate. 

Les institutions de santé européennes ont classifié comme toxique l’inhalation, le contact 

avec la peau et l'ingestion du PQ et son usage a été interdit en 2011 en Europe. Le PQ est 

largement utilisé en agriculture dans le monde car il s’agit d’un herbicide non sélectif qui 

agit sur les plantes par contact.  

 

 

 

Le PQ aspergé sur les plantes est rapidement absorbé par les feuilles où son action 

toxique a lieu sur les chloroplastes. Dans les chloroplastes, le PQ interfère le 

photosystème I qui intervient dans la photosynthèse. Le PQ bloque le flux d’électrons 

provenant du photosystème I entre la ferredoxine et le NADP+ et les électrons réduisent 

le PQ en le faisant passer de l’état de cation divalent à l’état réduit de cation monovalent 

(Figure 9). Le PQ+ à l’état de cation monovalent réduit l’oxygène O2 en radical superoxide 

O2.-. Le PQ+ peut subir un cycle redox et être recyclé en PQ. La diminution de la quantité 

de NADP+ induit une baisse d’activité des chloroplastes et le radical superoxide provoque 

des dommages sur l’ADN qui engendre la mort des cellules et enfin de la plante. De 

manière similaire dans la mitochondrie, le PQ interfère avec le flux d’électrons provenant 

du complexe I de la chaîne respiratoire (Costello, et al. 2009) (Dinis-Oliveira, Remiao, et 

Figure 8 : Structure chimique du paraquat 
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al. 2006). La toxicité de cette molécule utilisée comme herbicide est également toxique 

sur les cellules animales, au laboratoire sur le lignée cellulaire SH-SY5Y par exemple ou 

même chez l’Homme  (Fukushima, et al. 1993) (Tanner, et al. 2011). La toxicité première 

du PQ repose sur le stress oxydatif qui, à son tour, induit l’activation d’autres voies qui 

mènent à la mort cellulaire (Richardson, et al. 2005). En effet, ce stress oxydatif a été 

décrit pour activer la voie de l’autophagie (R. Gonzalez-Polo, M. Niso-Santano, et al. 

2007b), le blocage du protéasome (Yang et Tiffany-Castiglioni 2007) et la mort cellulaire 

par apoptose (Dinis-Oliveira, Duarte, et al. 2008) (R. Gonzalez-Polo, M. Niso-Santano, et 

al. 2007a) (Grant, Lantos et Parkinson 1980) (Klintworth, et al. 2007) (Li et Sun 1999) 

(Gonzalez-Polo, Rodriguez-Martin, et al. 2004) (McCarthy, et al. 2004) (Niso-Santano, 

Bravo-San Pedro, et al. 2011) (Richardson, et al. 2005). Un lien direct entre l’agrégation 

de l’α-syn et le PQ a également été mis en évidence in vitro avec une accélération de 

l’agrégation de l’α-syn dans une solution contenant du PQ (Uversky, Li et Fink 2001). Les 

modèles de rongeurs, qui expriment une α-syn endogène, permettent d’étudier l’effet 

d’une exposition au PQ sur l’agrégation de l’α-syn (Norris, et al. 2007) (Zeng, Geng et Jia 

2018). Ces modèles ont permis de mettre en évidence qu’une exposition chronique au PQ 

induisait une surexpression de  l’α-syn dans le système nerveux des souris ainsi qu’une 

accumulation de l’α-syn pathologique, phosphorylée en sérine 129 (Pser129) dans le 

système nerveux central mais également dans le système nerveux entérique (Manning-

Bog, et al. 2002) (Zeng, Geng et Jia 2018). 

 

 

Figure 9 : Cycle redox du paraquat 

cycle 
redox  
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II. Mécanismes cellulaires impliqués dans la réponse aux 
stress liés à la maladie de Parkinson  

 

 

Le développement de la MP repose sur des stress cellulaires qui s’accumulent avec 

le temps, avant l’apparition des premiers symptômes et donc bien avant le diagnostic. 

Parmi les stress identifiés, on peut citer l’accumulation et/ou l’agrégation et/ou les 

modifications post-traductionnelles de l’α-syn dans les neurones. On peut également 

citer le stress oxydatif qui peut être induit directement par des molécules de 

l’environnement telles que les pesticides ou bien de manière indirecte en conséquence 

de l’agrégation de l’α-syn. 

 

La surexpression, le mauvais repliement ou l’agrégation de l’α-syn sont des 

modifications auxquelles la cellule répond en activant des mécanismes de réponse afin 

de rétablir l’homéostasie. En effet, l’accumulation d’α-syn dans le cytoplasme sera prise 

en charge par des systèmes de dégradation des protéines telles que le système de 

l’ubiquitine-protéasome ou la voie de l’autophagie. De plus, l’accumulation d’α-syn mal 

conformée et accumulée dans le réticulum endoplasmique (RE) activera les voies de 

stress en réponse aux protéines mal conformées dans le RE, également appelée voie UPR 

pour « unfolded protein response ». 

 

 

1) Fonctions physiologiques de la voie UPR et 

implications dans la maladie de Parkinson 
 

 L’activation de la voie UPR repose sur l’accumulation de protéines mal repliées 

dans le RE. En effet, la protéine chaperonne résidente du RE, GRP78/BiP, inhibe 

l’activation de la voie UPR en se liant à trois protéines transmembranaires, ATF6, PERK 

et IRE1 (Figure 10). L’activation de ces trois voies de signalisation UPR repose sur la 

relocalisation de la protéine GRP78/BiP qui se lie avec une plus grande affinité aux 

protéines mal repliées dans le RE. L’activation de ces voies de signalisation induit une 

réponse adaptative de la cellule avec une diminution de la synthèse de protéines et lipides 
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nécessitant des modifications dans le RE et avec une augmentation de l’expression et de 

l’activation de protéines aux fonctions de chaperonnes ou de dégradation des protéines. 

En effet, une activation de la réponse UPR induit la surexpression de protéines 

chaperonnes cytoplasmiques ou résidentes du RE, la surexpression d’enzymes 

protéolytiques, la diminution de la traduction des protéines et de la synthèse des lipides. 

On peut également citer l’activation du système ERAD, pour « Endoplasmic Reticulum 

Associated Degradation » qui consiste à mobiliser le protéasome, un système de 

dégradation des protéines cytoplasmiques (Figure 10) (Kocaturk et Gozuacik 2018). En 

effet, le système ERAD permet de réduire le stress subi par le RE grâce à la translocation 

des protéines mal repliées du RE vers le cytoplasme. Un complexe de translocation 

contenant une ubiquitine-ligase E3 est responsable de l’ubiquitination des protéines 

provenant du RE vers le cytoplasme où elles seront dégradées par le protéasome. 

L’activation de la voie de l’autophagie est induite par la voie UPR afin de supporter la 

dégradation des protéines mal conformées afin d’éviter une accumulation dans le RE 

(Fouillet, et al. 2012).  Malgré la mise en place de ces réponses adaptatives, une activation 

prolongée de la voie UPR est associée à une activation de la voie de l’apoptose menant à 

la mort cellulaire (Holtz et O'Malley 2003) (Ryu, et al. 2002). 

 

 Dans le contexte de la MP, l’agrégation de l’α-syn est centrale avec l’accumulation 

de sa forme phosphorylée en sérine 129 dans les corps de Lewy. Il a été mis en évidence 

que l’activation de la voie UPR dans un contexte d’agrégation de l’α-syn est dépendante 

de cette phosphorylation en sérine 129 pour la lignée cellulaire SH-SY5Y (Sugeno, et al. 

2008). Il a également été montré que l’α-syn interagissait directement avec la protéine 

BiP/GRP78 en conditions physiologiques et que l’α-syn s’accumulait dans le RE où elle 

induisait une activation chronique de la voie UPR puis la mort des neurones chez la souris 

(Colla, et al. 2012). L’α-syn sous forme agrégée mais pas monomérique pourrait 

également se lier et activer SERCA, une pompe responsable de l’entrée du Ca2+ dans le RE 

(Betzer, et al. 2018). Cette entrée de Ca2+ dans le RE serait suivie d’un relargage dans le 

cytoplasme puis d’un stockage dans la mitochondrie. Cette entrée de Ca2+ dans la 

mitochondrie mènerait à un relargage du cytochrome c et de l’activation de l’apoptose 

(Betzer, et al. 2018). 
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Figure 10 : Schéma récapitulatif des voies de stress du réticulum endoplasmique 

 

La protéine GRP78/BiP se lie aux protéines mal conformées dans le réticulum endoplasmique (RE) avec 

une plus grande affinité qu’aux protéines ATF6, PERK et IRE1. La relocalisation de GRP78/BiP conduit à 

l’activation des voies de signalisation associées au RE. Cette activation mène à l’expression de protéines 

impliquées dans le repliement et/ou la dégradation des protéines mal conformées ou à l’activation de 

l’apoptose. Les systèmes cytoplasmiques du protéasome et de l’autophagie peuvent également être 

activés dans ce contexte d’accumulation des protéines mal conformées dans le RE (ERAD). 

Adaptée de (Kocaturk et Gozuacik 2018) 
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2) Fonctions physiologiques de la voie ubiquitine-

protéasome et implications dans la maladie de 

Parkinson 
 

Le protéasome est un complexe protéique responsable de la dégradation de 

protéines cytoplasmiques préalablement ubiquitinées. En effet, les protéines reconnues 

comme mal repliées par des chaperonnes sont ubiquitinées sur les lysines de leur 

séquence. Ce système joue également un rôle essentiel dans la dégradation des protéines 

qui sont impliquées dans le cycle cellulaire, la prolifération, l'apoptose, le contrôle de la 

transcription, la transduction du signal et la régulation du métabolisme. En effet, de 

nombreuses enzymes constituent des points de contrôle de ces voies métaboliques et 

elles sont donc des cibles d'une dégradation fréquente par le système ubiquitine-

ptoéasome (UPS). Les protéines porteuses de chaînes d’ubiquitines liées par la lysine en 

position 48 (K48) sont sélectivement adressées au protéasome. La sous-unité 19S, 

appelée sous-unité régulatrice du protéasome, est responsable de la reconnaissance des 

chaînes d’ubiquitines, composées d’au moins 4 résidus ubiquitines (Figure 11). C’est la 

sous-unité 20S, appelée sous-unité catalytique du protéasome, qui est responsable de la 

dégradation des protéines ubiquitinées en peptides de 7 à 9 acides aminés qui seront 

ensuite recyclés (Figure 11). Le protéasome est retrouvé dans le cytoplasme ou bien 

associé au RE dans le cadre du système de dégradation ERAD. La voie ubiquitine-

protéasome (UPS) est donc responsable de la dégradation des protéines mal repliées 

cytoplasmiques mais également de celles accumulées dans le RE. 
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Dans le cadre de la MP, il a été montré que l’α-syn monomèrique peut former des 

agrégats d’oligomères solubles. Lors d'une nouvelle agrégation et/ou modification 

structurelle, l’α-syn oligomèrique s'accumule et forme des fibrilles insolubles, également 

appelées proto-fibrilles. L’accumulation de ces structures aboutit éventuellement à la 

formation de corps de Lewy (LB) et/ou de neurites de Lewy (LN) (Figure 12) (Prasad, et 

al. 2019). Les oligomères solubles sont principalement dégradés par le protéasome ou 

peuvent être dissous, dans une certaine mesure, en monomères par des protéines 

chaperonnes comme Hsp70 par exemple (Figure 12, flèches bleues) (Prasad, et al. 2019). 

Une fois que les oligomères solubles sont formés, ils s’agrègent rapidement et deviennent 

insolubles. Les agrégats insolubles d’α-syn semblent être éliminés principalement par 

autophagie (Prasad, et al. 2019). De manière surprenante, une étude suggère que la 

dégradation de l’α-syn par le protéasome participerait à son oligomérisation in vitro à 

cause de la libération du fragment C-terminal de l’α-syn lors de sa protéolyse (Lewis, et 

al. 2010). Cette forme tronquée d’α-syn serait retrouvée enrichie dans les corps de Lewy. 

L’α-syn sous forme de proto-fibrille, notamment l’α-syn mutée [A53T],  serait capable 

Figure 11 : Structure du protéasome 

 

Le protéasome est constitué d'une sous-unité catalytique centrale 20S et de deux sous-unités 

régulatrices 19S responsables du repliement des protéines mal conformées.  

Schéma modifié de (Lub, et al. 2016) 
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d’inhiber le système ubiquitine-protéasome, in vitro (McNaught, et al. 2001) et également 

in vivo (Bengoa-Vergniory, et al. 2017). Cependant, une étude contradictoire a conclu que 

l’α-syn agrégée n’inhibait pas le protéasome à elle seule mais que la combinaison entre 

une surexpression de l’α-syn et une déprivation de sérum, générant un stress oxydatif et 

une activation de l’autophagie, induisait l’accumulation d’agrégats d’α-syn dans des 

lignées cellulaires (Dyllick-Brenzinger, et al. 2010). Ce résultat suggère que la 

neurodégénérescence en lien avec l’agrégation de l’α-syn reposerait sur les effets 

convergents entre le stress oxydatif qui augmente au cours du vieillissement et la 

diminution des capacités de dégradation des protéines mal repliées par le protéasome.  

Figure 12 : Schéma de la dégradation de l' α-synucléine par le protéasome et la voie de l'autophagie 

 

Effets des modifications des voies de dégradation des protéines cellulaires sur l'abondance des agrégats 

solubles ou insolubles d’α-syn. La surexpression (oe) de la chaperonne Hsp70 réduit l’abondance des 

agrégats d’α-syn solubles et insolubles et sa réduction a l'effet inverse. L’inhibition du protéasome par 

l’administration de MG132 augmente les agrégats solubles d’α-syn et d’autant plus les agrégats 

insolubles. La modification de l'autophagie n'a aucun impact sur les agrégats solubles d’α-syn. 

L'abondance d'agrégats insolubles d’α-syn augmente légèrement lors de l'inhibition de l'autophagie 

(3MA) et diminue lors de l'augmentation de l'autophagie (rapamycine).  

Figure de (Prasad, et al. 2019) 
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Le flux des protéines ubiquitinées à dégrader par le protéasome peut être régulé 

par des enzymes appelées déubiquitines-ligases, ou DUB, qui sont responsables de la 

déconjugaison des chaînes d’ubiquitines. L’action de ces DUB est donc d’augmenter le 

temps de demi-vie avant leur prise en charge par le protéasome. Une étude a démontré 

l’importance de la DUB Usp8 qui est retrouvée dans les corps de Lewy (Alexopoulou, et 

al. 2016). Cette étude a mis en évidence que la présence de Usp8 dans les corps de Lewy 

était inversement proportionnelle à la présence d’α-syn contenant des chaînes 

d’ubiquitines liées à K63 qui était significativement réduite dans les neurones 

dopaminergiques chez les Drosophiles. La présence de Usp8 prolonge ainsi la demi-vie 

de l’α-syn dans les neurones et favorise sa toxicité en empêchant son adressage au 

protéasome (Alexopoulou, et al. 2016). Les DUBs pourraient être impliquées dans les cas 

sporadiques de la MP et représenter un facteur de risque. 

 

Plusieurs études ont mis en évidence que l’activité catalytique du protéasome était 

inhibée ou qu’il pouvait être dissocié en condition de stress oxydatif (Ding et Keller 2001) 

(Zhao, et al. 2017). Cette altération du protéasome a notamment été retrouvée en 

condition d’exposition de la lignée cellulaire SH-SY5Y au paraquat (PQ), un herbicide lié 

au développement de la MP  (Wang, et al. 2006) et (Yang et Tiffany-Castiglioni 2007). La 

composante environnementale de la MP semble donc être directement impliquée dans le 

blocage de ce système de dégradation des protéines mal repliées comme l’α-syn par 

exemple. D’autres effets d’une exposition au PQ sur la voie UPS ont été mis en évidence 

dans la lignée cellulaire dopaminergique SK-N-SH (Navarro-Yepes, et al. 2016). En effet, 

cette étude a mis en évidence qu’une exposition au PQ induisait une diminution de 

l’ubiquitine au niveau protéique mais pas de son ARNm et que cela était corrélé avec une 

dimérisation/inactivation de la protéine Ref(2)-P/p62 qui interagit avec l’ubiquitine et 

est responsable de la dégradation des protéines ubiquitinées par autophagie. La toxicité 

du PQ en lien avec l’agrégation de l’α-syn pourrait reposer sur une altération des voies de 

dégradation des protéines dépendantes de l’ubiquitine avec un effet direct sur l'inhibition 

de la voie de l’UPS et, par ce biais, sur la dégradation des protéines mal repliées par la 

voie de l’autophagie (Navarro-Yepes, et al. 2016). 
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3) Fonctions physiologiques de l’autophagie et 

implications dans la maladie de Parkinson 
 

La dégradation des protéines cytoplasmiques met en jeu leur ubiquitination 

préalable et leur prise en charge, par le système UPS ou par l’autophagie, dépend de leur 

taille et de leur solubilité. Les protéines solubles dont la taille permet d’être prise en 

charge par le système par le protéasome seront ainsi dégradées dans le cas d’un mauvais 

repliement. Les protéines insolubles qui ont tendance à s’agréger sont dégradées par la 

voie de l’autophagie après avoir été accumulées activement sous forme d’agrésomes 

(Figure 13). Pour cela, les protéines insolubles ubiquitinées sont séquestrées à la 

membrane plasmique par la protéine HDAC6, pour, histone déacetylase 6, qui interagit, 

d’une part, avec les chaînes d’ubiquitines en K63 portées par les protéines à dégrader et, 

d’autre part, avec la dynéine, un moteur moléculaire qui interagit avec les microtubules 

du cytosquelette (Kawaguchi, et al. 2003). La dynéine est ensuite responsable du 

transport de ces petits agrégats protéiques vers des centres d’agrégation où l’agrésome 

formé sera pris en charge par un autophagosome grâce à l’interaction avec des protéines 

adaptatrices telles que Ref(2)-P/p62, NBR1 ou ALFY (Kocaturk et Gozuacik 2018). 

 

Figure 13 : Dégradation des protéines mal conformées par les systèmes du protéasome et de l'autophagie. 

 

Les protéines cytoplasmiques mal conformées sont ubiquitinylées et dirigées vers les systèmes de dégradation 

en fonction des protéines mal conformées, du motif des chaînes d’ubiquitine et des protéines adaptatrices 

liées. Elles peuvent également être accumulées activement sous forme d’agrésomes qui seront dégradés 

sélectivement par l’autophagie. 

Schéma de (Kocaturk et Gozuacik 2018). 
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 De manière plus large, l’autophagie est un mécanisme de dégradation des 

composants et des organites cellulaires qui sont dysfonctionnels afin de les recycler 

(Klionsky et Emr 2000). L’autophagie est activée en conditions de stress externes telles 

qu’un manque de nutriments, une hypoxie ou bien en de stress internes avec une 

accumulation d’organites endommagés ou de protéines agrégées par exemple. 

L’autophagie est un processus physiologique qui intervient lors du développement 

embryonnaire pour le remodelage cellulaire et la biogenèse des organites 

cytoplasmiques. Il existe plusieurs types d’autophagie qui ont été définis par le type de 

substrat retrouvé dans l’autophagolysosome (Klionsky, et al. 2007). On peut distinguer 

trois types d’autophagie avec 1) la macro-autophagie, également appelée autophagie, où 

les composants cytoplasmiques à dégrader sont englobés dans des autophagosomes, des 

vésicules à double-membrane (Baba, et al. 1994). Les gènes qui codent pour des protéines 

intervenant dans la régulation de ce processus sont appelés gènes ATG pour « autophagy-

related genes ». La formation d’un autophagosome repose sur l’élongation de la 

membrane du pré-autophagosome concomitante avec l’interaction des protéines à 

dégrader avec la membrane interne via une protéine adaptatrice telle que Ref(2)-P/p62 

(Figure 14). Cette étape nécessite une interaction entre les protéines codées par les gènes 

ATG12 et ATG5 et la protéine LC3 codée par le gène ATG8, sous forme active LC3-II 

porteuse d’un groupement phosphatidyl-éthanolamine (PE). Une fois l’autophagosome 

formé, il peut fusionner avec des lysosomes, formant ainsi l’autophagolysosome où les 

protéines et/ou organites cytoplasmiques interagissant avec la protéine adaptatrice 

Ref(2)-P/p62 seront dégradées sous l’action du pH acide et des enzymes lysosomales 

(Figure 14). L’activation de l’autophagie peut être suivie en observant des vacuoles 

d’autophagie dont la membrane est associée à la protéine sous forme active LC3-II. Le 

flux de l’autophagie peut être suivi avec la protéine adaptatrice Ref(2)-P/p62 qui est 

située dans la lumière de l’autophagolysosome et qui sera dégradée avec les autres 

protéines et organites avec lesquels elle interagit. Le deuxième type d’autophagie est 2) 

la microautophagie où les composants cytoplasmiques à dégrader sont retrouvés dans le 

lysosome via une invagination de sa membrane. De manière similaire à l’autophagie, les 

composants seront dégradés sous l’action du pH acide et des enzymes lysosomales. Le 

troisième type d’autophagie est 3) l’autophagie médiée par les chaperonnes (CMA) où les 

protéines cytoplasmiques à dégrader sont porteuses d’une séquence consensus KFERQ. 
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Ces protéines sont transloquées dans le lysosome grâce au transporteur LAMP2A pour 

« lysosome-associated membrane protein 2A ». 

 

Figure 14 : Schéma de la voie de l'autophagie 
 
L’élongation de la membrane pour former des autophagosomes précoces est modulée par LC3/Atg8 et 
Atg7. La protéine Ref(2)-P/p62 assure la reconnaissance spécifique des chaînes de polyubiquitines 
liées aux protéines ou organites à dégrader. L’autophagosome fusionne ensuite avec des lysosomes, 
formant ainsi l’autophagolysosome dans lequel s’opère la dégradation par les enzymes lysosomales. 
Schéma modifié à partir du site novusbion.com 
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 Des dysfonctionnements de l’autophagie ont été mis en évidence dans les 

processus neurodégénératifs (Martinez-Vicente et Cuervo 2007) (Ravikumar et 

Rubinsztein 2004) où une augmentation de la formation de vacuoles d’autophagie a été 

observée lors d’un examen post-mortem dans la substance noire de patients 

parkinsoniens (Anglade, et al. 1997). Chez les patients, une activation de l’autophagie 

dans les hématies du sang périphérique a également été mise en évidence (Prigione, et al. 

2010). Cette étude suggère que l’activation de l’autophagie pourrait être généralisée à 

toutes les cellules qui expriment α-syn dans le cadre de la MP. L’implication de 

l’autophagie dans le développement de la MP reste débattue car certaines études 

suggèrent que l’accumulation de vacuoles d’autophagie est responsable de la mort 

neuronale alors que d’autres études suggèrent que l’autophagie est protectrice 

(Bandyopadhyay et Cuervo 2007) (Pan, et al. 2008) . En effet, l’activation persistante de 

l’autophagie en conséquence d’un blocage de la dégradation des protéines mal repliées 

par le système UPS pourrait induire de manière directe ou indirecte la mort neuronale 

(Trojanowski et Lee 2000) (Massey, et al. 2006) (Bialik, Dasari et Kimchi 2018). 

 

Une étude a permis de mettre en évidence l’importance de l’étape d’activation de 

l’autophagie, en amont de la formation de l’autophagosome, et son implication dans la 

MP. Une étude récente a permis de mettre en évidence que le gène USP24, pour 

« ubiquitin specific peptidase 24 », localisé dans le locus PARK10 associé à un facteur de 

risque de la MP est régulateur négatif de l’autophagie (Tableau 1) (Thayer, et al. 2019). 

En effet, les résultats de cette étude suggèrent que la protéine USP24 régule l’autophagie 

en modifiant l’ubiquitination et la stabilité de la protéine ULK1/ATG1 dans des cellules 

souches pluripotentes induites humaines différenciées (iPSC) en neurones 

dopaminergiques. L’inactivation de la protéine USP24 a entrainé une augmentation de la 

protéine ULK1/ATG1 et du flux de l’autophagie ainsi qu’un maintien des neurites de 

neurones dopaminergiques dérivés d’iPSC âgées. Ces résultats obtenus sur une lignée 

cellulaire sont soutenus par une mesure réalisée de manière post-mortem chez des 

patients diagnostiqués pour des cas sporadiques de la MP. En effet, des niveaux élevés 

d’USP24 ont été mesurés dans la substance noire d’une sous-population des patients 

étudiés, ce qui suggère que l’USP24 pourrait réguler négativement l’autophagie dans la 

MP. 
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 L’autophagie médiée par des protéines chaperonnes, ou CMA, a également été 

étudiée pour son implication dans la MP car l’α-syn porte la séquence consensus KFERQ 

qui permet sa dégradation par la voie de la CMA (Bhattacharjee, et al. 2019). Chez les 

Mammifères, l’α-syn est prise en charge par la CMA et il a été montré que les formes 

mutées [A53T] et [A30P] de l’α-syn sont responsables du blocage du transporteur 

LAMP2A, ce qui empêche leur dégradation dans les lysosomes par la CMA mais également 

celle des autres protéines cytoplasmiques à dégrader par cette voie (Cuervo, et al. 2004). 

Des études récentes ont été réalisées chez la Drosophile qui exprimait l’α-syn et la 

protéine LAMP2A humaines, dont la Drosophile ne possède pas d’homologue. En effet, 

l’absence de redondance et d’homologue de ces deux protéines chez la Drosophile permet 

une étude précise des mécanismes cellulaires en jeu dans la MP. Chez la Drosophile, 

l’expression de la protéine LAMP2A réduit l’accumulation de l’α-syn et les troubles 

locomoteurs associés à l’expression seule de l’α-syn en facilitant la dégradation de l’α-syn 

par le processus de microautophagie endosomale mais également en induisant le 

processus d’autophagie avec la surexpression de ATG5 (Issa, et al. 2018). En effet, chez la 

Drosophile, l’absence d’homologue de LAMP2A signifie que la voie de la CMA n’existe pas 

mais les protéines à dégrader qui portent le motif KFERQ sont prises en charge par la 

microphagie endosomale. Cette voie de dégradation fait intervenir des protéines 

chaperonnes qui prennent en charge les protéines à dégrader qui portent le motif KFERQ 

ainsi que les protéines ESCRT, pour « endosomal sorting complex required for 

transport », qui permettent l’invagination des protéines dans les endosomes (Metcalf et 

Isaacs 2010). Ces endosomes tardifs, fusionnent ensuite avec le lysosome grâce aux 

protéines Rab et SNARE, pour « Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor Attachment 

protein REceptor », où elles seront dégradées (Metcalf et Isaacs 2010). 

 

Des études réalisées chez le rat et chez la Drosophile ont mis en évidence l’aspect 

protecteur d’une activation de l’autophagie en condition de stress induit par des agents 

chimiques divers. En effet, il a été montré dans la lignée cellulaire SH-SY5Y que des 

vacuoles d’autophagie s’accumulaient sous l’effet d’une exposition au paraquat (PQ) avec 

une dégradation accrue des protéines (R. Gonzalez-Polo, M. Niso-Santano, et al. 2007a) 

(R. Gonzalez-Polo, M. Niso-Santano, et al. 2007b). Les auteurs de ces études suggèrent 

que l’autophagie serait neuroprotectrice dans un contexte de stress oxydatif induit par le 

PQ, notamment grâce à la dégradation des mitochondries dont la fonction de respiration 
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a été altérée par le PQ. Une autre étude réalisée chez la Drosophile a mis en évidence que 

l’autophagie qui est induite lors de l’activation de la voie UPR est neuroprotectrice chez 

la Drosophile exposée à la tunicamycine. En effet, la tunicamycine empêche la N-

glycosylation des protéines dans le RE où elles s’accumulent alors et activent la voie UPR 

(Fouillet, et al. 2012). De plus, un prétraitement à une dose faible de tunicamycine permet 

un sauvetage de 20% de neurones dopaminergiques supplémentaires dans des cerveaux 

de souris injectés avec de la 6-OHDA, un inducteur chimique de la MP, par rapport aux 

souris sans prétraitement (Fouillet, et al. 2012). De manière similaire chez le rat injecté 

intracérébralement à la 6-OHDA ou à la tunicamycine, le flux de l’autophagie est retrouvé 

augmenté avec une diminution de la détection de la protéine Ref(2)-P/p62 (Ning, et al. 

2019). Ces deux études réalisées chez la Drosophile, la souris et le rat soutiennent qu’une 

activation de la voie UPR sous l’effet d’inducteurs chimiques est supportée par une 

activation de l’autophagie qui est associée à une neuroprotection.  

 

 Plusieurs études ont mis en évidence que la neurotoxicité d’une molécule 

inductrice de la MP comme le paraquat (PQ) était inhibée par l’autophagie dans la lignée 

cellulaire SH-SY5Y et chez la souris (Garcia-Garcia, et al. 2013) (Wills, et al. 2012) 

(Anandhan, et al. 2017). Ainsi, dans la lignée cellulaire SH-SY5Y exprimant une forme 

dominante négative de la protéine ATG5, la mort cellulaire induite par le PQ a augmenté 

mais pas dans des conditions d’exposition à la 6-OHDA ou au MPP+, deux autres 

inducteurs chimiques de la MP. Ce résultat suggère que l’activation de l’autophagie de 

manière ATG5-dépendante est neuroprotectrice lors d’une exposition au PQ (Garcia-

Garcia, et al. 2013). Des résultats similaires ont été obtenus chez la souris injectée au PQ 

et dont la mort neuronale a été diminuée par l’autophagie dépendante de la protéine 

ATG5 (Anandhan, et al. 2017). Il est à noter que l’autophagie, présentée comme 

neuroprotectrice dans le cas d’une exposition au PQ, peut également être bloquée sous 

l’effet du PQ. Cela a été suggéré dans une étude réalisée chez la souris WT où une injection 

intra-péritonéale de PQ a provoqué l’accumulation de l’α-syn ainsi qu’un blocage du flux 

de l’autophagie dans le cerveau (Wills, et al. 2012). Plusieurs études ont conclu que 

l’autophagie était protectrice en diminuant l’accumulation de l’α-syn (Bengoa-Vergniory, 

et al. 2017), bien qu’une exposition au PQ semble bloquer le flux de l’autophagie et la 

rende inefficace pour éviter une mort neuronale sous l’effet de l’agrégation de l’α-syn. 
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 L’étude de la MP grâce à des modèles cellulaires et animaux a permis de mettre en 

évidence les liens complexes qui existent entre les différents compartiments cellulaires 

avec lesquels l’α-syn interagit et qui peuvent également être modifiés sous l’effet de 

facteurs environnementaux (Figure 15). Les marqueurs centraux de la MP sont 

l’agrégation de l’α-syn, la mort des neurones dopaminergiques et les altérations de la 

fonction locomotrice mises en évidence dans les modèles animaux de la MP. Récemment, 

des modèles de la MP prenant en compte l’implication de facteurs génétiques, avec des 

formes mutées d’α-syn ou de protéines impliquées dans la MP, mais également de 

facteurs environnementaux, avec une exposition à un agent inducteur de la MP, sont de 

plus en plus étudiés. En effet, la MP reste une maladie multi-factorielle où l’action d’un 

stress environnemental sur un/des facteurs de risque(s) génétique(s) reste encore à 

élucider afin de modéliser les cas sporadiques de la MP qui représentent près de 90% des 

patients. 

  

Figure 15 : Schéma des interactions entre les défauts cellulaires associés à des facteurs environnementaux et/ou 
génétiques pouvant conduire à la formation d’agrégats d’α-synucléine. 

Réalisé à partir de (Hasegawa, et al. 2017)   
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III. Utilisation de la Drosophile pour modéliser la maladie 
de Parkinson 

 

 

Le développement de modèle de Drosophiles pour étudier la MP a permis de 

progresser sur la compréhension des mécanismes pathologiques à l’origine de cette 

maladie neurodégénérative. Le premier modèle d’induction de la MP chez la Drosophile 

a été décrit il y a 20 ans (Feany et Bender 2000) et de nombreux modèles d’induction, 

génétique ou chimique, de la MP chez la Drosophile reposent sur les avantages de cet 

animal de laboratoire (Pandey et Nichols 2011).  

 

1) La Drosophile, modèle de maladies humaines 
 

La Drosophile est un animal modèle en laboratoire qui présente de nombreux 

avantages avec notamment un cycle et une durée de vie relativement courts, 

respectivement de 10 jours et 2-3 mois, qui facilitent l’utilisation de ce modèle pour 

étudier des maladies liées au vieillissement par rapport aux modèles Mammifères. De 

plus, le génome de la Drosophile est plus petit et moins redondant que celui des 

Mammifères et présente environ 70% de gènes homologues parmi ceux qui ont été 

identifiés pour être impliqués dans des maladies humaines (Adams, et al. 2000). De 

nombreux outils génétiques viennent appuyer l’utilisation de la Drosophile avec des 

outils de mutagenèse, de silencing ou de surexpression de gènes, ou de transgènes, dans 

le type cellulaire d’intérêt et au temps voulu (Venken, Simpson et Bellen 2011). Ces 

nombreux avantages font de la Drosophile un modèle qui permet de réaliser des criblages 

génétiques ou encore chimiques pour découvrir de nouvelles cibles ou molécules 

thérapeutiques à moyenne échelle (Pandey et Nichols 2011) (Fernández-Hernández, et 

al. 2016). L’expression de transgènes par la Drosophile grâce au système UAS/Gal4 

permet de contrôler les tissus ainsi que le stade de développement auxquels les 

transgènes choisis seront exprimés (Figure 16). De plus, les Drosophiles modifiées 

génétiquement sont disponibles dans des bibliothèques où près de 150 000 lignées de 

Drosophiles sont recensées à ce jour (https://flybase.org/) 
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2)  Le système nerveux de la Drosophile pour modéliser 

la MP 
 

Le système nerveux de la Drosophile est plus simple que celui des Mammifères 

mais ils partagent des caractéristiques comparables en terme d’organisation, de 

structure et de fonctions. L’implication des neurones dopaminergiques est centrale dans 

la MP et la perte de ces neurones, notamment dans la substantia nigra pars compacta, est 

corrélée à l’apparition des symptômes moteurs chez l’Homme. Chez la Drosophile, un 

comportement moteur reposant sur la fonction des neurones dopaminergiques a 

également été mis en évidence ainsi que l’implication précise de chaque cluster de 

neurones dopaminergiques (Mao et Davis 2009) (Yamamoto et Seto 2014). Le lien mis 

en évidence entre la fonction des neurones dopaminergiques et la locomotion des 

Drosophiles a permis de développer des tests pour évaluer la géotaxie négative des 

Drosophiles (Feany et Bender 2000) (Coulom et Birman 2004) (Nichols, Becnel et Pandey 

Figure 16 : Le système d'expression UAS-Gal4 chez la drosophile 

 

Le système d’expression comprend deux parties : le gène Gal4 code pour la protéine 

activatrice de la transcription de la levure, Gal4. La séquence UAS est une séquence 

promotrice auquel Gal4 se lie spécifiquement pour activer la transcription du gène se 

trouvant en aval (gène X, rouge). 

Schéma de (Muqit et Feany 2002) 
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2012). Le test de géotaxie négative repose sur la tendance naturelle des Drosophiles à 

grimper le long d’une paroi verticale et qui peut être induite sous l’effet d’un choc 

physique sur un support. La géotaxie négative induite par un choc est altérée dans les 

modèles de la MP chez la Drosophile (Riemensperger, et al. 2013) (Sun, et al. 2018). 

 

 

 

 

Figure 17 : Identification des neurones dopaminergiques dans le système nerveux central de Drosophile 

adulte 

 

Les neurones dopaminergiques exprimant le gène codant pour la tyrosine hydroxylase (th) sont 

visualisées par immunofluorescence dans le cerveau de Drosophile TH-GAL4>UAS-mCD8::GFP.  

Les panels (A–C) sont des vues antérieures et les panels (D-F) sont des vues postérieures de cerveau. Le 

marquage anti-GFP (vert) est spécifique des neurones dopaminergiques et le cerveau a été contre-marqué 

avec l’anticorps nc-82 (violet) (panels A et D). La barre d’échelle = 50 µm. Les corps cellulaires des 

neurones sont mis en évidence grâce à une modification de contraste des images (B et E) et les lignes 

pointillées entourent différents clusters de neurones dopaminergiques. Les noms, localisations et 

nombres classiques de neurones par clusters sont représentés par des couleurs différentes (C et F). 

Figure provenant de (Mao et Davis 2009) 
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La Drosophile n’exprime pas d’homologue au gène SNCA humain codant pour l’α-

synucléine cependant l’expression transgénique du gène humain reste un moyen très 

utile pour modéliser la MP. En effet, des mécanismes de type gain de fonction seraient 

responsables de la pathogénicité de l’α-syn dans le développement de la MP. De plus, l’α-

syn humaine exprimée dans les Drosophiles est prise en charge par la cellule et est 

retrouvée modifiée, par exemple phosphorylée en sérine 129, et dans des inclusions 

cytoplasmiques, comme chez l’Homme (Feany et Bender 2000) (Auluck, et al. 2002) 

(Takahashi, et al. 2003). Ces marqueurs de la MP observés chez la Drosophile valident 

l’intérêt de l’étude des mécanismes d’agrégation de l’α-syn et des mécanismes 

pathologiques associés à cette agrégation (Whitworth 2011) (Xiong et Yu 2018) (Szabo 

et Tofaris 2019). Pour aller plus loin dans la compréhension des mécanismes toxiques à 

l’origine du développement de la MP, la Drosophile est un animal modèle de choix. 

 

 

3) Les modèles d’induction de la maladie de Parkinson 

chez la Drosophile 
 

Depuis que le premier modèle d’induction de la MP chez la Drosophile a été décrit 

il y a 20 ans (Feany et Bender 2000), de nombreux modèles d’induction, génétique ou 

chimique, de la MP ont permis d’élucider de nombreux mécanismes à l’origine de 

l’agrégation de l'α-syn et qui ont été validés dans des modèles de rongeurs. 

 

 

A. Les modèles d’induction génétique de la MP chez la Drosophile 

 

Les modèles d’induction génétique de la MP chez la Drosophile exprimant l’α-syn 

humaine, sous forme WT ou mutée, récapitulent les marqueurs principaux de la MP avec 

une perte des neurones dopaminergiques, des inclusions intra-neuronales contenant de 

l’α-syn et une altération de la locomotion (Feany et Bender 2000) (Auluck, et al. 2002). 

Ces modèles ont également permis de mettre en évidence d’autres symptômes non-

locomoteurs associés à la MP comme des défauts de l’olfaction, de l’acuité visuelle, de 

l’apprentissage, de la mémoire, du cycle circadien ou encore du sommeil (Gajula Balija, et 
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al. 2011) (Chen, Wilburn, et al. 2014) (A. Chen, S. Xia, et al. 2014) (Afsari, et al. 2014) 

(Julienne, et al. 2017). Parmi les systèmes binaires d’expression transgénique disponibles 

chez la Drosophile, le système UAS/Gal4 permet d’induire l’expression d’un transgène en 

amont de la séquence UAS sous le contrôle d’une séquence promotrice en aval de la 

séquence Gal4. Un autre système d’expression binaire a été utilisé pour induire une 

expression transgénique encore plus forte avec le « système Q » (Riabinina, et al. 2015). 

En effet, ce modèle de MP chez la Drosophile a montré une forte neurodégénérescence, 

des déficits locomoteurs et une agrégation de l’α-syn de manière précoce entre 4 et 10 

jours (Ordonez, Lee et Feany 2018) alors que l’expression de l’α-syn WT avec le système 

UAS/Gal4 permet d’observer ces mêmes marqueurs à l’âge de 3 semaines (Robin, et al. 

2019). 

 

Les modèles de Drosophiles peuvent permettre l’étude des interactions entre l'α-

syn et des gènes codant pour des protéines intervenant dans les processus de 

dégradation de l'α-syn. Une étude a ainsi été réalisée sur des Drosophiles pour 

comprendre comment l’agrégation de l'α-syn, sous formes WT ou mutée [A53T], était 

modulée par la protéine Usp8/UBPY (Alexopoulou, et al. 2016). Chez l’Homme, 

l’accumulation de la protéine Usp8/UBPY est associée à une diminution de la forme 

ubiquitinée de l'α-syn avec une chaîne d’ubiquitine en K63, dans les corps de Lewy. Cette 

observation suggère que l'α-syn fait partie des protéines cibles de cette DUB qui 

diminuerait alors l’adressage de l'α-syn vers le protéasome. Chez les Drosophiles 

exprimant l'α-syn WT et déficientes pour la protéine Usp8/UBPY, une augmentation de 

l’ARNm de l'α-syn a été mesurée par qPCR ainsi qu’une diminution de la quantité d'α-syn 

monomérique, dans la fraction protéique soluble et d’autant plus dans la fraction 

insoluble, par Western blot. Ce résultat suggère que la protéine Usp8/UBPY est 

responsable de l’accumulation d'α-syn et notamment sous forme d’oligomères insolubles 

mis en évidence par Western blot. Chez les Drosophiles exprimant l'α-syn, sous forme WT 

ou [A53T], une diminution de l’expression d’USP8/UBPY a également été associée à une 

réduction de la mort des neurones dopaminergiques et une meilleure capacité 

locomotrice par rapport aux Drosophiles exprimant USP8/UBPY. Ce résultat suggère que 

la protéine Usp8/UBPY est responsable de l’accumulation d'α-syn dans les neurones 

dopaminergiques qui aurait pour conséquence la mort de ces neurones et une perte de 

locomotion. Une autre étude s’est intéressée au rôle de la glucocérébrosidase dans 
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l’agrégation de l'α-syn dans un modèle de Drosophile (Suzuki, et al. 2015). La 

glucocérébrosidase est codée par le gène GBA qui a été retrouvé muté dans des familles 

d’une communauté juive ashkénaze où la fréquence des cas de MP était plus proche de 

cas familiaux que de cas sporadiques et qui est aujourd’hui considéré comme un locus à 

risque (Aharon-Peretz, Rosenbaum et Gershoni-Baruch 2004). Chez les Drosophiles 

exprimant l'α-syn humaine, l'inactivation de GBA endogène exacerbe le 

dysfonctionnement locomoteur, la perte de neurones dopaminergiques et la 

dégénérescence de la rétine par rapport aux Drosophiles exprimant l'α-syn et le gène 

homologue de la GBA. Dans cette condition d’expression de l'α-syn et d'inactivation de 

GBA endogène, une accumulation accrue d'α-syn n’a pas été mis en évidence 

contrairement à un changement de conformation de l'α-syn. En effet, l'α-syn accumulée 

chez ces Drosophiles était plus résistante à une digestion par la protéinase K (pK) que 

dans les Drosophiles exprimant l'α-syn et le gène homologue de la GBA. Ces résultats 

suggèrent que la glucocérébrosidase a un effet neuroprotecteur concernant l’agrégation 

de l'α-syn (Suzuki, et al. 2015). Des expériences in vitro ont permis de mettre en évidence 

que le glucosylcéramide, un substrat de la glucocérébrosidase, accélérait le mauvais 

repliement de l'α-syn qui devenait alors plus résistante à une digestion par la pK. Ces 

expériences suggèrent que la perte de fonction de la glucocérébrosidase est associée à 

une accumulation du glucosylcéramide qui favorise un changement de conformation 

toxique de l'α-syn, à l’origine de la mort des neurones dopaminergiques chez la 

Drosophile (Suzuki, et al. 2015). Un modèle de double induction génétique de la MP chez 

la souris supporte l’importance de la glucocérébrosidase dont l’activité est diminuée lors 

d’une co-expression avec l’α-syn mutée [A53T] humaine et qui est associé à une perte 

accrue des neurones dopaminergiques de la substance noire (Ikuno, et al. 2019). En 

conclusion, les études d’induction génétique de la MP chez la Drosophile ont permis de 

mettre à jour des mécanismes pathologiques conservés qui sous-tendent le 

développement de la maladie chez l’Homme. 
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B. Les modèles d’induction chimique de la MP chez la Drosophile 

 

Les modèles d’induction chimique de la MP chez la Drosophile par une exposition 

au paraquat (PQ) ont été mis au point afin de comprendre le mode d’action du PQ car il 

induit des marqueurs similaires comme la mort spécifique des neurones 

dopaminergiques ou une altération de la locomotion (Chaudhuri, et al. 2007) (Lawal, et 

al. 2010) (Shukla, et al. 2014) (Cassar, et al. 2015).  Une exposition des Drosophiles à une 

dose aigüe de 20 mM de PQ induit des défauts locomoteurs après 12h et la mort de 

neurones dopaminergiques est observée après 6h et celle des Drosophiles au bout de 4 

jours (Chaudhuri, et al. 2007). Aux doses de 10 ou 20 mM de PQ, des changements 

morphologiques des neurones dopaminergiques sont observés dans les différents 

clusters dès 24h, ce qui est indicatif d’une altération de leur fonction (Shukla, et al. 2014) 

(Cassar, et al. 2015). Les neurones du cluster PPL1 semblent d’autant plus sensibles au 

PQ que leur perte est observée à cette même durée (Lawal, et al. 2010). Une autre étude 

a conclu que l’effet toxique du PQ, qui est spécifique des neurones dopaminergiques de la 

Drosophile, repose sur l’expression d’un récepteur membranaire à la dopamine, le 

récepteur « D1-like dopamine receptor » ou DAMB (Cassar, et al. 2015). Ces doses de PQ 

induisent une mort des Drosophiles en quelques jours et ne permettent pas d’observer 

de mécanismes cellulaires en lien avec le vieillissement alors qu’il s’agit du premier 

facteur de risque de développer la MP chez l’Homme. L’absence d’expression de gène 

homologue au gène SNCA humain chez la Drosophile ne permet pas d’observer l’effet du 

PQ sur le développement de marqueurs en lien avec l’agrégation de l’α-syn.  

 

 

C. Les modèles d’induction mixte de la MP chez la Drosophile 

 

Les modèles d’induction mixte de la MP mis en place chez la Drosophile ont pour but de 

modéliser les interactions entre un stress environnemental et l’agrégation de l’α-syn. Une 

étude a été réalisée sur la larve de Drosophile exprimant l’α-syn mutée [A53T] dans leurs 

neurones dopaminergiques afin de mettre en évidence l’effet d’une exposition chronique 

à 10 µM de roténone sur la locomotion (Varga, et al. 2014). Cette étude a montré que les 

larves exprimant l’α-syn mutée [A53T] ou celles exposées chroniquement à la roténone 

présentaient des déficits de locomotion et une perte de neurones DA de manière 
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dépendante de l'âge. La combinaison d’une exposition chronique à la roténone dans le 

milieu nutritif des larves exprimant l’α-syn mutée [A53T] a provoqué une altération de 

la locomotion et une perte neuronale accrues par rapport à chaque condition individuelle 

(Varga, et al. 2014). Cette étude a donc mis en évidence une interaction entre un facteur 

génétique et un facteur environnemental qui, chacun pris séparément, sont associés au 

développement de symptômes de la MP. Généraliser ce genre de modèle d’induction 

mixte pourrait permettre l’étude plus détaillée des mécanismes sous-jacents à 

l’interaction entre gènes et différents facteurs environnementaux qui sont à l’origine de 

la MP. 

 

Problématique de la thèse 
 

 

Comme décrit précédemment, la MP est caractérisée par l’agrégation de l’α-syn et 

la dégénérescence sélective des neurones dopaminergiques associée à des défauts 

locomoteurs. L’étiologie de la MP est inconnue mais ses origines multifactorielles 

impliquent à la fois des facteurs génétiques et environnementaux. Parmi les agents 

phytosanitaires associés au développement de la MP, le paraquat (PQ) est décrit pour 

induire un stress environnemental. En effet, une étude a conclu que les personnes 

utilisant le PQ ou la roténone étaient 2,5 fois plus susceptibles de développer une MP que 

ceux qui n'étaient pas en contact avec ces pesticides (Tanner, et al. 2011). Une relation 

existe donc chez l’Homme entre la toxicité du PQ et l’agrégation de l’α-syn qui est centrale 

dans la MP. La caractérisation de modèles d’induction mixte de la MP permettrait 

d’élucider les effets toxiques d’une exposition chronique à un agent chimique sur les 

mécanismes favorisant l’agrégation de l’α-syn. Dans cette étude, nous proposons de 

caractériser les effets d’une exposition chronique au PQ contenu dans le milieu nutritif 

de Drosophiles exprimant une des formes, WT ou mutée [A53T], de l’α-syn dans 

l’ensemble des neurones. Nous nous intéresserons à l’expression et à l’accumulation de 

l’α-syn ainsi qu’aux processus en lien avec son agrégation et à l’effet de cette induction 

mixte sur la survie et la locomotion des Drosophiles modélisant l’aspect multifactoriel de 

la MP. 
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RESULTATS 
 

 

L’ensemble des résultats présentés a été produit en collaboration avec Jean-Noël Arsac 

de l’équipe de Thierry Baron de l’Anses Lyon. 
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Introduction 
 

La maladie de Parkinson (MP) est une maladie neurodégénérative touchant 3 % 

de la population de plus de 65 ans (Fahn et Sulzer 2004). Cette maladie chronique qui fait 

partie d’un groupe de pathologies appelées « α -synucléinopathies » est caractérisée 

notamment par la dégénérescence des neurones dopaminergiques dans la substance 

noire du cerveau et par l’identification d’inclusions intra-cytoplasmiques, les corps de 

Lewy. Certains travaux suggèrent que le stress oxydatif, le stress du réticulum 

endoplasmique et le dysfonctionnement mitochondrial sont impliqués dans cette mort 

cellulaire neuronale (Trist, Hare et Double 2019) (Martinez, et al. 2019). Ces inclusions 

sont constituées de différents composants, comme l’ubiquitine par exemple, mais le 

composant principal est une protéine, l’α-synucléine, qui porte des transformations post-

traductionnelles telles que la phosphorylation, l’ubiquitination, la troncation et la 

nitration. Parmi ces modifications, la phosphorylation du résidu sérine 129 (Pser129) est 

le changement le plus abondant (Schmid, Chiappe, et al. 2009) (Okochi, et al. 2000). Les 

causes exactes de la MP restent inconnues à ce jour mais les facteurs génétiques et 

environnementaux semblent être impliqués (Warner et Schapira 2003) (Ball, et al. 2019). 

Concernant les facteurs génétiques, de nombreuses études ont confirmé leur 

implication avec l’identification de mutations responsables des formes monogéniques 

rares de la maladie, des duplications/triplications ou des mutations ponctuelles du gène 

codant pour l’α-synucléine (A53T, A30P, E46K, G51D, H50Q) du gène codant pour l’α-

synucléine en lien avec une augmentation de l’agrégation de cette protéine (Farrer, et al. 

2004) (Ki, et al. 2007) (Hernandez, Reed et Singleton 2016). Au regard des facteurs 

environnementaux, des études épidémiologiques suggèrent une corrélation entre la MP 

et l’exposition aux pesticides (Ahmed, et al. 2017) (Tanner, et al. 2011). Toutefois, les 

symptômes de la maladie étant susceptibles de se manifester plusieurs années après une 

exposition chronique aux produits (herbicides, insecticides, fongicides), la plupart des 

études n’ont pas permis d’identifier les produits chimiques directement incriminables. 

Ce délai d’apparition des symptômes de la MP ne permet pas d’identifier les risques 

potentiels des produits chimiques concernant les maladies neurodégénératives chez 

l’Homme avec les tests toxicologiques des pesticides qui sont utilisés à des fins 

réglementaires (Moretto et Colosio 2011). Depuis plusieurs années, le développement de 

modèles animaux non-vertébrés (Drosophile, C. elegans) ou Vertébrés (zebrafish, souris, 
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rat, primate) a permis d’approfondir l’étude de la MP (Zeng, Geng et Jia 2018).  De 

manière intéressante, certains modèles génétiques surexprimant l’α-synucléine 

humaine, sauvage ou mutée, présentent une neurodégénérescence, un déficit locomoteur 

et une agrégation de l’α-synucléine (Cannon, et al. 2009)  (Feany et Bender 2000) 

(Auluck, et al. 2002) (Ordonez, Lee et Feany 2018). En particulier, des modèles de 

Drosophiles ont été utilisés pour comprendre le mode d’action de substances chimiques, 

comme le paraquat, en condition d’exposition aigüe mais les doses d’exposition 

employées ne permettaient pas d’observer l’ensemble des mécanismes moléculaires et 

cellulaires possiblement impliqués compte tenu de la durée de vie courte des animaux à 

ces doses (Lawal, et al. 2010) (Shukla, et al. 2014) (Cassar, et al. 2015). Seuls des modèles 

de rongeurs ou de primates ont permis d’étudier l’effet d’une exposition chronique au 

paraquat sur la MP (Manning-Bog, et al. 2002) (Norris, et al. 2007) (McCormack, et al. 

2008) (Ren, Zhao et Sun 2009) (Naudet, et al. 2017) (Kikuchi, et al. 2017). 

 

Afin de déterminer si les modèles de Drosophiles disponibles pouvaient être un 

outil pour l’étude des modes d’action des substances chimiques en condition d’exposition 

chronique, nous avons utilisé le modèle génétique de MP chez la Drosophile sous système 

UAS/Gal4 pour le contrôle de l’expression de l’α-syn humaine mutée [A53T] (Feany & 

Bender, 2000). En particulier, nous avons recherché les effets induits en réponse à une 

exposition chronique au paraquat, pendant 15 jours à 0,75 mM, sur l’accumulation et les 

modifications post-traductionnelles de l’α-synucléine ainsi que sur des voies 

métaboliques de protéasome ou de l’autophagie qui assurent la dégradation des 

protéines. Dans ces conditions, nous avons démontré, une augmentation de la quantité 

d’α-synucléine détectable chez les Drosophiles exposées chroniquement au paraquat 

ainsi qu’une possible accélération du processus pathologique développée spontanément 

par ce modèle. 
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Matériel et Méthodes 
 

Elevage et maintenance des Drosophiles 

Les Drosophiles sont élevées sur un milieu de culture standard composé de farine de 

maïs, de levure, d’un fongicide et d’eau. L’élevage se fait en conditions contrôlées : 

température à 25°C et humidité de 60%. Les lignées sont maintenues dans des tubes de 

28,5x95mm (Dutscher) contenant du milieu de culture. Les adultes reproducteurs sont 

transférés tous les tous les 15 jours sur milieu frais. 

 

Lignées de Drosophiles 

 

 

Préparation des lots expérimentaux 

Pour les expériences d’exposition, les croisements sont réalisés avec 10 femelles vierges 

de génotype ;;ELAV-Gal4 et 6 mâles porteurs de l’UAS choisi. Les animaux sont transférés 

sur milieu frais tous les 2 à 3 jours pendant 1 semaine. Après éclosion des larves, des 

groupes de 25 Drosophiles mâles âgées de 2 à 4 jours sont placés dans un tube 

(28,5x95mm) sur milieu d’agarose 0,8% et de sucrose 10% additionné ou non de PQ à la 

concentration de 0,75 mM. 

 

 

 

 

Génotype des Drosophiles Provenance 

; sGMR-Gal4/CyO ; pWIZ/TM6B Dérivée de Bloomington, BDSC : 9146 

;; ELAV-Gal4 Bloomington, BDSC : 8760 

; UAS-GFP ; Laboratoire de Claude Desplan 

;; UAS-syn WT Bloomington, BDSC : 8146 

;; UAS-syn [A53T] Bloomington, BDSC : 8148 
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Exposition chronique au paraquat 

Pour la préparation du milieu d’exposition au PQ, une solution mère de PQ à la 

concentration de 0,1g/ml est réalisée. Dans un second temps, cette solution est diluée 

avec de l’eau pour obtenir une solution à la concentration de 2,25 M.  

100 µl de cette dilution sont déposés dans chaque tube préparé 24 heures plus tôt et 

contenant 3 mL de milieu composé d’agarose 0,8% et de sucrose 10% afin d’avoir une 

concentration finale de [0,75 mM] de paraquat. Pour les tubes devant accueillir les 

animaux contrôles, 100µL d’eau sont déposés selon les mêmes modalités.   

Les tubes sont utilisés 24 heures après l’ajout de la solution de PQ. 

Le suivi expérimental se fait en conditions contrôlées : température à 25°C, humidité de 

60% et cycle d’éclairage lumière/obscurité de 12h/12h. Les Drosophiles mortes sont 

dénombrées quotidiennement et les animaux vivants sont transférés dans de nouveaux 

tubes tous les 3 ou 4 jours. 

 

Test de locomotion de Drosophiles 

Les Drosophiles sont transférées dans des tubes (28,5x95mm) vides sans être mises sur 

glace ou sous CO2 pendant les 48h qui précèdent le test. Les tubes de Drosophiles sont 

tapés verticalement sur un support afin d’induire le réflexe de géotaxie négative et une 

photo est prise après 18 secondes. Cette opération est répétée 10 fois afin de dénombrer 

les Drosophiles dans chacun des tiers du tube : haut, milieu et bas, et de calculer une 

moyenne de l’index de locomotion à partir de la formule :  

((Nombre Drosophile total + Nombre Drosophile partie haute – Nombre Drosophile 

partie basse) / Nombre Drosophile total x 0,5). 

 

Arrêt des protocoles expérimentaux 

Lors de l’arrêt des protocoles, les animaux morts sont séparés des animaux vivants sous 

loupe binoculaire. Les Drosophiles vivantes sont congelées à -80°C ou endormies (glace 

ou CO2) pour dissection avant analyse. 

 

Etude des cerveaux et des rétines par immunofluorescence 

Les Drosophiles sont endormies sur glace puis disséquées dans du tampon HL3 1X 

additionné de [120 mM] glucose, extemporanément (Stewart, et al. 1994). Après 

dissection, les cerveaux et rétines sont transférés dans une solution de HL3-glucose-1% 
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PFA pour incubation à 4°C pour la nuit. Les tissus sont rincés trois fois 1h sous agitation 

avec du tampon PAT3 froid (PBS 1X, 0,5% triton, 5 mg/mL BSA) puis ils sont incubés dans 

un tampon de blocage (PBS 1X, 0,5% triton, 5 mg/mL BSA, 3% NGS) pendant 1h à 

température ambiante. Après blocage, les tissus sont incubés sur la nuit à 4°C en présence 

des anticorps primaires dilués dans le tampon de blocage. Après rinçage, 3x20 minutes 

avec du milieu PAT3 froid, les tissus sont incubés (température ambiante, 2 heures) en 

présence des anticorps secondaires couplés à un fluorochrome et de phalloïdine-

rhodamine (solution mère en méthanol à la concentration de 0,1mg/ml puis diluée au 

1/800). Après rinçage, 3x20 minutes avec du milieu PAT3 froid, les tissus sont montés 

entre lame et lamelle séparées par du scotch double-face dans un milieu de montage 

contenant du DAPI (Vector labs, Vectashield H-1200).  

Les échantillons sont conservés dans l’obscurité à 4°C et observés au microscope confocal 

avec un LSM800 (Zeiss, logiciel ZEN2) dans les 48h qui suivent le montage. Les images de 

microscopie confocale sont analysées avec le logiciel Fiji grâce à une macro créée par 

Daan Van Den Brink (Laboratoire de Bertrand Mollereau). 

 

Etude des rétines par microscopie électronique à transmission 

Le protocole utilisé et rappelé ici a été publié par (Van Den Brink, et al. 2018). Les 

Drosophiles endormies sous CO2 sont disséquées et les yeux sont incubés dans un tampon 

de fixation composée de 0,1M cacodylate buffer, 2,5% glutaraldehyde, 2 mM CaCl2 

pendant 16 h à 4°C. Après un rinçage dans un tampon composé de 0,1M de cacodylate à 

température ambiante, les yeux sont incubés dans un tampon composé de 1% OsO4, 0,1M 

cacodylate pendant 2h à température ambiante. Les tissus sont progressivement 

déshydratés dans l’acétone à température ambiante puis montés dans 100% de résine 

epoxy (Epon 812) dans des moules en silicone. Après une polymérisation de la résine à 

60°C pendant 48h, les échantillons sont coupés en sections de 60 nm et marqués avec du 

citrate de plomb. Les échantillons sont observés au microscope à transmission (Philips, 

CM120) fonctionnant à 80 kV.  
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Tableau 2 : Liste des anticorps primaires 

 

Préparation des extraits protéiques pour analyse par western blot  

Les Drosophiles stockées à -80°C sont décapitées sur glace. Les têtes sont broyées au 

Potter 0,1 mL pendant 5 minutes sur glace dans les tampons A, B ou C additionnés du 

Cocktail inhibiteur de protéase (Roche, 04 693 132 001) et/ou du Cocktail inhibiteur de 

phosphatase (Pierce, 78428). 

- Tampon A : Tris-HCl 50 mM, EDTA 5 mM, NP40 0,5% à PH 7.5. 

- Tampon B : Tris-HCl 50 mM, EDTA 5 mM, NP40 1%, DL-Dithiothreitol 1mM à PH 7.5.  

- Tampon C : Tris-HCl 50 mM, EDTA 5 mM, NP40 1%, DL-Dithiothreitol 50mM, SDS 1%, 

Urée 7M, Thiourée 2M. 

 Des lots de 100 têtes sont broyées dans 200 µL de tampon A, B ou C. Après centrifugation 

à 15 000 g pendant 3 minutes à 21°C, 180 µL de surnageant sont additionnés de 60 µL de 

Anticorps  Protéine détectée Distributeur : référence Dilution 

MJFR1 α-syn totale Abcam : ab138501 
IF = 1/400  

WB = 1/500 

Syn211 α-syn  totale Santa Cruz : sc-12767 IF = 1/400 

AB 51253 α-syn Pser129 Abcam : [EP1536Y] ab51253 WB = 1/300 

AB 42906 α-syn Pser129 Abcam : ab 42906 WB = 1/500 

nc-82 Neurones présynaptiques DSHB : nc82-c IF = 1/800 

Ref(2)-P Ref(2)-P (Nezis, et al. 2008) IF = 1/800 

Ref(2)-P Ref(2)-P Cell signaling : 5114 WB = 1/1 000 

FK2 Ubiquitine liée Millipore : 04-263 WB = 1/10 000 

β-tubuline β-tubuline DSHB : E7-c WB = 1/1 000 
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tampon de dénaturation (16% SDS, 8% β-mercaptoethanol, 768 mM glycine, 100 mM Tris 

et 20% sucrose).  

 

Résistance à une digestion par la protéinase K de l’α-synucléine  

Les homogénats préparés en tampon B (50 mM Tris-HCl, 5 mM EDTA, 1% NP40, 1mM 

DL-Dithiothreitol à pH 7,5 (sans ajout du Cocktail inhibiteur de protéase) sont incubés 

pendant 60 minutes à 25°C.  

Pour chacun les points de digestion (0 ou 0,5 ou 1 ou 1,5 ou 2 µg/mL), 45,6 µL 

d’homogénat sont additionnés de 11,4 µL d’une solution de protéinase K à la 

concentration de (0 ou 2,5 ou 5 ou 7,5 ou 10 µg/mL). Après une incubation de 30 minutes 

à 25°C, les extraits digérés sont additionnés de 19 µL de tampon de dénaturation (16% 

SDS, 8% β-mercaptoethanol, 768 mM glycine, 100 mM Tris, 20% sucrose). 

 

Western blot  

Les extraits protéiques sont chauffés à 95-100°C pendant 5 minutes avant d’être déposés 

sur gel Stain-Free 4-15% (Bio-Rad, 5678084). Après 50 minutes de migration en tampon 

Tris/Glycine/SDS (Euromedex, EU 0510) à 200 Volts, le gel est activé sous UV (1 minute) 

puis les protéines sont transférées sur une membrane de PVDF 0,45 µM (1 heure, 115 

Volts) en tampon Tris Caps (Bio-Rad, 161-0778). Après transfert et uniquement pour les 

membranes destinées à l’immunodétection de l’α-synucléine, la membrane est immergée 

30 minutes dans une solution de PBS contenant de la PFA 4% et du glutaraldéhyde 0,01%. 

Les sites de fixation non spécifiques sont alors bloqués pendant 1h à température 

ambiante dans une solution de TBS- 0,1% Tween-3% BSA puis les membranes sont 

incubées sur la nuit avec différents anticorps primaires dilués dans une solution de TBS- 

0,1%Tween-1% BSA, dont la nature et la concentration sont spécifiées dans le tableau 2. 

Après trois lavages dans du TBS-0,1% Tween (5 et 5 et 10 minutes), un anticorps 

secondaire de chèvre anti-IgG de souris ou de chèvre anti-IgG de lapin couplé à l’enzyme 

« horseradish peroxydase » (HRP) dilués au 1/1 000 dans une solution de TBS-0,1% 

Tween est appliqué pendant 1 heure à température ambiante sur les membranes. Après 

trois lavages dans du TBS-0,1% Tween (5 et 5 et 10 minutes), puis un rinçage final en PBS 

(10 minutes). La révélation des immunomarquages est réalisée à l’aide du kit de 

révélation « Dura Extended Duration Substrate Kit » (Thermo Fisher, 34075). La 
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révélation puis l’analyse des immunomarquages obtenus est réalisée à l’aide du système 

d’imagerie ChemiDoc MP (Bio-Rad) et du logiciel d’analyse Image Lab (Bio-Rad). 

 

Immunohistochimie  

Les Drosophiles endormies sur glace sont décapitées puis les têtes sont immédiatement 

transférées dans une solution de formol 4% tamponnée à pH 7 pour 24 heures. Après 

inclusion en paraffine et recoupe de 4 µm d’épaisseur au microtome (épaisseur de 4 µm), 

les coupes de tissus sont déposées sur une lame de verre.  

Après déparaffinage, les lames sont placées dans un tampon citrate 10 mM à pH 5,8 de 

démasquage antigénique (Sigma, C9999) et chauffées au micro-onde (5 minutes à 850 W, 

5 minutes à température ambiante, 5 minutes à 200 W puis 20 minutes à température 

ambiante). Les lames sont incubées dans une solution d’eau oxygénée à 3% (VWR, 

23615.261) pendant 5 minutes à température ambiante puis exposées à une solution de 

blocage commerciale « blocking reagent » (Sigma-Aldrich, 11096176001) pendant 30 

minutes à température ambiante. Les tissus sont mis en présence de l’anticorps primaires 

AB 51253 au 1/300ème ou AB42906 au 1/500ème ou MJFR1 au 1/500ème (Abcam, 

ab138501) pendant une nuit à 4°C. Après 5 rinçages avec du TBS-0,1% Tween, la solution 

de blocage commerciale « blocking reagent » (Sigma-Aldrich, réf 11096176001) est 

ajoutée pendant 30 minutes à température ambiante puis l’anticorps secondaire 

(Cliniscience, 4010-05) est appliqué pendant 1 heure 30 minutes à température ambiante 

au 1/250ème en TBS-0,1% Tween. Après 5 rinçages avec du TBS-0,1% Tween, puis 3 

rinçages avec du TBS, les tissus sont exposés à un substrat de révélation (Cliniscience, SK-

4105) pendant 8 minutes. Les noyaux des échantillons sont contre-colorés par 

l’hématoxyline puis le montage final entre lame et lamelle est réalisé dans un milieu de 

montage (Pertex, 00811). Les échantillons sont visualisés par microscopie optique. 

 

Extraction de l’ARN 

Les Drosophiles endormies sont décapitées sur glace puis les têtes sont immédiatement 

transférées en tube Eppendorf et gardés sur glace. 100 µL de Trizol sont ajoutés pour 

broyer l’échantillon avec un stick Eppendorf pendant 5 minutes puis 400 µL de Trizol 

sont ajoutés et l’échantillon est laissé à incuber pendant 10 minutes à température 

ambiante. 100 µL de chloroforme sont ajoutés puis l’échantillon est vortexé pendant 30 

secondes et laissé à incuber pendant 3 minutes à température ambiante. Après 
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centrifugation à 12 000 rpm pendant 45 minutes à 4°C, la phase aqueuse est récupérée 

et elle est laissée à incuber pendant 10 minutes à température ambiante. 

Le même volume d’isopropanol est ajouté à la phase aqueuse puis le mélange est vortexé 

pendant 15 secondes et laissé à incuber pendant 10 minutes à température ambiante. 

Après centrifugation à 12 000 rpm pendant 30 minutes à 4°C, le surnageant est éliminé. 

Le culot est resuspendu dans 1 mL d’éthanol froid à 70%, puis centrifugé à 12 000 rpm 

pendant 15 minutes à 4°C, à deux reprises. Après centrifugation, l’éthanol est retiré pour 

laisser le culot sécher pendant 10-20 minutes puis l’ARN est suspendu dans 20 µL d’eau 

RNAase-free et vortexé pendant 10 secondes pour être homogénéisé. L’échantillon est 

placé à -80°C avant d’être utilisé. 

 

RT-qPCR du gène vmat 

Les extraits d’ARN sont traités par la DNase I selon la notice du kit utilisé (Invitrogen, 

18068015) avec une incubation à 25°C pendant 15 minutes puis avec l’ajout d’EDTA à 25 

mM suivi d’une incubation à 65°C pendant 10 minutes. 

La synthèse d’ADNc est opérée selon la notice du kit de synthèse iScript cDNA (Biorad, 

1708891) avec une étape d’amorçage à 25°C pendant 5 minutes puis avec l’étape de 

reverse transcription à 46°C pendant 20 minutes. L’enzyme est inactivée à 95°C pendant 

1 minute. 

La réaction de qPCR est réalisée en ajoutant à 10µL d’échantillon : 3 µL d’ADNc à 2,5 

ng/µL, 5 µL de SYBR Green 2X et 2 µL du couple de primers vmat à 3 µM (primer sens = 

TTCACCGTAAACGCAAACACCACC, primer antisens = TTGATTGCTGTCCAACTGCTGCT de 

(Fouillet, et al. 2012). 

 

Analyses statistiques  

L’ensemble des analyses statistiques a été réalisé avec le logiciel GraphPad Prism 6.0 
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Résultats 
 

Profil d’expression et détection de l’α-synucléine [A53T] humaine chez la Drosophile 

Le modèle de Drosophile que nous proposons d’étudier a été décrit et mis au point 

par le groupe de Mel Feany il y a 20 ans (Feany et Bender 2000). Nous avons réalisé des 

marquages par immunofluorescence afin de contrôler le profil d’expression de l’α-

synucléine humaine (α-syn) avec le promoteur ELAV avec le système d’expression 

UAS/Gal4 par des Drosophiles (Figure 1). Ces immuno-marquages ont été réalisés avec 

l’anticorps MJFR1 qui reconnait l’α-syn humaine totale. L’α-syn est détectée dans tout le 

cerveau de la Drosophile et plus fortement dans des structures neuronales que sont les 

« mushroom bodies », les lobes antennaires et les ganglions sub-œsophagiens. Chez des 

Drosophiles âgées de 35 jours (Figure 1A, panels c et d), la détection en 

immunofluorescence de l’α-syn [A53T] diminue dans les lobes antennaires et les 

ganglions sub-œsophagiens et cette détection diminue davantage à 50 jours (Figure 1A, 

panels e et f). Nous avons également pu observer ce profil et cette diminution de la 

détection de l’-syn [A53T] par immunofluorescence avec un second anticorps détectant 

l’-syn totale, l’anticorps Syn211 (résultats non montrés). L’α-syn est également détectée 

mais faiblement dans l’œil de la Drosophile âgée de 10 jours (Figure 1B, panel de gauche). 

Ce profil d’expression du transgène sous le contrôle du promoteur ELAV est cohérent 

avec ce qui a été publié précédemment (Koushika, Lisbi et White 1996). Une expression 

de l’-syn [A53T] sous le contrôle du promoteur sGMR induit une forte détection dans 

l’ensemble des types cellulaires de la rétine de la Drosophile, à savoir dans les 

photorécepteurs, des cellules de type neuronal, et dans les cellules inter-ommatidiales, 

des cellules à fonction gliale (Figure 1B, panel de droite). Dans ce contexte d’expression, 

l’α-syn [A53T] est également détectée dans les prolongements des neurones, au niveau 

de la lamina et de la medulla. Ce profil d’expression et cette forte expression de l’-syn 

[A53T] sous le contrôle du promoteur sGMR sont cohérents avec les descriptions de la 

littérature (Fouillet, et al. 2012) (Van Den Brink, et al. 2018) (Poças, et al. 2015). Le profil 

et le niveau d’expression de l’α-syn [A53T] mis en évidence dans la figure 1, sous 

promoteur sGMR ou ELAV, sont similaires à ceux observés lors de l’expression d’autres 

transgènes comme l’α-syn humaine WT ou la GFP (résultats non montrés). 
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La détection de l’-syn [A53T] par immunofluorescence diminue avec l’âge, nous 

proposons de suivre l’accumulation de l’α-syn [A53T] dans ce modèle sous le contrôle du 

promoteur ELAV en fonction de l’âge des Drosophiles. 

 

 

Modifications des propriétés biochimiques de l’α-synucléine [A53T] en fonction de l’âge 

des Drosophiles  

Afin de comprendre si la diminution de la détection d’α-syn dans les cerveaux de 

Drosophiles était due à une modification de l’α-syn en lien avec le vieillissement des 

Drosophiles, nous avons étudié la solubilité l’α-syn [A53T] extraite de têtes de 

Drosophiles avec le tampon d’extraction B à différents âges (Figure 2A, panel a). Nous 

observons un niveau stable d’α-syn [A53T] contenue dans la fraction soluble de têtes de 

Drosophiles âgées de 1 à 30 jours. Ce niveau diminue entre 30 et 40 jours et l’α-syn 

monomérique n’est plus détectée à 50 jours. Nous avons modifié les conditions 

d’extraction protéique de l’α-syn avec des tampons d’extraction enrichis en détergents 

ioniques (SDS), non-ioniques (DTT) ou en constituants capables de déstabiliser des 

formes hautement agrégées (urée, thio-urée) pour détecter des formes d’α-syn qui 

seraient agrégées. Les protéines ont été extraites des têtes de Drosophiles âgées de 10 ou 

50 jours avec le tampon d’extraction A, composé notamment de 0,5% Np40, ou le tampon 

B, composé notamment de 1% Np40 et de 1 mM DTT, ou C, composé de 1% Np40, de 1 

mM DTT comme le tampon B et additionné de SDS, d’urée et de thio-urée (Figure 2A, 

panel b). Le niveau d’α-syn extraite de têtes de Drosophiles avec le tampon A est plus 

faible à 50 jours par rapport à 10 jours. Ce résultat met en évidence une diminution de la 

solubilité de l’α-syn [A53T] avec l’âge. Le niveau d’α-syn extraite de têtes de Drosophiles 

âgées de 50 jours est plus fort avec les tampons B ou C par rapport au tampon A. Nous 

avons également utilisé une autre approche de détection de l’α-syn [A53T] avec 

l’anticorps MJFR1 par immunohistochimie (IHC) chez les Drosophiles âgées de 10 ou 40 

jours (Figure 3, panels a et b). L’α-syn [A53T] est détectée par IHC dans l’ensemble du 

cerveau des Drosophiles âgées de 10 ou 40 jours et de manière encore plus forte dans les 

mêmes structures neuronales mises en évidence par immunofluorescence. La surface de 

marquage de l’α-syn [A53T] augmente dans les cerveaux de Drosophiles âgées de 40 

jours par rapport à ceux de 10 jours. Les résultats de détection de l’α-syn [A53T] obtenus 

par IHC sont contradictoires avec ceux obtenus par immunofluorescence. Cela pourrait 
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être expliqué par l’étape de démasquage antigénique du protocole d’IHC mais qui est 

absente du protocole d’immunofluorescence. Pour déterminer si les difficultés 

d’immuno-détection de l’α-syn [A53T] chez les Drosophiles âgées par 

immunofluorescence étaient dues à une modification conformationnelle de la protéine, 

nous avons décrit le profil de digestion de l’α-syn [A53T] par des doses croissantes de 

protéinase K en fonction de l’âge des Drosophiles (Figure 2B) comme cela a été fait dans 

le cadre d’autres études (Suzuki, et al. 2015). Les protéines contenues dans la fraction 

soluble extraite de têtes de Drosophiles avec le tampon B ont été digérées par 0 ou 0,75 

ou 1 ou 1,5 ou 2 µM de pK et l’α-syn [A53T] a été détectée avec l’anticorps MJFR1. L’α-syn 

[A53T] monomérique n’est plus détectable après une digestion avec 1,5 µM de pK à 10 

jours alors qu’elle reste détectable pour les Drosophiles âgées de 50 jours. L’α-syn [A53T] 

extraite de Drosophiles âgées de 50 jours est plus résistante à une digestion par 1,5 µM 

de pK que celle extraite des mêmes Drosophiles âgées de 10 jours. Afin de mettre en 

évidence des agrégats d’α-syn, nous avons utilisé la technique de microscopie 

électronique à transmission (MET) pour pouvoir observer des structures agrégées, 

denses aux électrons. Les Drosophiles exprimant l’α-syn [A53T] sous le contrôle du 

promoteur ELAV ne présentaient pas de structure dense aux électrons dans les neurones 

photorécepteurs (résultats non montrés). Afin de favoriser l’agrégation de l’α-syn [A53T] 

et observer des structures agrégées, nous avons sélectionné le promoteur sGMR pour 

surexprimer plus fortement l’α-syn [A53T] (Figure 2C). Des structures denses aux 

électrons sont observées dans les projections axonales des photorécepteurs au niveau du 

lobe optique, dans la lamina, chez les Drosophiles âgées de 30 jours exprimant l’α-syn 

[A53T] mais pas à 1 jour (Figure 2C). Des structures de formes similaires mais plus 

grosses et plus denses sont observées dans les Drosophiles exprimant l’α-syn [A53T] 

âgées de 60 jours (Figure 2C).  

 

Après l’étude des modifications biochimiques subies par l’α-syn et en lien avec son 

agrégation, nous avons souhaité mettre en évidence la présence éventuelle de l’α-syn 

phosphorylée en sérine 129 (Pser129) dans le cerveau de Drosophile exprimant l’α-syn 

[A53T]. 
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Identification de l’α-synucléine [A53T] phosphorylée en sérine 129 en fonction de l’âge 

des Drosophiles 

Nous avons tenté de détecter la forme phosphorylée sur la sérine en position 129 

de l’α-syn (Pser129 α-syn) par la technique d’IHC avec deux anticorps différents, 

AB51253 et AB 42906 sur des coupes de cerveaux de Drosophiles exprimant l’α-syn 

[A53T] sous le contrôle du promoteur ELAV à différents âges (Figure 3). Ces deux 

anticorps sont spécifiques de l’α-syn Pser129. On observe un marquage faible de l’α-syn 

Pser129 dans le cerveau de Drosophiles âgées de 10 jours avec l’anticorps 51253 (Figure 

3, panel c). Ce marquage de l’α-syn Pser129 correspond aux structures neuronales où l’α-

syn [A53T] est fortement détectée avec l’anticorps MFJR1 (Figure 3a), comme dans les 

ganglions sub-œsophagiens par exemple (Figure 3, panel c’) ou dans les lobes 

antennaires (résultats non montrés). L’α-syn Pser129 est détectée dans les mêmes 

structures neuronales (Figure 3, panel d) mais la surface de marquage est plus étendue, 

comme observée au niveau des ganglions sub-œsophagiens par exemple (Figure 3, panel 

d’) ou dans les lobes antennaires (résultats non montrés) dans les cerveaux de 

Drosophiles âgées de 40 jours. La détection de l’α-syn Pser129 avec l’anticorps AB42906 

permet d’observer un marquage au niveau de la région péri-œsophagienne dans les 

cerveaux de Drosophiles âgées de 10 jours (Figure 3, panel e) et âgées de 40 jours (Figure 

3, panel f). A 40 jours, on peut observer un marquage additionnel de l’α-syn Pser129 dans 

le neuropil, dans une région arrière du cerveau des Drosophiles (Figure 3, panel f’). Bien 

que ces deux anticorps soient spécifiques de l’α-syn phosphorylée, il semble que les 

anticorps AB51253 et AB 42906 mettent en évidence deux populations différentes d’α-

syn Pser129 dans le cerveau des Drosophiles.  

 

Suite à la mise en évidence de formes agrégées par techniques biochimiques et 

l’observation de formes phosphorylées en sérine 129 d’α-syn [A53T] in situ dans le 

cerveau et d’agrégats denses aux électrons dans l’œil de Drosophiles âgées, nous avons 

souhaité comprendre si ces modifications de l’α-syn étaient en lien avec une altération 

des voies de dégradation des protéines comme le système du protéasome ou la voie de 

l’autophagie chez les Drosophiles âgées. 
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Altération des voies de dégradation des protéines en lien avec l’expression de l’α-

synucléine [A53T] dans les Drosophiles âgées 

Nous avons cherché à déterminer si la voie de l’ubiquitine-protéasome était 

altérée dans les cerveaux de Drosophiles âgées de 40 jours exprimant l’α-syn [A53T] sous 

le contrôle du promoteur ELAV. Pour cela nous avons regardé par immunofluorescence 

si des protéines ubiquitinylées s’accumulaient dans les lobes antennaires, où l’α-syn est 

fortement détectée (Figure 4A). Cette expérience préliminaire permet d’observer une 

accumulation des protéines ubiquitinylées dans les lobes antennaires des Drosophiles 

exprimant l’α-syn [A53T] avec une surface et une intensité de marquage plus élevée que 

dans les lobes antennaires de Drosophiles qui expriment la protéine contrôle GFP ou l’α-

syn WT (Figure 4B). Nous avons ensuite souhaité déterminer si la voie de l’autophagie 

était altérée dans les rétines de Drosophiles âgées de 60 jours exprimant l’α-syn [A53T]. 

Pour cela nous avons détecté par immunofluorescence afin de déterminer si la protéine 

Ref(2)-P/p62 s’accumulait dans les rétines de Drosophiles exprimant fortement deux 

protéines contrôles, mCD8 ou mito-HA, ou une des formes, WT ou [A53T],  de l’α-syn 

portant un tag GFP sous le contrôle du promoteur sGMR. (Figure 5). Cette expérience 

préliminaire permet d’observer une accumulation de Ref(2)-p/p62 dans les rétines de 

Drosophiles exprimant l’α-syn, et notamment la forme [A53T], par rapport aux rétines de 

Drosophiles exprimant une des protéines contrôles mCD8-GFP ou mito-HA-GFP. 

 

Les méthodes mises en œuvre pour étudier les modifications de l’α-syn [A53T] 

nous ont permis de mettre en évidence des formes agrégées par techniques biochimiques 

et des formes phosphorylées en sérine 129 d’α-syn [A53T] par technique 

immunohistochimique dans les cerveaux, en fonction de l’âge des Drosophiles ainsi que 

des altérations des voies du protéasome et de l’autophagie. Dans ces conditions, nous 

avons souhaité déterminer si ce modèle de Drosophile pouvait être un outil pour l’étude 

des modes d’action des substances chimiques en condition d’exposition chronique. Plus 

particulièrement, nous avons souhaité mettre en évidence les effets induits en réponse à 

une exposition chronique au paraquat (PQ) contenu dans le milieu nutritif composé 

d’agarose et de sucrose, à une dose de 0,75 mM et pendant 15 jours, sur l’accumulation 

et les modifications post-traductionnelles de l’α-syn ainsi que sur les voies de 

dégradation des protéines. 
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Sensibilité à une exposition chronique au PQ des Drosophiles exprimant l’α-synucléine  

 La toxicité d’un inducteur chimique de la MP, comme le PQ, est classiquement 

suivie grâce à la mesure de la survie des Drosophiles exposées (Feany et Bender 2000) 

(Cassar, et al. 2015) (Issa, et al. 2018) (Robin, et al. 2019). A la dose de 0,75mM de PQ, la 

survie moyenne est d’environ 15 jours pour les Drosophiles exprimant l’α-syn, sous 

forme WT ou [A53T], de manière pan-neuronale sous le contrôle du promoteur ELAV 

alors qu’elle est d’environ 30 jours en condition contrôle (Figure 6A). On observe que les 

Drosophiles exprimant l’α-syn WT ont une durée de vie moyenne qui est réduite par 

rapport aux deux autres lignées, en condition contrôle (Figure 6A). En condition 

d’exposition chronique à 0,75mM de PQ, les Drosophiles exprimant une des formes, WT 

ou [A53T], de l’α-syn ont une survie réduite par rapport aux Drosophiles exprimant la 

protéine GFP (Figure 6A). Certaines caractéristiques de ces courbes de survie peuvent 

être étudiées plus précisément et notamment la réduction de la survie moyenne entre les 

conditions contrôles et exposées au PQ (Figure 6B) ainsi que la pente aux alentours de la 

survie moyenne (Figure 6C). La diminution de la survie moyenne des Drosophiles est 

significativement plus importante pour celles exprimant une des formes, WT ou [A53T], 

de l’α-syn que pour les Drosophiles exprimant la protéine GFP (Figure 6B). Cette 

diminution est encore plus importante pour les Drosophiles exprimant d’α-syn [A53T] 

par rapport aux Drosophiles exprimant la GFP (Figure 6B). Les pentes des courbes de 

survie au voisinage de la survie moyenne sont similaires pour les Drosophiles exprimant 

la GFP, l’α-syn WT ou l’α-syn [A53T] en condition contrôle (Figure 6C).  En condition 

d’exposition chronique au PQ, les pentes des courbes de survie des Drosophiles 

exprimant la GFP ou l’α-syn WT sont similaires entre elles mais également avec celles de 

la condition contrôle. La pente de la courbe de survie des Drosophiles exprimant l’α-syn 

[A53T] en condition d’exposition au PQ est significativement différente des autres 

conditions (Figure 6C).  La valeur de la pente de la courbe de survie des Drosophiles 

exprimant l’α-syn [A53T] et exposées au PQ reflète la toxicité de cette condition et 

supporte le résultat de la diminution de survie moyenne des Drosophiles exposées 

chroniquement au PQ (Figure 6B). 

  

 Afin de décrire les effets d’une exposition chronique au PQ, nous avons souhaité 

étudier d’éventuelles modifications telles que l’accumulation, l’agrégation et la 

phosphorylation en sérine 129 de l’α-syn. 
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Expression de l’α-synucléine [A53T] par les Drosophiles exposées chroniquement au PQ 

 L’expression des ARNm de l’α-syn ou de la GFP extraits de têtes de 

Drosophiles a été mesurée par RT-qPCR après 15 jours d’exposition à 0,75mM de PQ 

(Figure 7A). Cette expérience préliminaire met en évidence une surexpression du gène 

codant pour l’α-syn dans les Drosophiles exprimant la forme WT (Figure 7A, en jaune) 

ou[A53T] (Figure 7A, en rouge) de l’α-syn après 15 jours d’exposition au PQ par rapport 

à la condition contrôle. Une exposition chronique au PQ induit, à l’inverse, une diminution 

de l’expression de l’ARNm codant pour la protéine GFP dans les Drosophiles exprimant 

cette protéine contrôle (Figure 7A, en vert). L’expression de l’α-syn, WT ou [A53T], a 

également été suivie au niveau protéique avec la détection de l’α-syn monomérique dans 

la fraction soluble extraite de têtes de Drosophiles exposées pendant 15 jours au PQ avec 

le tampon de composition A (Figure 7B). Le résultat de ces expériences indique que les 

niveaux d’α-syn WT mesurés après 15 jours d’exposition au PQ ou en condition contrôle 

sont similaires avec un ratio d’environ 100% (Figure 7B, en jaune). Le ratio de 160% pour 

l’α-syn [A53T] indique qu’une exposition chronique au PQ augmente la détection de la 

protéine par rapport à la condition contrôle (Figure 7B, en rouge). 

 

 Après avoir mis en évidence des niveaux augmentés de l’ARNm de l’α-syn [A53T] 

et de la protéine suite à une exposition chronique au PQ des Drosophiles, nous avons 

interrogé les effets de cette exposition sur l’agrégation de l’α-syn. 
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Modifications des propriétés biochimiques de l’α-synucléine [A53T] dans les Drosophiles 

exposées chroniquement au PQ 

Afin de déterminer l‘effet d’une exposition chronique au PQ sur des modifications 

de l’α-syn en lien avec son agrégation, nous avons décrit le profil de digestion de l’α-syn, 

WT ou [A53T], par des doses croissantes de protéinase K (pK) (Figure 8). En effet, l’α-syn 

monomérique restée détectable après une digestion par la pK est considérée comme 

étant dans une conformation agrégée. Les protéines contenues dans la fraction soluble 

extraite de têtes de Drosophiles avec le tampon B ont été digérées par 0 à 2 µM de pK et 

l’α-syn, WT (Figure 8A) ou [A53T] (Figure 8B), a été détectée avec l’anticorps MJFR1. On 

observe que l’α-syn WT est faiblement détectée après une digestion avec 1 µM de pK et 

qu’elle ne l’est plus avec 1,5 µM de pK (Figure 8A) alors que de l’α-syn [A53T] reste 

détectable après une digestion avec 1,5 µM de pK (Figure 8B) en condition contrôle et 

cette différence est retrouvée en condition d’exposition chronique au PQ. Ces résultats 

indiquent que l’α-syn [A53T] est plus résistante à une digestion par une même 

concentration de pK que l’α-syn WT. A la concentration de 1 µM de pK, l’α-syn WT est 

plus détectée en condition contrôle qu’en condition exposée au PQ. On peut conclure que 

l’exposition au PQ ne favorise pas l’agrégation de l’α-syn WT. L’α-syn [A53T] est détectée 

après une digestion avec 1,5 µM de pK et ne l’est plus avec 2 µM de pK, en condition 

contrôle comme en condition d’exposition chronique au PQ (Figure 8B et 8D). 

L’exposition au PQ ne modifie donc pas l’agrégation de l’α-syn [A53T].  On peut observer 

que le profil de digestion par des doses croissantes de pK de l’α-syn WT (Figure 8C) est 

différent de celui de l’α-syn [A53T] (Figure 8D) avec un effet rebond pour l’α-syn [A53T] 

à la dose de 0,5 µM de pK. Ces résultats indiquent que la quantité d’α-syn [A53T] sous 

forme monomérique augmente à la suite d’une digestion par 0,5 µM de pK, en condition 

contrôle comme en condition exposée, alors que la quantité d’α-syn WT diminue. En effet, 

à faible dose, la pK est également utilisée pour solubiliser les agrégats protéiques. On 

observe que la quantité d’α-syn [A53T] diminue seulement à partir d’une digestion par 

1,5 µM de pK alors que la quantité d’α-syn WT monomérique diminue dès une digestion 

par 0,5 µM de pK. Une dose faible de pK permet de déstabiliser l’α-syn [A53T] agrégée et 

une dose plus élevée permet de digérer la forme monomérique. 
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 Après avoir suivi l’effet d’une exposition chronique au PQ sur un critère 

biochimique en lien avec l’agrégation de l’α-syn dans les têtes de Drosophiles, nous avons 

poursuivi cette description avec la détection éventuelle de l’α-syn phosphorylée en sérine 

129 par IHC. 

 

Identification de l’α-synucléine [A53T] phosphorylée en sérine 129 dans les Drosophiles 

exposées chroniquement au PQ 

Nous avons tenté de détecter la forme l’α-syn Pser129 par la technique d’IHC avec 

deux anticorps différents, AB51253 et AB42906 sur des coupes de cerveaux de 

Drosophiles exposées chroniquement au PQ pendant 15 jours ou en condition contrôle 

(Figure 9). Ces deux anticorps spécifiques de l’α-syn phosphorylée permettent de mettre 

en évidence deux populations différentes d’α-syn Pser129 dans le cerveau des 

Drosophiles âgées (Figure 3, e’ et f’). En condition contrôle et en condition d’exposition 

chronique au PQ, on observe un marquage de l’α-syn Pser129 dans le cerveau des 

Drosophiles avec l’anticorps 51253 (Figure 9, panel c). Ce marquage de l’α-syn Pser129 

correspond aux structures neuronales où l’α-syn [A53T] est fortement détectée avec 

l’anticorps MFJR1 (Figure 9a), comme dans les ganglions sub-œsophagiens par exemple 

(Figure 3, panel c’) ou dans les lobes antennaires (résultats non montrés). L’α-syn 

Pser129 est détectée dans les cerveaux de Drosophiles exposées chroniquement au PQ 

pendant 15 jours dans les mêmes structures neuronales (Figure 3, panel d) mais le 

marquage est plus dense, comme observée au niveau des ganglions sub-œsophagiens par 

exemple (Figure 3, panel d’) ou dans les lobes antennaires (résultats non montrés). Il est 

à noter que le marquage obtenu dans les cerveaux de Drosophiles en condition contrôle 

ou exposées chroniquement au PQ pendant 15 jours est plus dense que le marquage 

observé dans les cerveaux de Drosophiles après 15 jours élevées sur un milieu nutritif 

composé d’agarose et de sucrose exposés ou non au PQ (Figure 9a) par rapport aux 

Drosophiles âgées de 10 jours élevées sur un milieu nutritif complet (Figure 3a). La 

détection de l’α-syn Pser129 avec l’anticorps AB42906 permet d’observer un marquage 

au niveau de la région péri-œsophagienne et dans le neuropil, dans une région arrière du 

cerveau des Drosophiles en condition contrôle (Figure 9, panels e et e’). Le marquage 

péri-œsophagien est similaire dans les cerveaux de Drosophiles exposées ou non au PQ 

pendant 15 jours (Figure 9, panels e’ et f’) mais il est plus dense que celui observé dans 

les cerveaux de Drosophiles âgées de 40 jours élevées sur milieu nutritif complet (Figure 
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3f’). Le marquage dans le neuropil, dans une région arrière du cerveau des Drosophiles 

est plus large chez les Drosophiles exposées au PQ par rapport au marquage en condition 

contrôle (Figure 9, panels e’ et f’) et il rappelle celui observé dans le cerveau des 

Drosophiles âgées élevées sur milieu nutritif complet (Figure 3f’). Ces résultats suggèrent 

que l’exposition chronique au PQ accélèrerait l’apparition des deux populations d’α-syn 

Pser129 

 

À la suite de la mise en évidence d’un surexpression l’α-syn [A53T] et de 

l’observation de formes phosphorylées en sérine 129 d’α-syn, WT ou [A53T], dans le 

cerveau de Drosophiles exposées chroniquement au PQ, nous avons souhaité 

comprendre si ces modifications de l’α-syn étaient en lien avec une altération de la voie 

de l’autophagie. 
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Altération de la voie de l’autophagie en lien avec l’expression de l’α-synucléine dans les 

Drosophiles exposées chroniquement au PQ  

Nous avons pu observer des vacuoles d’autophagie dans les neurones 

photorécepteurs dans la rétine de Drosophiles exprimant l’α-syn, WT ou [A53T], ou la 

protéine GFP sous le contrôle du promoteur fort sGMR après 15 jours d’exposition 

chronique au PQ comme en condition contrôle par MET (Figure 10, astérisques rouges). 

Nous avons ensuite souhaité déterminer si la voie de l’autophagie était altérée sous l’effet 

d’une exposition chronique au PQ dans les rétines de notre modèle de Drosophile 

exprimant l’α-syn, WT ou [A53T], ou la protéine GFP sous le contrôle du promoteur ELAV 

(Figure 11). Pour cela nous avons détecté par immunofluorescence afin de déterminer si 

la protéine Ref(2)-P/p62 s’accumulait dans les rétines de Drosophiles (Figure 11A). Cette 

expérience permet d’observer une accumulation de la protéine Ref(2)-p/p62 dans les 

rétines des Drosophiles exposées de manière chronique au PQ par rapport à la condition 

contrôle (Figure 11B). En plus de la quantification de Ref(2)-p/p62 dans les rétines, ces 

expériences d’immunofluorescence ont permis  d’observer que les marquages délimitent 

des structures de type organites  dans les rétines de Drosophiles exprimant l’α-syn 

[A53T] en condition d’exposition chronique au PQ.  Ce type de marquage qui pourrait 

correspondre à des vacuoles d'autophagie est uniquement observé pour cette condition 

et est représentatif de l’ensemble des échantillons étudiés (Figure 11A, zoom). Nous 

avons également réalisé une immuno-détection de la protéine Ref(2)-p/p62 extraite de 

têtes entières de Drosophiles exprimant l’α-syn, WT ou [A53T], et exposées 

chroniquement au PQ ou en condition contrôle (Figure 11C). Ce résultat conforte les 

observations d'immunofluorescence avec une accumulation de Ref(2)-p/p62 chez les 

Drosophiles exprimant l’α-syn, WT ou [A53T], en condition d’exposition au PQ par 

rapport à la condition contrôle. On peut également observer une accumulation de formes 

de hauts poids moléculaires detectées par western blot avec l'anti-Ref(2)-p  dans les 

conditions PQ par rapport aux conditions contrôles, et d’autant plus pour les Drosophiles 

qui expriment la forme [A53T] par rapport à la forme WT de l’α-syn (Figure 11C). 

 

Après avoir mis en évidence une accumulation de l’α-syn, totale et phosphorylée 

en sérine 129 mais également de Ref(2)-p/p62 sous l’effet d’une exposition chronique au 

PQ, nous avons souhaité  comprendre si cela impactait le fonctionnement des neurones 

dopaminergiques ainsi que la locomotion des Drosophiles. 
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Altération du fonctionnement des neurones dopaminergiques et de la locomotion chez 

les Drosophiles exposées chroniquement au PQ  

 Parmi les marqueurs phénotypiques en lien avec la modélisation de la 

maladie de Parkinson chez la Drosophile, il est d’usage de mettre en évidence une atteinte 

de la locomotion en lien avec la perte ou le dysfonctionnement des neurones 

dopaminergiques (Feany et Bender 2000) (Cassar, et al. 2015) (Ordonez, Lee et Feany 

2018) (Robin, et al. 2019). Nous avons d'abord suivi le fonctionnement des neurones 

dopaminergiques par qPCR en mesurant l’expression du gène qui code pour le 

transporteur responsable de l’entrée de la dopamine dans les vésicules synaptiques, vmat 

(vesicular mono-amine transporter) (Figure 12A). Cette expérience permet d’observer 

une diminution de l’expression de l’ARNm vmat après 15 jours d’exposition chronique au 

PQ par rapport aux conditions contrôles, que les Drosophiles expriment l’α-syn ou la GFP. 

Cette expérience met également en évidence que le niveau d’expression du gène vmat 

diminue significativement en condition contrôle chez les Drosophiles exprimant l’α-syn 

WT et encore plus pour l’α-syn [A53T] par rapport aux Drosophiles exprimant la protéine 

GFP (Figure 12A). Ces résultats sont en faveur d’une absence d’effets additifs entre 

l’expression de l’α-syn et d’une exposition chronique au PQ sur l’expression de l’ARN 

vmat. Pour identifier l’impact d’une exposition chronique au PQ sur le développement de 

potentiels symptômes moteurs, nous avons testé la locomotion des Drosophiles. Les 

résultats des tests de géotaxie négative indiquent que les Drosophiles exposées 

chroniquement au PQ ont un index de géotaxie négative réduit par rapport aux 

Drosophiles en condition contrôle, que les Drosophiles expriment l’α-syn ou la GFP. Ces 

résultats permettent également d’observer que les Drosophiles qui expriment l’α-syn WT 

et encore pour l’α-syn [A53T] ont un index de géotaxie négative plus élevé que celui des 

Drosophiles exprimant la protéine GFP en condition contrôle et également après 15 jours 

d’exposition chronique au PQ (Figure 12B). Dans ces conditions, il n’y a pas d’effets 

additifs entre l’expression de l’α-syn et d’une exposition chronique au PQ sur la 

locomotion des Drosophiles. 
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Discussion 
 

 La mise en place d’un modèle mixte d’induction de la maladie de Parkinson avait 

pour but d’étudier l’impact d’une exposition chronique au PQ sur des Drosophiles 

exprimant la forme WT ou mutée [A53T] de l’α-syn humaine. Pour cela, nous avons étudié 

les marqueurs principaux de la maladie de Parkinson avec les méthodes utilisées dans les 

modèles d’induction génétique pour détecter l’agrégation et la forme phosphorylée en 

sérine 129 de l’α-syn, ainsi qu’avec les méthodes utilisées dans les modèles d’induction 

chimique au paraquat pour mesurer la survie des Drosophiles exposées. Grâce à ces 

méthodes, nous avons pu mettre en évidence que les Drosophiles exprimant l’α-syn 

[A53T] ont une durée de vie moyenne réduite et donc qu’elles sont plus sensibles au PQ. 

Ces méthodes nous ont également permis d’observer que ces Drosophiles présentent 

dans leurs neurones une accumulation d’α-syn, de sa forme phosphorylée en sérine 129 

et d’inclusions cytoplasmiques à la suite d’une exposition chronique au PQ et pour la 

première fois, l’α-syn Pser129 a été révélé après démasquage antigénique par IHC chez 

la Drosophile. Ces résultats montrent que l'exposition chronique au PQ promeut 

l'accumulation globale et de la forme pathologique Pser129 de d’α-syn. De manière 

intéressante, l'accumulation d’α-syn phosphorylée induite par le PQ détectée par IHC est 

mise en évidence dans des régions différentes du cerveau avec deux anticorps. Cette 

accumulation est similaire entre les Drosophiles âgées de 40 jours et celles exposées au 

PQ pendant 15 jours, ce qui suggère que le PQ pourrait accélérer l'évolution de la 

pathologie induite par l’expression de l’α-syn [A53T]. Nous pouvons également conclure 

que la survie des Drosophiles, la détection de l’α-syn totale et phosphorylée en sérine 129 

par immunohistochimie et de l’accumulation de Ref(2)-P/p62 par immunofluorescence 

sont des bons marqueurs pour suivre l’impact d’une exposition chronique au PQ sur des 

Drosophiles exprimant l’α-syn humaine. L’identification de ces marqueurs valide ainsi 

l’utilisation du modèle mixte d’induction de la maladie de Parkinson que nous avons mis 

en place et conforte la poursuite de notre étude afin d’identifier des mécanismes 

pathologiques sous-jacents. 
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Survie des Drosophiles exprimant l’α-synucléine [A53T] et exposées chroniquement au 

paraquat 

La cinétique de survie des Drosophiles exposées chroniquement à 0,75 mM de PQ 

nous a permis d’observer une durée de vie moyenne plus réduite pour les Drosophiles 

exprimant l’α-syn [A53T] que pour celles exprimant l’α-syn WT ou la GFP (Figure 7B). 

Nous pouvons conclure que l’expression de l’α-syn [A53T] rend les Drosophiles plus 

sensibles à une exposition chronique au PQ. La mise en évidence de cette sensibilité 

accrue valide l’utilisation de la survie en tant que marqueur pour évaluer l’effet d’une 

exposition chronique au PQ sur les Drosophiles exprimant l’α-syn. Cette expérience est 

fondamentale pour valider l’utilité de ce modèle d’induction mixte et son apport par 

rapport aux modèles d’induction génétique ou chimique. En effet, elle met en évidence un 

effet synergique entre l’expression de l’α-syn [A53T] et d’une exposition chronique au 

PQ. Plus précisément, l’expression seule de l’α-syn [A53T] n’a pas d’effet sur la durée de 

vie moyenne des Drosophiles, comme l’expression seule de la GFP (Figure 6A), mais une 

exposition chronique au PQ affecte davantage les Drosophiles exprimant l’α-syn [A53T]. 

Ce résultat est d’autant plus fort que cette sensibilité accrue de la population de 

Drosophiles exprimant l’α-syn [A53T] est très homogène avec une valeur de pente de la 

courbe de survie qui est plus forte que celles des Drosophiles exprimant l’α-syn WT ou la 

GFP (Figure 6C). Ce résultat permet d’attester de la robustesse du protocole d’induction 

mixte que nous avons mis en place car les résultats varient très peu entre et au sein des 

expériences indépendantes que nous avons menées sur un nombre élevé de Drosophiles. 

Les résultats que nous avons obtenus pourraient être interprétés dans le cadre d'une 

étude qui pointent le rôle du récepteur DAMB pour D1-like dopamine receptor dans la 

toxicité d’une exposition aigüe à 20 mM de PQ avec une durée de survie rallongée chez 

les Drosophiles déficientes pour ce récepteur (Cassar, et al. 2015). L’implication du 

récepteur DAMB dans la sensibilité accrue des Drosophiles exprimant l’α-syn [A53T] à 

une exposition chronique à 0,75 mM de PQ pendant 15 jours pourrait être testée avec des 

Drosophiles déficientes pour DAMB et exprimant une des formes WT ou [A53T] de l’α-

syn. 
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Surexpression de l’α-synucléine [A53T] dans les Drosophiles exposées chroniquement au 

paraquat 

La détection de l’α-syn [A53T] est plus étendue dans le cerveau des Drosophiles 

en condition contrôle élevées sur un milieu composé d’agarose et de sucrose pendant 15 

jours (Figure 9a) que dans le cerveau des Drosophiles âgées de 40 jours et élevées sur un 

milieu nutritif complet (Figure 3b). Il semble donc que la composition du milieu nutritif 

des Drosophiles soit directement impliquée dans l’accumulation de l’α-syn [A53T]. Cette 

observation pourrait être en lien avec une modification du métabolisme des Drosophiles 

en fonction de leur régime alimentaire. En effet, la composition, et notamment en glucose, 

du milieu nutritif serait un facteur aggravant lors d’une exposition chronique au PQ 

comme cela été démontré chez la souris (Anandhan, et al. 2017). 

 

De manière intéressante, l'augmentation du niveau de l'ARNm de syn WT n’est pas 

retrouvée au niveau protéique après 15 jours d’exposition chronique au PQ alors que ces 

niveaux d’ARNm et de protéine sont retrouvés de manière similaire pour l’α-syn [A53T] 

(Figure 7A et 7B). Ce résultat n’est pas retrouvé chez les Drosophiles exprimant la 

protéine contrôle GFP dont le niveau d’ARNm diminue lors d’une exposition chronique 

au PQ (résultats non montrés). Ces résultats semblent indiquer que des mécanismes de 

régulation de l’ARNm et/ou de dégradations protéiques tels que le protéasome ou 

l'autophagie parviennent à maintenir le niveau protéique de l’α-syn WT mais pas de l’α-

syn [A53T] lors d’une exposition chronique au PQ. Bien que ce résultat préliminaire 

nécessite de répéter la mesure des niveaux d’ARNm par qPCR, il est cohérent avec l’effet 

direct du PQ sur l’accumulation d’α-syn [A53T] qui a été mis en évidence dans un modèle 

de souris exposée chroniquement (Norris, et al. 2007). Afin de s’assurer que les sites 

d’insertion des transgènes codant pour la GFP, sur le chromosome 2, ou pour l’α-syn, sur 

le chromosome 3, n’interviennent pas dans cette modulation de la transcription, il serait 

nécessaire de réaliser cette même expérience mais sur des Drosophiles dont le transgène 

aura été inséré au même site dans leur génome. 
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Agrégation de l’α-synucléine dans les Drosophiles exposées chroniquement au paraquat 

Nous avons pu mettre en évidence une agrégation de l’α-syn [A53T] dans les 

cerveaux de Drosophiles âgées en observant une perte de son immuno-détection par 

immunofluorescence (Figure 2A) ainsi qu’une insolubilité (Figure 2B) et un profil de 

résistance à une digestion par la pK (Figure 2C) augmentés par rapport aux Drosophiles 

jeunes. Une exposition chronique au PQ n’induit pas de modification significative de la 

résistance à une digestion par la pK de l’α-syn [A53T] (Figure 8C). A l’échelle de 

l’organisme entier, et plus particulièrement de la tête des Drosophiles, l’agrégation de l’α-

syn [A53T] n’est pas modifiée sous l’effet d’une exposition chronique au PQ. Une autre 

étude met également en évidence une absence d’effet d’une exposition à une dose aigüe 

de roténone sur l’agrégation de l’α-syn chez la Drosophile (Prasad, et al. 2019). 

Cependant, nos résultats sont contradictoires avec d’autres études qui suggèrent que le 

PQ induit une accélération de l’agrégation de l’α-syn in vitro et la détection d’agrégats 

chez la souris avec un co-marquage de l’α-syn et de la thioflavine S (Manning-Bog, et al. 

2002). Dans ce contexte où des résultats contradictoires sont obtenus en fonction des 

modèles animaux et des doses d’inducteurs chimiques de la MP, il est important de 

rappeler que plusieurs études récentes supportent l’effet toxique de formes solubles, 

monomériques ou oligomériques, de l’α-syn plutôt que l’implication des corps de Lewy 

et des formes insolubles agrégées (Bengoa-Vergniory, et al. 2017). Cette absence de 

modification de la résistance à une digestion par la pK dans notre modèle exposée par 

rapport au modèle de vieillissement pourrait être le reflet d’une déstabilisation des 

agrégats d’α-syn [A53T] en faveur de formes solubles. D’autre part, ce résultat pourrait 

également reposer sur une relocalisation de l’α-syn [A53T] qui serait alors plus accessible 

par la pK sous l’effet d’une exposition au PQ que lors d’un vieillissement des Drosophiles. 

En effet, la toxicité du PQ vient de sa capacité à provoquer la production d’espèces 

réactives de l’oxygène (ROS) de type anions superoxydes lors de son recyclage redox. Ces 

ROS provoquent des dégâts cellulaires avec, par exemple, la peroxydation des lipides 

membranaires. L’α-syn qui a la capacité d’interagir avec les lipides membranaires via son 

domaine amphipatique en région N-terminale serait alors relocalisée dans le cytoplasme, 

sous forme soluble. L’implication des ROS dans notre modèle n’est pas à négliger car elles 

induisent la peroxydation des lipides ainsi que l’accumulation de protéines mal 

conformées qui peuvent activer la voie de l’autophagie, voire la saturer. Ces ROS 

pourraient également avoir un effet inhibiteur direct sur la voie de l’autophagie. En effet, 
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il serait intéressant de tester la prise en charge de l’α-syn [A53T] par l’autophagie dans 

notre modèle de Drosophiles exposées chroniquement à une dose faible de PQ. Il est à 

noter que chez la Drosophile, la CMA n’existe pas car la protéine LAMP-2A n’est pas 

exprimée. Il a été montré que l’eMI, pour endosomal microautophagy, est capable de 

prendre en charge la dégradation de l’α-syn humaine (Issa, et al. 2018). Une expérience 

de sauvetage du phénotype de notre modèle de Drosophiles exposées chroniquement au 

PQ avec l’induction de la eMI ou de la CMA, grâce à l’expression du transgène humain 

LAMP-2A, pourrait nous informer sur les conséquences de l’expression de l’α-syn [A53T] 

et d’une exposition au PQ sur la dégradation de la protéine par ces voies. 

 

 

Détection de la forme phosphorylée en sérine 129 de l’α-synucléine [A53T] dans les 

Drosophiles exposées chroniquement au paraquat 

Pour la première fois chez la Drosophile, nous avons mis en évidence par IHC la 

présence d’α-syn phosphorylée en sérine 129 dans les cerveaux (Figure 9). La détection 

de la forme phosphorylée en sérine 129 de l’α-syn est un critère important pour la 

modélisation de la MP en laboratoire, ce qui valide notre modèle et nos méthodes 

d’induction et de détection. En effet, la détection de la Pser129 α-syn est un des critères 

principaux d’identification des corps de Lewy chez l’Homme. Cette α-syn pathologique 

est également retrouvée dans d’autres modèles d’induction de la MP chez la Drosophile 

par Western blot mais elle n’avait pas été mise en évidence in situ par immunohistochimie 

(Chen et Feany 2005). L’α-syn phosphorylée en sérine 129 est détectée dans les cerveaux 

de Drosophiles, et notamment au niveau des lobes antennaires, des ganglions sub-

œsophagiens et des « mushroom bodies » avec l’anticorps AB51253 (Figure 9). Ces 

structures neuronales sont des lieux d’accumulation de l’α-synucléine totale, ce qui 

suggère qu’une forte concentration d’α-synucléine pourrait favoriser sa phosphorylation 

en sérine 129. Cette phosphorylation en lien avec l’accumulation d’α-syn pourrait 

correspondre à un signal d’adressage vers les systèmes de dégradation des protéines et 

notamment vers le protéasome comme le suggère plusieurs études (Bennett, et al. 1999) 

(Azeredo da Silveira, et al. 2009) (Xilouri, Brekk et Stefanis 2012). Une autre population 

d’α-syn phosphorylée en sérine 129 a été détectée avec l’anticorps AB42906 dans la 

région péri-œsophagienne et dans le neuropil, dans une région dorso-latérale du cerveau 

des Drosophiles (Figure 9). Cette région dorso-latérale pourrait correspondre aux 
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neurones DN1a et DN1p qui sont des neurones « clock », impliqués dans le contrôle du 

cycle circadien (Nässel 2018). Afin d’identifier la nature des neurones où s’accumule cette 

population d’α-syn Pser129, il sera nécessaire de réaliser des co-marquages par IHC 

entre la Pser 129 et un des marqueurs spécifiques de ces neurones « clock », le marqueur 

period. Le cluster de neurones DN1p est associé à des neurones exprimant la cycline A 

qui est principalement décrite pour son implication dans le contrôle du cycle cellulaire 

mais qui est également impliquée dans la régulation du sommeil dans les neurones post-

mitotiques chez la Drosophile (Rogulja et Young 2012). Il a été mis en évidence, chez 

l’Homme comme chez la Drosophile, que le sommeil est affecté chez les patients dès la 

phase pré-symptomatique et dans des modèles d’inductions génétiques ou chimiques de 

la MP chez la Drosophile (Barber, et al. 2017) (Gajula Balija, et al. 2011). Mesurer les 

cycles de veille et de sommeil des Drosophiles de notre modèle pourrait compléter sa 

caractérisation. L’existence de plusieurs populations d’α-syn phosphorylée en sérine 129 

est supportée par une étude de 2016 qui a mis en évidence différentes « souches » d’α-

syn Pser129 extraite de cerveau de souris et dont l’interaction avec les lipides 

membranaires, la localisation cellulaire ou la toxicité étaient spécifiques pour chaque 

souche (Ma, et al. 2016). La détection plus importante de l’α-syn Pser129 avec l’anticorps 

AB51253 dans les cerveaux de Drosophiles de 15 jours exposées chroniquement au PQ 

(Figure 9d’) par rapport aux Drosophiles de 40 jours (Figure 3d’) pourrait suggérer une 

accélération du phénomène sous l’effet du PQ. Il est également plausible que 

l’augmentation du marquage Pser129 repose uniquement sur l’accumulation de l’α-syn 

[A53T] lors d’une exposition chronique au PQ et non sur une accélération de l’apparition 

de cette phosphorylation en sérine 129. 

 

 

Fonctionnement de l’autophagie dans les Drosophiles exprimant l’α-synucléine [A53T] et 

exposées chroniquement au paraquat 

 Nous avons mis en évidence qu’une exposition au PQ induisait la surexpression de 

l’α-syn [A53T] et l’accumulation de la forme phosphorylée en sérine 129 dans le cerveau 

des Drosophiles. Ces résultats suggèrent que le fonctionnement de l’autophagie pourrait 

être impacté négativement dans les neurones de Drosophiles exposées chroniquement 

au PQ.  Afin de tester cette hypothèse, nous avons évalué le flux de l’autophagie qui peut 

être suivi avec l’accumulation de la protéine Ref(2)-P/p62, un récepteur de l'autophagie 
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qui est dégradé en condition de flux fonctionnel de l'autophagie (Nezis, et al. 2008) 

(Nilangekar, et al. 2019) (Jacomin et Nezis 2019). L’accumulation de Ref(2)-P/p62 

observée par immunofluorescence (Figure 11B) et par Western-blot (Figure 11C) chez 

les Drosophiles exprimant l’α-syn [A53T] après 15 jours d’exposition chronique au PQ 

suggère que l’expression de la forme  [A53T] de l’α-syn impacte négativement le flux de 

l’autophagie dans des conditions d’exposition chronique au PQ. Les vacuoles 

d’autophagie que nous avons observées par MET suggère à minima l’activation de 

l’autophagie basale chez les Drosophiles exposées chroniquement au PQ (Figure 10). Bien 

que la MET soit une méthode principalement qualitative pour une observation ultra-

structurale, il serait nécessaire de réaliser une quantification des vacuoles d’autophagie 

en fonction des conditions de génotypes et d’exposition au PQ. Les vacuoles d’autophagie 

observées au MET ne nous permettent pas de déterminer à quel niveau l’autophagie 

serait inhibée. L’étape limitante pourrait être son initiation, la fusion entre les lysosomes 

et autophagosomes ou encore l’activité des enzymes lysosomales. En effet, un blocage de 

l’autophagie a été mis en évidence dans la rétine d’un modèle de souris TgM83 exprimant 

l’α-syn [A53T] humaine et de manière corrélée avec l’accumulation de la forme Pser129 

de l’α-syn (Mammadova, et al. 2019). Ce blocage a également été mis en évidence dans 

des modèles de lignée cellulaire et chez la souris où l’expression de l’α-syn induisait une 

inhibition de la protéine Rab1, impliquée dans le trafic des vésicules intracellulaires dont 

les lysosomes (Winslow, et al. 2010) (Shi, Shi et Xu 2017).  De plus, un blocage de 

l’autophagie par la bafilomycine A a été associé à une sécrétion d’α-syn oligomérique, 

induisant ainsi un micro-environnement pro-inflammatoire délétère pour la lignée 

cellulaire de neurogliome H4 et favorisant la transmission « prion-like » de l’α-syn 

(Poehler, et al. 2014). La diminution du nombre de lysosomes dans le cytoplasme des 

neurones dopaminergiques de souris exposées au MPTP mais également la 

perméabilisation de ces membranes lysosomales sous l’effet des ROS induites par le 

MPTP dans un modèle de la MP a induit une diminution de l’efficacité des enzymes 

lysosomales ainsi que leur relargage dans le cytoplasme (Dehay, et al. 2010). De plus, de 

nombreux niveaux de régulations sont impliqués dans le processus d’autophagie qui est 

crucial pour le maintien de l’homéostasie cellulaire. Pour cette raison, il serait nécessaire 

d’étudier la régulation des nombreux acteurs cellulaires qui sont responsables de 

l’activation de l’autophagie avec l’expression de la protéine Ref(2)-P/p62 par exemple 

(Du, Wooten et Wooten 2009) (Song, et al. 2017), du flux (Jacomin, Bescond, et al. 2015) 
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(Navarro-Yepes, et al. 2016) (Pascua-Maestro, et al. 2017) mais également de l’arrêt de 

ce processus (Jacomin, Taillebourg et Fauvarque 2018). Afin de compléter ces résultats 

et de tester l’activité lysosomale dans les vésicules d’autophagie, il faudra utiliser la 

construction génétique mCherry-GFP-LC3 (Robin, et al. 2019) (Maruzs, et al. 2019). Cette 

protéine de fusion est composée de deux protéines fluorescentes et de la protéine 

LC3/Atg8 qui est localisée à la membrane des vésicules d’autophagie. Cette protéine de 

fusion émet dans le vert avec la protéine GFP et dans le rouge avec la protéine mCherry 

donc la protéine de fusion apparait en jaune à la membrane des autophagosomes. La 

fluorescence de la protéine GFP est perdue sous l’effet les conditions de pH où les 

enzymes lysosomales sont actives donc la protéine de fusion apparait en rouge à la 

membrane des autolysosomes fonctionnels. Une fluorescence rouge de la protéine de 

fusion mCherry-GFP-LC3 révèle une bonne fusion entre l’autophagosome et le lysosome 

ainsi qu’une bonne activité lysosomale. A l’inverse, une fluorescence jaune révèle que la 

vésicule d’autophagie est restée au stade d’autophagosome, avant la fusion avec le 

lysosome, ou bien que la vésicule d’autophagie soit au stade d’autolysosome mais dont 

l’activité lysosomale est altérée.  

 

 

Expression transcriptionnelle du transporteur de la dopamine, vmat, et activité 

locomotrice des Drosophiles exprimant l’α-synucléine et exposées chroniquement au 

paraquat 

Nos résultats de qPCR ont permis de mettre en évidence qu’une diminution de 

l’expression du gène vmat était mesurée sous l’effet d’une exposition chronique au PQ et 

que cela était corrélé avec une diminution de l’index de géotaxie négative des Drosophiles 

(Figure 12). Nos résultats n’ont pas permis de mettre en évidence d'effet additif entre 

l’expression de l’α-syn et une exposition chronique au PQ des Drosophiles sur les niveaux 

d’ARNm de vmat. Cette absence d'effet additif pourrait être due au fait que notre analyse 

a été effectuée chez des Drosophiles seulement âgées de 15 jours, âge auquel les effets de 

l'expression de l’α-syn ne sont pas encore détectés (Fouillet, et al. 2012). Le suivi de la 

perte des neurones dopaminergiques avec la diminution de l’expression du transporteur 

de la dopamine vmat par qPCR ne permet pas de déterminer si son expression est réduite 

dans l’ensemble des neurones dopaminergiques ou bien si son expression reste constante 

mais que la quantité d’ARNm totale diminue du fait d’une mortalité d’une partie de ces 
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neurones. Des expériences de détection des neurones dopaminergiques par 

immunofluorescence permettraient de dénombrer directement les neurones 

dopaminergiques dans les cerveaux de Drosophiles (Navarro, et al. 2014). Les 

expériences de locomotion des Drosophiles en condition d’exposition chronique au PQ 

n’ont pas permis de mettre en évidence un effet additif entre l’expression de l’α-syn et 

l’effet du PQ. Comme précédemment publié, un test de géotaxie négative réalisé après 15 

jours n’avait pas permis de mettre en évidence l’effet de l’expression de l’α-synucléine 

seule dans un modèle de Drosophile mais seulement à partir de 3 semaines (Fouillet, et 

al. 2012). Effectuer une cinétique plus tardivement qu’à la survie moyenne des 

Drosophiles pourrait permettre de mettre en évidence une vitesse d’apparition des 

défauts locomoteurs différentielle en fonction du génotype des Drosophiles exposées 

chroniquement au PQ. Il est également à noter que le résultat de ces expériences de 

géotaxie négative met en évidence que la locomotion des Drosophiles exprimant l’α-syn, 

WT ou [A53T], est meilleure que celles des Drosophiles exprimant la GFP en condition 

contrôle à 15 jours. Ce niveau de base qui est plus haut pour les Drosophiles exprimant 

l’α-syn, WT ou [A53T], pourrait expliquer l’absence de détection d’un effet de l’α-syn par 

rapport à la GFP sur la locomotion en condition exposée au PQ à 15 jours. Ce niveau de 

base est plus haut pour les Drosophiles exprimant l’α-syn, WT ou [A53T], pourrait être 

dû à une meilleure activité neuronale supportée par l’α-syn. En effet, l’α-syn est impliquée 

dans la stabilisation et le recyclage des vésicules contenant les neurotransmetteurs, et 

notamment la dopamine, dans les neurones présynaptiques (Burré 2015) (Butler, Sambo 

et Khoshbouei 2017) (Sulzer et Edwards 2019). 
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Perspectives  
 

 Nos résultats montrent l'accumulation de forme phosphorylée de l’α-syn [A53T] 

en présence de PQ mais pas l’accumulation de formes agrégées résistantes à une 

digestion par la pK. Cela pourrait être due à l'apparition locale de forme pK résistantes 

qui ne seraient pas détectées par une approche western blot sur des extraits protéiques 

réalisés à partir de têtes entières. L’agrégation de l’α-syn sur le critère de sa résistance à 

une digestion par la protéinase K pourrait ainsi être évaluée localement sur des coupes 

de cerveaux par IHC afin de mettre en évidence différentes populations locales d’α-syn. 

Ces différentes populations d’α-syn pourrait également être caractérisée sur la présence 

d’une phosphorylation en sérine 129 par exemple (Manning-Bog, et al. 2002) (Ma, et al. 

2016).  

 

 L’implication du blocage de l’autophagie dans le développement de marqueurs de 

la maladie de Parkinson chez ces Drosophiles pourrait être testée avec une mutation nulle 

des gènes Atg8/LC3 ou Atg1 qui serait combinée à la construction génétique initiale et 

exposée chroniquement au PQ. En effet, dans le cas où le développement de marqueurs 

de la MP reposerait sur le blocage de l’autophagie, les mutations nulles Atg8/LC3 ou Atg1 

n’induiraient pas d’accumulation supplémentaire de Ref(2)-P/p62 lors d’une exposition 

chronique au PQ de Drosophiles exprimant la forme mutée [A53T] de l’α-syn. Cette 

stratégie pourrait permettre d’identifier les mécanismes cellulaires sur lesquels repose 

la toxicité d’une exposition chronique au PQ en parallèle de l’expression de l’α-syn 

(Huang, et al. 2012) (Nagy, et al. 2015) (C. Chen, et al. 2019). 

 

Ce modèle d’induction mixte chez la Drosophiles pourrait être décliné avec 

d’autres inducteurs chimiques de la maladie de Parkinson qui ont été identifiés à ce jour. 

En effet, certains mécanismes ont été décrits pour leur implication dans le 

développement de la MP grâce à l’utilisation de doses aigües de PQ, de roténone ou 

encore de MPTP mais les mécanismes mis en jeu lors d’une exposition chronique et faible 

pourraient être différents (Richardson, et al. 2005).  Pour aller plus loin, ce modèle mixte 

avec une exposition faible et chronique pourrait être utilisé en tant que test de toxicité 

afin de s’assurer de la faible toxicité de nouveaux produits phytosanitaires avant leur 

mise sur le marché. En effet, notre étude avait également pour objectif de proposer un 
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modèle de Drosophiles et des méthodes pour l’évaluation de la toxicité de molécules 

phytosanitaires en lien avec l’α-syn. Parmi les produits que nos collaborateurs de l’Anses 

ont pour but de tester dans notre modèle, on peut citer le glyphosate, la roténone, le 

cyprodinil, le pyriméthanil ou le fludioxonil (Coleman, et al. 2012). A l’inverse, des 

molécules pourraient être testées afin d’évaluer leur action potentiellement 

thérapeutique ou modificatrice de la MP. Ces criblages de première intention pourraient 

être mis en place à moyenne échelle sur la Drosophile avant d’être validés sur un modèle 

Mammifère. 
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RESUME DE THESE 

 

La maladie de Parkinson (MP) est caractérisée par l’agrégation de l’α-synucléine (α-

syn) et la dégénérescence sélective des neurones dopaminergiques associée à des défauts 

locomoteurs. L’étiologie de la MP reste incomplète à ce jour mais ses origines 

multifactorielles impliquent à la fois des facteurs génétiques et environnementaux. La 

caractérisation de modèles d’induction mixte de la MP permettrait d’élucider les effets 

toxiques d’une exposition chronique à un agent chimique sur les mécanismes favorisant 

l’agrégation de l’α-syn. Dans cette étude, notre objectif était de caractériser les effets d’une 

exposition chronique au paraquat (PQ) de Drosophiles exprimant une des formes, WT ou 

mutée [A53T], de l’α-syn humaine dans l’ensemble des neurones. 

Nous avons mis en évidence que les Drosophiles exprimant l’α-syn [A53T] sont plus 

sensibles à une exposition chronique au PQ et que cette sensibilité accrue reposerait sur une 

accumulation d’α-syn et notamment de sa forme pathologique, phosphorylée en sérine 129. 

La détection de vacuoles d’autophagie et l’accumulation de la protéine Ref(2)-P/p62 

reflèteraient un blocage du flux de l’autophagie chez les Drosophiles  exprimant l’α-syn 

[A53T] en condition d’exposition chronique au PQ. 

La prise en compte les aspects génétiques et environnementaux impliqués dans le 

développement de la maladie de Parkinson permet de modéliser les cas sporadiques qui 

représentent près de 90% des patients. Des études plus approfondies utilisant ce modèle 

mixte permettraient de décrire les mécanismes cellulaires mis en jeu lors d’une exposition 

chronique à un contaminant de l’environnement et donc d’identifier de nouvelles cibles 

thérapeutiques potentielles pour lutter contre la maladie de Parkinson. 

 

Mots-clés : maladie de Parkinson, Drosophiles, α-synucléine WT, α-synucléine [A53T], 

paraquat, exposition chronique, induction mixte, α-synucléine Pser129. 
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ABSTRACT 

 

Parkinson's disease (PD) is mainly characterized by the aggregation of α-synuclein (α-

syn) into Lewy bodies and the selective degeneration of dopaminergic neurons associated 

with locomotor defects. The etiology of PD is still incomplete, but its multifactorial origins 

involve genetic and environmental stress factors. The characterization of animal models 

expressing human α-syn exposed to pesticides is essential for the identification of the 

mechanisms underlying the aggregation of α-syn upon chemical exposure. In this study, our 

goal was to characterize the effects of chronic paraquat (PQ) exposure on Drosophila 

expressing the WT or mutated [A53T] form of α-syn in all neurons. 

We showed that the expression of α-syn [A53T] increased the sensitivity to chronic 

exposure to PQ. In addition, PQ induced α-syn accumulation, especially the pathological form, 

phosphorylated on serine 129. We also found autophagic vacuoles associated with Ref(2)-

P/p62 protein accumulation suggesting an impaired autophagic flux in Drosophila 

expressing α-syn [A53T] under chronic PQ exposure. 

By taking into account the genetic and environmental aspects, our approach will allow 

to identify the main factors responsible for the development of PD in the sporadic cases that 

represent nearly 90% of patients. Further studies based on this model will allow to explore 

potential therapies for PD treatment. 

 

Keywords: Parkinson's disease, Drosophila, α-synuclein WT, α-synuclein [A53T], paraquat, 

chronic exposure, mixed induction, α-synuclein Pser129. 
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