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Résumé 

Ce travail de thèse m’a permis d’aborder plusieurs thématiques en lien avec le Parkinson 
dégénératif et son traitement. Notamment, je me suis intéressée au rôle étiologique qu’un pesticide 
organochloré, le chlordécone (CLD) pourrait avoir dans la survenue de syndromes parkinsoniens 
dans les Antilles françaises. J’ai montré (i) que le CLD induit une dégénérescence progressive des 
neurones dopaminergiques en culture, en stimulant la production d’espèces radicalaires de 
l’oxygène et en causant un dysfonctionnement mitochondrial, (ii) que les effets du CLD dans ne 
sont pas synergiques avec ceux de l’annonacine, une toxine végétale impliquée dans des formes 
atypiques de Parkinson dégénératif, (iii) que le CLD stimule l’accumulation d’une forme 
phosphorylée pathologique de la protéine tau, propre aux tauopathies mais pas de la forme 
phosphorylée d’α -Synucléine (α-Syn), typique des synucléinopathies,  (iv) que dans le modèle C 
elegans, le CLD induit une dégénérescence dopaminergique progressive, associée à un déficit 
comportemental spécifique, corrigé par la L-DOPA, (v) que le CLD favorise l’accumulation de p-
tau dans une lignée transgénique de C. elegans exprimant une isoforme de tau humaine, et (vi) que 
les systèmes de neurotransmetteurs neuronaux cholinergiques et sérotoninergiques sont également 
affectés chez le nématode après exposition chronique au CLD. 

Dans un second temps, j’ai développé un travail visant à caractériser les effets d’un composé de 
synthèse, naturellement présent dans des graines de Mucuna pruriens, une plante utilisée en médecine 
ayurvédique pour le traitement du Parkinson. Etant donné que ce composé, agit comme un 

inhibiteur spécifique de la COMT (Catéchol-O-méthyltransférase), nous avons voulu déterminer 

s’il pouvait améliorer l’efficacité thérapeutique de la L-DOPA. Mes résultats montrent que ce 
composé et la Tolcapone, un inhibiteur de référence de cette enzyme, restaurent un comportement 
moteur dopaminergique, lorsqu’ils sont utilisés en co-traitement avec la L-DOPA (i) sur des 
nématodes C. elegans ayant subi une destruction partielle de leur système dopaminergique avec du 
MPP+, (ii) ou dans un modèle rongeur de lésion unilatérale de la voie nigrostriée par la 6-OHDA. 
Le composé d’intérêt s’avère légèrement moins efficace que la Tolcapone chez le rat. Les dosages 
de la L-DOPA, de la DA (Dopamine) et de leurs métabolites au niveau cérébral, indiquent que ce 
composé pourrait agir comme un inhibiteur périphérique de la COMT. 

Enfin, dans un dernier temps, j’ai essayé de mieux comprendre comment la doxycycline, un 
antibiotique à large spectre de la famille des tétracyclines, pourrait exercer des effets 
neuroprotecteurs dans le Parkinson dégénératif. Précisément, j’ai d’abord confirmé le potentiel 
anti-agrégant de la doxycycline par l’utilisation d’une technique d’amplification ex vivo permettant 
de mesurer en temps réel l’agrégation amyloïde des monomères d’α-Syn. En utilisant différents 
modèles cellulaires permettant de suivre l’évolution du processus d’agrégation de l’α-Syn, nous 
avons pu montrer que la doxycycline module le nombre et la taille des inclusions d’α-Syn. Nous 
avons aussi montré que des fibrilles formées en présence de doxycycline présentent un potentiel 
toxique diminué. Enfin, nous montrons que la doxycycline provoquerait une redistribution des 
agrégats d’α-Syn et une diminution de leur taille dans une lignée transgénique de C. elegans dans 
laquelle l’α-Syn humaine est exprimée dans les neurones dopaminergiques. Ces effets 
s’accompagnent d’une restauration de certains paramètres morphologiques et d’une correction des 
dysfonctionnements de comportement moteur, associés au déficit en dopamine. 

Au total, notre travail a permis non seulement d’avancer dans la compréhension des mécanismes 
à l’origine du Parkinson dégénératif mais aussi de proposer des solutions thérapeutiques innovantes 
pour son traitement.  
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Abstract 

 
This thesis work allowed me to address several topics related to degenerative Parkinsonism and 

its treatment. In particular, I was interested in the etiological role that an organochlorine pesticide, 
chlordecone (CLD) could have on the occurrence of Parkinsonian syndromes in the French West 
Indies. I have shown (i) that CLD induces progressive degeneration of dopaminergic neurons in 
culture, by stimulating the production of radical oxygen species and causing mitochondrial 
dysfunction, (ii) that the effects of CLD are not synergistic with those of annonacin, a plant toxin 
implicated in atypical forms of degenerative Parkinson, (iii) That CLD stimulates the accumulation 
of a pathological phosphorylated form of the tau protein, specific to tauopathies but not that of 

alpha-Synuclein (α-Syn), typical of synucleinopathies, (iv)That in the C elegans model, CLD induces 

progressive dopaminergic degeneration, associated with a specific behavioral deficit, corrected by 
L-DOPA, (v) That CLD promotes p-tau accumulation in a transgenic line of C. elegans worms 
expressing a human tau isoform, and (vi) that the cholinergic and serotonergic neurotransmitter 
systems are also affected in the nematode after chronic exposure to CLD. 

Secondly, I carried out work aimed at characterizing the effects of a synthetic compound that is 
naturally present in the seeds of Mucuna pruriens, a plant used in Ayurvedic medicine for the 
treatment of Parkinson disease. Since this compound, acts as a specific COMT inhibitor, we wanted 
to determine if it could improve the therapeutic efficacy of L-DOPA. My results show that 
compound of interest and Tolcapone, a reference inhibitor of this enzyme, restore the 
dopaminergic motor behavior, when used during co-treatment with L-DOPA (i) on C. elegans 
nematodes having undergone partial destruction of their dopaminergic system with MPP+, (ii) or 
in a rodent model of unilateral lesioning of the nigrostriatal pathway with 6-OHDA. This tested 
compound is slightly less effective than Tolcapone and has a shorter duration of action in rats. 
Assays to quantify L-DOPA, DA and their metabolites, at the cerebral level, indicate that this 
compound probably acts as a peripheral COMT inhibitor whereas Tolcapone acts, at the peripheral 
and central levels. 

Finally, in a last step, I tried to better understand how doxycycline, a broad-spectrum antibiotic 
of the tetracycline family, could exert neuroprotective effects in degenerative Parkinsonism. 
Specifically, I first confirmed the anti-aggregation potential of doxycycline using the RT-QuiC 
assay, a cell-free, automated technique to measure amyloid aggregation of α-Syn monomers in real-
time. By using different cellular models that allow to follow the evolution of the process of 

aggregation of α-Syn, in the presence or in the absence of fibrillary forms of α-Syn, we have shown 

that doxycycline modulates the number and size of α-Syn inclusions. We have also shown that 
fibrils formed in the presence of doxycycline lose their ability to induce free radical species 
compared to control fibrils, which suggests that new species formed with doxycycline have a 
reduced toxic potential. Finally, we show that doxycycline causes a redistribution of α-Syn 
aggregates and a decrease in their size in a C. elegans nematode line, in which human α-Syn is 
expressed in dopaminergic neurons. These effects are accompanied by a restoration of certain 
morphological parameters and a correction of motor behavioral dysfunction associated with 
dopamine deficiency. 

Overall, our work has made it possible not only to advance in the understanding of the 
mechanisms at the origin of degenerative Parkinsonism but also to propose innovative therapeutic 
solutions for its treatment. 
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Abréviations 

Aβ Protéine bêta-amyloïde 

6-OHDA 6-hydroxydopamine 

ACM Milieu conditionné par les astrocytes 

ADE Neurones dopaminergiques de la tête de C. elegans 

BHE/BBB  Barrière hemato-encephalique 

BiFC Système bimoléculaire de fluorescence par complémentation 

cat-2 Gène codant pour la tyrosine hydroxylase chez C. elegans 

CEP Neurones dopaminergiques de la tête de C. elegans 

CGC Caenorhabditis Genetics Center 

CL Corps de Lewy 

CLD Chlordécone  

COMT Catéchol-O-méthyltransférase 

CSF Liquide Céphalo Rachidien 

DA Dopaminergiques 

DAT Transporteur dopaminergique 

DCB Démence cortico basale 

DDC Dopa décarboxylase 

DDT Dichlorodiphényltrichloroéthane, insecticide organochloré 

DNF  Dégénérescences neurofibrillaires 

DOPAL 3,4-dihydroxyphénulacetaldehyde 

GDNF Facteur neurotrophique dérivé de cellules gliales 

GFP Green Fluorescent Protein 

H4 Cellules issues d'un neurogliome humain 

HCB Hexachlorobenzène 

HEK293 Lignée cellulaire issue de rein embryonnaire humain 

HTT Hungtintin 

IARC International Agency for Research on Cancer 

IMAO-B Monoamine oxydase de type B 

INRA Institut national de la recherche agronomique 

L-DOPA 3,4-dihydroxyphénylalanine 

LN Neurites de Lewy 

LogP Coefficient eau-octanol  

LPS Lipopolysaccharide 

LRRK2 Leucine Rich Repeat Kinase 2 

MA Maladie d'Alzheimer 
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MAO-B Monoamine oxydase de type B 

MAPT Microtubule associated protein tau, gène codant pour la protéine tau 

MCL  Maladie à corps de Lewy 

MH Maladie de Huntington 

MP Maladie de parkinson 

MPTP 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine 

MSA Atrophie systémique multiple 

NAC Non amyloid component 

NGM (Nématode Growth Medium) 

OCDE Organisation de Coopération et de Développement Économiques  

OP-50 Souche d’Escherichia Coli  

PA Parkinson atypique 

PDE Post Deirid Embryonic, Neurones dopaminergiques postérieurs de C. 
elegans 

PMCA Protein misfolding cyclic amplification 

POCs Pesticides organochlorés 

PSP Supranucléaire progressive 

ROS Espèces réactives de l'oxygène 

RT-QuicC Real-time quaking-induced conversion 

SH-SY5Y Lignée cellulaire de neuroblastome humain 

SLA Sclérose latérale amyotrophique  

SN Substance noire 

SNC Système nerveux central 

SNCA Gène codant pour l'α-synucléine 

STR Striatum 

SynT/Synph-1 Cellules H4 tranfectées avec les plasmides codant pour SynT et 
Synphilin-1-V5 

TAU Tubulin Associated Unit 

TEP Tomographie à émission de positon 

TH Tyrosine Hydroxylase 

TLR Toll-like receptor 

TNF-α  Facteur de Nécrose Tumorale α 

UPR Unfolded protein response 

VN-Synphilin-1 Cellules HEK293 tranfectées avec les plasmides codant pour α-Syn-
VC et VN Synphini-1 

YFP Yellow Fluorescent Protein 

α-Syn α-synucléine 

β2-m Beta(2)-Microglobuline 
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I. Introduction 

I.A. Chapitre 1. La maladie de Parkinson. 

 

En 1817, James Parkinson décrit pour la première fois la maladie de Parkinson (MP) comme 

un syndrome neurologique (Illustration n° 1). Dans ce premier essai, il a rapporté le cas 

de 4 patients et a désigné la maladie comme une « paralysie tremblante ». 

 

Illustration n° 1 . Essai de James Parkinson sur la « paralysie tremblante ». 

Le premier document médical officiel sur la maladie de Parkinson. (Parkinson, 2002; Goetz, 2011). 

 

La maladie de Parkinson (MP) est une maladie neurodégénérative évolutive caractérisée en 

premier lieu par une dégénérescence progressive des neurones à dopamine au niveau 

du système nerveux central, la dopamine étant un neurotransmetteur impliqué dans le 

contrôle de nombreuses fonctions comme les mouvements volontaires, la cognition, la 

motivation et les inusités.  

 

I.A.1. Épidémiologie de la maladie de Parkinson. 

 

La MP représente la deuxième cause de handicap fonctionnel chez le sujet âgé après 

les affections cérébro-vasculaires. Sa prévalence en Europe varie entre 65,6 et 12 500 pour 

100 000, et son taux d'incidence varie entre 5 et 346 pour 100 000 nouveaux cas par an (von 
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Campenhausen et al., 2005) (Illustration n° 2). En France la prévalence de la MP en 2015 

était estimée à 250 pour 100 000 habitants et son incidence annuelle à 39 nouveaux cas par 

an (Santé publique France). La grande majorité des cas survient entre 55 et 65 ans. La 

maladie est environ 1,5 fois plus fréquente chez les hommes que chez les femmes. 

Une enquête mondiale sur les maladies neurologiques a révélé que l'incidence et la 

prévalence de la MP ont augmenté rapidement dans le monde depuis les années 1990 

(Feigin et al., 2019). La maladie de Parkinson pourrait être la maladie neurologique dont 

l’augmentation de l’incidence est la plus rapide dans le monde (Dorsey et al., 2018). Cette 

augmentation pourrait en partie s’expliquer par le vieillissement de la population, car 

l'incidence de la maladie de Parkinson augmente avec l'âge. Une autre explication pourrait 

venir de l’amélioration de la précision du diagnostic de cette maladie. Cependant, ces 

avancées scientifiques et le vieillissement de la population devraient également affecter la 

prévalence d’autres maladies neurodégénératives et donc ces deux critères n’expliquent pas 

le phénomène observé avec la MP. D’autre part, il a été observé qu’il pouvait exister un lien 

étroit entre la croissance économique et le taux d'incidence de la MP (Dorsey et al., 2018). 

Ceci suggérerait qu’une importante activité économique/industrielle pourrait être un des 

facteurs environnementaux impliqués dans l’augmentation de la fréquence de la MP. 

 

Illustration n° 2 .Nombre de cas avérés de maladie de Parkinson dans le monde en 2020. 

D’après N. Maserejian, L. Vinikoor-Imler, A. Dilley. 

  

http://beh.santepubliquefrance.fr/beh/2020/18-19/2020_18-19_3.html
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I.A.2. Manifestations cliniques de la maladie de Parkinson. 

La maladie de Parkinson (MP) est la plus fréquente des syndromes parkinsoniens 

d’origine dégénérative. Ce groupe de maladies a en commun un ensemble de signes moteurs 

dont les trois principaux (rigidité, tremblement, lenteur) sont communément appelés 

« triade parkinsonienne ». 

I.A.2.a. Diagnostic. 

Le diagnostic de la MP est essentiellement clinique. Il est basé sur des critères 

diagnostiques établis par un groupe de travail international dans cadre de « l’International 

Parkinson and Movement Disorder Society » (Postuma et al., 2015). Ainsi la MP est considérée 

comme « cliniquement établie ». Afin de diagnostiquer la MP, on doit impérativement 

éliminer un certain nombre de critères d’exclusion absolus ou relatifs et inclure au minimum 

deux des critères suivants : (i) les signes parkinsoniens sont nettement améliorés par le 

traitement par la L-dopa ; (ii) la présence de dyskinésies induites par la L-dopa ; (iii) la 

présence d’un tremblement de repos ; (iv) la présence de signes « non moteurs » tels qu’un 

déficit de l’odorat ou une dénervation sympathique sur la scintigraphie cardiaque. En 

présence d’un voire deux « drapeaux rouges » la MP est considérée comme « cliniquement 

probable ». 

Pour les patients âgés de moins de 40 ans ou les patients ayant des signes qui permettent 

de douter de la MP, une IRM cérébrale et un bilan cuprique sont réalisés pour éliminer 

notamment une maladie de Wilson. La réalisation d’un DAT-scan (DAT : transporteur 

dopaminergique) avec l’utilisation d’un marqueur radioactif du transporteur de la dopamine 

peut permettre en cas de doute diagnostique de confirmer l’existence d’une dénervation 

dopaminergique. 

 

Autres méthodes permettant de futures avancées dans le diagnostic : 

Diverses techniques d’imagerie cérébrale en développement sont basées sur la détection 

d’isoformes de l'α-Syn pathologiques par tomographie à émission de positon (TEP) (Korat 

et al., 2021). La détection de l'α-Syn mal-conformée de manière sensible et spécifique dans 

les tissus périphériques (Mazzetti et al., 2020) ou dans le liquide céphalo-rachidien (Fairfoul 

et al., 2016) pourrait également contribuer au diagnostic par des techniques de type RT-

QuIC (real time quaking-induced conversion) ou PMCA (protein misfolding cyclic 
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amplification) qui ont été précédemment développées pour le diagnostic des maladies à 

prions.  

I.A.2.b. Description des symptômes. 

Les principaux symptômes moteurs de la MP qui ont été regroupés selon l’acronyme TRAP 

en anglais (Tremblement de repos, Rigidité, Akinésie - ou bradykinésie - et instabilité 

Posturale) (Jankovic, 2008). 

(i) La bradykinésie fait référence à la lenteur des mouvements. C’est le symptôme 

clinique le plus caractéristique de la MP. La bradykinésie est une conséquence 

des troubles des ganglions de la base et elle se traduit par des difficultés de 

planification, d'initiation et d'exécution de mouvements, d'exécution de tâches 

séquentielles et simultanées (Berardelli et al., 2001). 

(ii) Le tremblement de repos est le plus commun et le symptôme le plus 

reconnaissable de la MP. Ce tremblement touche particulièrement les extrémités, 

les lèvres ou le menton et se manifeste chez environ un tiers des patients. Le 

tremblement disparaît lors du mouvement ou pendant le sommeil (Shahid and 

Singh, 2020). 

(iii) La rigidité est une résistance accrue au mouvement, généralement accompagnée 

d’un phénomène appelé « roue dentée ». Ce symptôme est d’autant plus 

caractéristique lorsqu'il s’associe à un tremblement présent dans le déroulement 

des mouvements passifs d'un membre (flexion, extension ou rotation autour 

d'une articulation). La rigidité peut être proximale (p. ex., cou, épaules, hanches) 

et distale (p. ex., poignets, chevilles) (Pentland, 1991). 

La MP se manifeste également par des signes « non moteurs », qui peuvent précéder de 

plusieurs années la survenue des manifestations motrices. Il peut s’agir par exemple d’une 

perte de l’odorat, de troubles du comportement pendant le sommeil paradoxal (Gjerstad et 

al., 2007), d’une constipation, d’une fatigue, de douleurs d’origine inconnue, d’une anxiété, 

d’une dépression (Aarsland et al., 2021). 

À un stade tardif, après plusieurs années d’évolution, les manifestations cliniques de la 

MP s’enrichissent de complications motrices (fluctuations, dyskinésies) et psychiatriques 

(hallucinations, idées délirantes) (Fabbri et al., 2020). 
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I.A.3. Physiopathologie de la maladie de Parkinson. 

Dans la MP, la dégénérescence des neurones dopaminergiques de la substance noire 

(SN) entraîne une diminution des terminaisons dopaminergiques dans le striatum (STR) et 

par conséquent, une baisse importante de dopamine dans ces deux structures. La SN et le 

STR connectés par les neurones forment la voie nigro-striée. La SN et le STR font eux-

mêmes partie d’un groupe de noyaux, les noyaux gris centraux, connectés au cortex moteur 

et pré-moteur par l’intermédiaire du noyau ventrolatéral du thalamus. Ce réseau qui réunit 

la voie nigrostriée, le cortex moteur et prémoteur et le thalamus joue un rôle important dans 

le contrôle et l’élaboration des mouvements. Le fonctionnement de ce réseau est sous le 

contrôle des neurones dopaminergiques (Illustration n° 3A). La chute du taux de 

dopamine induit par conséquent un déséquilibre entre l’acétylcholine et la dopamine dans 

le striatum, ce qui est un facteur déterminant dans l’apparition des symptômes de la maladie 

((Illustration n° 3B).  

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 3. Hypothèse de mécanisme responsable de la dégénérescence préférentielle des 
neurones dopaminergiques 

A) Modèle proposé de fonctionnement du ganglion de la base, dans un contexte non pathologique.  
B) Modèle proposé de dysfonctionnement dans un contexte de MP. 
GPe=Globus pallidus externe. GPi=Globus pallidus interne. STN= noyau subthalamique. SNc=substance 
noire pars compacta. SNr=substance noire pars reticulée. Les flèches fines correspondent à une faible 
libération de neurotransmetteur. D’après (Burch and Sheerin, 2005).  
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I.A.4. Anatomopathologie de la maladie de Parkinson. 

Dans le cerveau des patients parkinsoniens, la dégénérescence des neurones 

dopaminergiques mélanisés de la pars compacta du la substance noire (ou locus niger) se traduit 

par une dépigmentation. Dans les neurones survivants, des inclusions intra-cytoplasmiques 

éosinophiles appelées « corps de Lewy » (CL) et composées en majorité d’une protéine 

appelée alpha-synucléine (α-Syn) sont observées (Illustration n° 4).  

 

I.A.4.a. Les corps et neurites de Lewy. 

Les corps de Lewy (CL) sont des inclusions éosinophiles rondes dans le corps cellulaire des 

neurones. Les CL sont composés de plus de 90 éléments contenant entre autres, l’α-Syn, 

des neurotransmetteurs, des neurones cholinergiques et dopaminergiques. Ces 

informations ont été obtenues par des études réalisant des colocalisations 

immunohistochimies avec les CL dans le tronc cérébral (Fujiwara et al., 2002; Wakabayashi 

et al., 2013). L'α-Syn phosphorylée s’accumule également dans les prolongements 

neuronaux pour former les neurites de Lewy (LN). Les dépôts d'α-Syn phosphorylée sont 

observés moins fréquemment dans les oligodendrocytes et rarement dans les astrocytes du 

mésencéphale et des ganglions de la base.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 4. Coupe histologique de la substance noire d’un patient atteint de la maladie de 
Parkinson. 

A) Coloration hématoxyline-éosine d’un Corps de Lewy (flèche). 
B) Immunohistochimie anti-α-Syn de corps de Lewy (flèche) et de neurites de Lewy (pointe de flèche). 
(Grossissement x400). D’après (Taipa et al., 2012). 

A B 
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I.A.4.b. Autres caractéristiques anatomopathologiques  

Des études suggèrent que le vieillissement pourrait accélérer la progression de la 

maladie, notamment chez les patients âgés de plus de 70 ans, et cela indépendamment de la 

durée antérieure de la maladie (Kempster et al., 2010). 

D’autres études anatomopathologiques sur les cerveaux des patients post-mortem 

suggèrent que d’autres neuropathologies peuvent venir s’ajouter à la MP. En effet, chez les 

patients qui ont développé la maladie précocement avec une dégénérescence des neurones 

cholinergiques, il a été mis en évidence la présence de dépôts de protéine Aβ ou d’une 

accumulation de la protéine tau hyperphosphorylée pathologique que l’on retrouve 

habituellement dans la maladie d’Alzheimer (Aarsland et al., 2010). 

 

I.B. Chapitre 2. Les causes de la maladie de Parkinson. 

 

Dans la grande majorité (70 à 80%) des MP sont sporadiques et de cause inconnue. 

Plusieurs études épidémiologiques suggèrent néanmoins que des facteurs 

environnementaux et notamment l’exposition aux pesticides, pourraient jouer un rôle dans 

la survenue des formes sporadiques de MP. Les agriculteurs qui ont utilisé des pesticides 

ont un risque plus élevé (multiplié par 1,8) de développer une MP (Elbaz et al., 2009). Ce 

sur-risque est estimé à 3 en cas d’usage fréquent et prolongé. En France, les personnes 

vivant dans des régions à forte activité agricole et en particulier dans les régions viticoles ou 

arboricoles ont un risque accru de développer la MP (Kab et al., 2017).  La MP est reconnue 

en France depuis 2006 comme une maladie professionnelle en milieu agricole. Depuis 2012, 

la législation précise que la MP est reconnue comme maladie professionnelle pour les 

agriculteurs ayant réalisé au moins pendant 10 ans des travaux exposant habituellement aux 

pesticides (tableau 58 du régime agricole). Parmi les autres facteurs environnementaux 

incriminés figurent les solvants (Goldman et al., 2012), l’exposition professionnelle au 

manganèse chez les mineurs et soudeurs notamment (Olanow, 2004) et les traumatismes 

crâniens répétés (Migliore and Coppedè, 2009; Lehman et al., 2012). 
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I.B.1. Principe d’accumulation et de propagation de l’α-synucléinopathie. 

I.B.1.a. La protéine α-synucléine. 

La protéine α-synucléine (α-Syn) est une protéine neuronale de 143 acides aminés codée 

par le gène SNCA (Illustration n° 5). Les formes physiologiques sont localisées dans les 

terminaisons synaptiques et dans le noyau. Son nom vient de « syns pour synapse et 

« nuclein » pour noyau (Brandel et al., 2015). L’α-Syn existe sous deux isoformes 

structurelles : une forme monomérique soluble non repliée et une forme liée à la membrane 

riche en hélices α (Bezard and Dehay, 2022). Des hypothèses sont émises sur l’existence 

d’une isoforme tétramérique et résistante à l’agrégation. Cette protéine serait impliquée 

principalement dans le trafic vésiculaire synaptique et la libération de neurotransmetteurs, 

mais l’ensemble de son activité n’a pas encore été élucidée (Outeiro, 2017). 

 

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 5. Structure primaire de l’α-synucléine humaine.  

Les numéros correspondent aux acides aminés et à leur position. L’a-synucléine humaine est composée de 
140 acides aminés divisée d’un point de vue fonctionnel en 3 parties. La partie amino-terminale (résidus 1 à 
60) contient 6 domaines de répétition imparfaite (R1 à R6) contenant des résidus lysine, impliqués dans la 
liaison aux lipides et aux membranes cellulaires. Le domaine central (NAC : résidus 61 à 95) joue un rôle 
essentiel dans les capacités d’agrégation de la protéine alors que l’extrémité carboxy-terminale (résidus 96–
140) serait responsable de l’activité de la protéine et contient le principal site de phosphorylation sur le résidu 
sérine 129 (Brandel et al., 2015). 

 

Sous certaines conditions pathologiques, les isoformes de la protéine α-Syn peuvent subir 

des changements dans leur structure (Illustration n° 6). Ces altérations structurelles 

peuvent entraîner la formation d’oligomères (assemblages riches en feuillets β). Ces 

oligomères s’agrègent en protofibrilles insolubles de plus grande masse moléculaire, celle-

ci se polymérisent en fibres amyloïdes que l’on trouve dans le corps de Lewy. 
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Illustration n° 6. Formes physiologiques et pathologiques de la protéine α-synucléine. 

L’α-Syn physiologique existe sous une isoforme monomérique, métastable en hélices α ou tétramérique. 
Sous de conditions pathologiques, la protéine change de conformation en structures amyloïdes riches en 

feuillets  et s’agrège en oligomères et en protofibrilles. Ces structures agrégées insolubles vont former des 
corps ou des neurites de Lewy. D’après Fricova et al., 2020. 

 

I.A.1.a. Hypothèse de propagation anatomique de l’α-synucléine. 

L'hypothèse de Braak, née d’observations de la pathologie sur des cerveaux humains en 

post-mortem, suggère que l’accumulation d’α-Syn débuterait à distance des noyaux gris 

centraux bien avant l’apparition des signes moteurs de la maladie (Illustration n° 7). Un 

agent pathogène inconnu (virus, bactérie ou toxine) présent dans l’intestin pourrait être 

responsable de l’agrégation d’α-Syn. Elle se propagerait depuis le bulbe olfactif ou le tractus 

gastro-intestinal via le nerf vague, jusqu’au mésencéphale ventral où se situe la SN. Les 

signes parkinsoniens se manifestent lorsque les neurones dopaminergiques (DA) de la 

substance noire sont concernés par l’accumulation d’α-Syn. À un stade avancé de la maladie, 

la présence des CL dans les régions corticales expliquerait la survenue d’un déclin cognitif 

(Braak et al., 2004, 2007). 
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Illustration n° 7. Représentation schématique de l’hypothèse de Braak dans la maladie de 
Parkinson.  

(1) et (2) Les produits microbiologiques pourraient entrer en contact avec les neurones olfactifs ou 
entériques et déclencher l’agrégation de l’α-Syn. 
(3) et (4) L’α-Syn agrégée pourrait se propager vers le système nerveux central via le bulbe olfactif et le nerf 
vague. 
(5) L’α-Syn agrégée atteint la substance noire et se propage dans le cerveau. 
(6) Plusieurs facteurs (génétiques ou autres) peuvent contribuer au déclenchement de la maladie, restant à 
élucider. D’après Rietdijk et al., 2017. 
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La transmission d’un neurone à l’autre pourrait se faire de manière rétrograde, de la dendrite 

à l’axone (Surmeier et al., 2017). De plus en plus de preuves scientifiques viennent appuyer 

l’hypothèse que les formes fibrillaires de α-Syn, pourraient se transmettre d’une cellule à 

l’autre selon le modèle « prion-like » (Lee et al., 2010; Volpicelli-Daley et al., 2011; Luk et al., 

2012; Pan-Montojo et al., 2012) (Illustration n° 7). Une fois absorbées par un neurone, par 

des mécanismes encore mal compris, les fibres d’α-Syn pourraient servir de matrice pour 

initier le recrutement et la conversion de la protéine α-Syn endogène et engendrer, par 

phénomène d’amplification, son agrégation sous forme de structures fibrillaires (Karpowicz 

et al., 2019). La majorité de l'α-syn présente dans les oligomères est phosphorylée sur la 

sérine 129 (pSer129-α-syn) (Fujiwara et al., 2002, Anon, 2006). Il n’a pas encore été 

démontré que la présence de pSer129-α-syn induit une formation de CL ou si 

l'accumulation de pSer129-α-syn réduit la connectivité synaptique. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 8. Représentation des stades de Braak dans le cerveau dans la maladie de Parkinson.  

Le schéma montre que le site d’initiation a lieu dans le bulbe rachidien et le bulbe olfactif. Dans les stades 
avancés de la maladie, les corps de Lewy se situent dans les régions corticales. 

 

Appuyant cette hypothèse, des études ont montré que l'α-syn recombinante peut 

être agrégée in vitro pour former des fibrilles de structure similaire à celles observées in vivo 

(Volpicelli-Daley et al., 2016). Ces fibrilles préformées (PFF) peuvent se propager à la 

manière d'un prion à la fois dans des cultures neuronales in vitro et in vivo. En effet, 

lorsqu'elles sont injectées dans le cerveau de souris, ces fibres forment des CL contenant 

de la pSer129-α-Syn (Luk et al., 2012). De plus, l'injection de PFF dans le STR de souris 

entraîne l'accumulation de pSer129-α-syn et la mort cellulaire des neurones SNc DA, ce qui 
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appuie l’hypothèse de la transmission rétrograde de l'α-syn pathogène (Mao et al., 2016). 

Cependant, afin d’induire l’agrégation et la propagation de pSer129-α-syn, la présence d’une 

α-Syn endogène est nécessaire, soutenant fortement un mécanisme de modélisation de type 

prion. 

 

I.B.2. Maladie de Parkinson et facteurs génétiques. 

Le lien entre la survenue de la MP et la présence de mutations génétiques n’a été évoqué 

qu’à partir des années 1980 (Duvoisin et al., 1981).  On sait désormais que l’altération de 

certains gènes cause la maladie (formes monogéniques) et que d’autres variations génétiques 

exposent seulement à un risque supérieur de la développer une forme sporadique (Piccini 

et al., 1999; Wirdefeldt et al., 2011). Une vingtaine de gènes associés à des formes 

monogéniques de la maladie et près d’une centaine de variants qui augmentent le risque de 

la développer ont à ce jour été identifiés. Les produits des gènes impliqués jouent des rôles 

dans des voies biologiques diverses, comme le métabolisme de l’α-Syn 

(SNCA, LRRK2, GBA), le contrôle qualité des mitochondries (Parkin, PINK1, FBXO7), la 

gestion du stress oxydant (DJ-1), la fonction lysosomale (ATP13A2, GBA), le transport et 

recyclage de protéines (VPS35, LRRK2), et l’immunité (LRRK2, PRKN/Parkin, PINK1…). 

Les formes cliniques qui leur sont associées peuvent être différentes, que ce soit en termes 

de modes de transmission génétique (récessif ou dominant), d’âge d’apparition, 

d’évolutivité, des processus biologiques ou des symptômes présentés par les malades. 

I.B.2.a. Les mutations sur le gène SNCA codant pour l’α—Syn. 

La première mutation du gène SNCA identifiée est la mutation ponctuelle A53T 

(Polymeropoulos et al., 1997) (Illustration n° 9). Cette mutation confère à l’α-Syn une 

conformation différente de l’α-Syn physiologique, ce qui induit son agrégation. Les autres 

mutations connues sont également des mutations ponctuelles : A30P (Krüger et al., 1998), 

E46K (Zarranz et al., 2004), H50Q (Appel-Cresswell et al., 2013) et G51D (Lesage et al., 

2013), ou duplication de locus (Chartier-Harlin et al., 2004) ou triplication (Singleton et al., 

2003). Ces mutations de duplication ou de triplication induisent une surexpression de l’α-

Syn. D’autres mutations peuvent altérer les modifications post-transcriptionnelles de l’α-

Syn et modifier son interaction avec les organites cellulaires ou avec les mécanismes de 
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transport vésiculaire. De plus, selon certaines études, l’α-Syn agrégée pourrait activer des 

réponses neuro-inflammatoires, tels que l’activation des microglies dans l’objectif de 

purifier les cellules de l’α-Syn agrégée. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 9. Schéma des résidus d’acides aminés affectés par les mutations du gène SNCA les 
plus connues. 

Le domaine N-terminal contient les acides aminés les plus affectés par les mutations : A30P, E46K, H50Q, 
G51D, A53T et A53E. Ces mutations sont associées avec des formes autosomiques dominantes de la 
maladie de Parkinson. La partie N-Terminale est le domaine de liaison à la membrane cellulaire. D’après 
(Fan et al., 2021). 
 

I.B.2.b. Les mutations affectant le fonctionnement mitochondrial. 

(i) Le gène PINK1 (Valente et al., 2004) code pour PINK1, une sérine/thréonine 

kinase mitochondriale et le gène Parkin (Kitada et al., 1998) code pour une E3 

ubiquitine ligase. Ces enzymes contrôlent l'élimination spécifique des 

mitochondries dysfonctionnelles, affinant ainsi le réseau mitochondrial et 

préservant le métabolisme énergétique. Lorsque les mitochondries sont 

endommagées, par exemple, lorsqu’elles perdent leur potentiel mitochondrial, 

PINK1 se fixe à la membrane externe des mitochondries. En parallèle, PINK1 

induit la phosphorylation et l’ubiquitination de la Parkin, ce qui permet son 

activation. La Parkin ubiquitinyle à son tour des substrats protéiques situés dans 

la membrane externe des mitochondries.  Cette ubiquitine présente sur la 

membrane et provenant de Parkin est ensuite dégradée par PINK1 et le produit 
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de cette dégradation permet d’induire le signal de mitophagie (Illustration n° 

10). En effet, les mitochondries ayant des protéines ubiquitinylées dans la 

membrane externe seront dégradées par le protéasome ou par l’autophagosome 

si elles sont reconnues par des protéines telles que Optineurin ou NDP52 (Vigié 

and Camougrand, 2017). 

 

(ii) Le gène DJ-1 (Bonifati, 2003) code pour la protéine DJ-1. La protéine DJ-1 joue 

un rôle dans la régulation du flux calcique mitochondrial. DJ-1 est impliqué dans 

la protection de la cellule contre le stress oxydatif. En effet, il a été observé une 

augmentation de l’expression de DJ-1 in vitro, lorsque les cellules étaient exposées 

à plusieurs agents oxydatifs tels que le paraquat, les lipopolysaccharide (LPS), le 

fer, le peroxyde (H2O2), la 6-hydroxydopamine (6-OHDA) ou une forte 

augmentation de glucose (Taira et al., 2004). Une étude récente a mis en évidence 

l’implication de DJ-1 dans la régulation de la réponse inflammatoire à travers des 

mécanismes dépendants des ROS (Espèces réactives à l’oxygène (Zhang et al., 

2020). 

 

(iii) Le gène LRRK2 code pour la protéine LRRK2 (Leucine-Rich repeat kinase 2). 

Des mutations sur le gène LRRK2 augmentent l’activité kinase de la protéine. La 

protéine LRRK2 serait impliquée dans l’agrégation de l’α-Syn (Yue and Yang, 

2013). Une étude suggère que cette agrégation d’α-Syn induite par LRRK2 

pourrait être à l’origine d’une altération mitochondriale et donc contribuer 

indirectement à l’induction d’une neuro-inflammation et d’une mort cellulaire 

dans un contexte de MP (Rui et al., 2018). 

 

(iv) Le gène ATP13A2 code pour la protéine ATP13A2 qui est un transporteur 

vésiculaire important dans l’homéostasie des ions de zinc (retrouvé en grande 

quantité dans les corps de Lewy) (Gao et al., 2022). Des études ont montré in 

vitro dans des fibroblastes dérivés de patients ayant une mutation sur le gène 

ATP132A, un dysfonctionnement lysosomal (Dehay et al., 2012). 
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Illustration n° 10. Activation et recrutement de Parkin à la mitochondrie. 

(A Gauche) Dans les mitochondries saines, PINK1 est modulée par les protéases mitochondriales (MPP = 
matrice processing peptidase/PARL = Presenilin-associated rhomboid-like protein) et envoyée à la 
dégradation dans le protéasome. 
(A Droite) Dans les mitochondries endommagées, PINK1 s’accumule dans la membrane externe 
mitochondriale (OMM) en se liant au complexe TOM (Translocase of the inner membrane). PINK1 est 
activé par dimérisation et autophosphorylation. PINK1 phosphoryle l’ubiquitine (Ub= rond rouge) qui 
devient phosphorylée à l’acide aminé Sérine 65 (rond vert).  Ce processus permet l’activation de Parkin et 
sa relocalisation à la mitochondrie qui permet à son tour d’activer la machinerie de la mitophagie. D’après 
(Nguyen et al., 2016) et Biolegend. 
 

I.B.3. Divers mécanismes cellulaires et moléculaires impliqués dans la maladie de 

Parkinson. 

La mort neuronale dans la MP est associée comme vu précédemment à une 

accumulation d’α-Syn. Elle implique également d’autres mécanismes et notamment 

une activité anormale des mitochondries, une augmentation du stress oxydatif et 

une inflammation du tissu cérébral, qui serait liée à plusieurs types de cellules immunitaires : 

les cellules microgliales de l’immunité innée et des lymphocytes T de l’immunité adaptative. 

 

I.B.3.a. Dysfonctionnement mitochondrial et stress oxydatif. 

Le stress oxydatif et le dysfonctionnement mitochondrial sont étroitement associés à la 

physiopathologie de la MP (Hemmati-Dinarvand et al., 2019). Le stress oxydatif est un 

phénomène induit par un déséquilibre entre la production et la dégradation des espèces 

réactives de l'oxygène (ROS). Ce déséquilibre conduit à une altération du fonctionnement 

https://www.biolegend.com/en-us/bio-bits/pink1-mediated-activation-and-recruitment-of-parkin-to-the-mitochondria
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des cellules (Cenini et al., 2019). La production des ROS a lieu principalement dans la chaîne 

respiratoire de la mitochondrie. Ainsi, lorsque les mitochondries sont endommagées ou 

lorsqu’il y a une diminution du potentiel mitochondrial, on observe une diminution de la 

production d’ATP et une production de ROS. Ce stress mitochondrial conduit à une 

apoptose (Subramaniam and Chesselet, 2013). Comme évoqué précédemment, des 

mutations sur les gènes SNCA, LRRK2 et sur l’ADN mitochondrial peuvent perturber la 

fission et la fusion des mitochondries et contribuer au dysfonctionnement mitochondrial et 

au développement de la MP (Bose and Beal, 2016). De plus, une accumulation de formes 

fibrillaires et anormales de la protéine α-Syn peut être à l’origine d’une dépolarisation de la 

membrane mitochondriale, la libération de cytochrome c et d’une fragmentation 

mitochondriale (Grassi et al., 2019). En parallèle, d’autres études ont montré le stress 

oxydatif mitochondrial conduit à une accumulation de dopamine oxydée, entraînant ainsi 

un dysfonctionnement lysosomal et une accumulation d’α-Syn (Burbulla et al., 2017). 

 

I.B.3.b. La neuro-inflammation. 

Depuis la fin des années 1980, de nombreuses preuves se sont accumulées sur le 

rôle de la neuroinflammation dans la maladie de Parkinson (Illustration n° 11). En effet, 

on a découvert une inflammation de cellules microgliales dans les cerveaux post-mortem 

des patients atteints de la maladie de Parkinson (McGeer et al., 1988 ; Mogi et al., 1996).  De 

plus, une augmentation de cytokines pro-inflammatoires dans le sang et le liquide céphalo-

rachidien a été retrouvée. Par exemple, du TNFα, de l'interleukine 1β (IL-1β), l'interféron 

γ (IFNγ), de l’interleukine 6 (IL6) et interleukine 2 (IL2) (Qin et al., 2005). D’autre part, les 

cellules gliales possèdent des récepteurs Toll-like (TLR) (Drouin-Ouellet and Cicchetti, 

2012; Kim et al., 2015) parmi lesquels on distingue les TLR2 et les TLR4 et il a été observé 

que ces deux récepteurs étaient surexprimés dans le cerveau des patients atteints de la MP. 

Un polymorphisme sur un gène de ces récepteurs peut entraîner une expression plus faible 

de TLR2 et augmenter le risque de développer la MP (Drouin-Ouellet et al., 2014). TLR2 

et TLR4 sont impliqués dans le processus d'absorption de la protéine α-Syn agrégée par les 

cellules gliales. 

 

 



 

 28 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 11. Rôle des cellules gliales dans la neuroinflammation. 

Lorsque les molécules pro-inflammatoires traversent la barrière hémato encéphalique : 

A) Les astrocytes, les cellules les plus abondantes et connectées à la BHE (BBB) peuvent être activés en 
deux phénotypes : un phénotype délétère et un phénotype neuroptotecteur (par la libération de facteurs 
neurotrophiques, comme le GDNF). 

B) Les mastocytes (ou monocytes) peuvent s’infiltrer dans les SNC et délivrer des facteurs pro-
inflammatoires permettant l’activation des microglies. 

C) Les microglies peuvent s’activer en deux phénotypes : M1 et M2. M1 est pro-inflammatoire par la 
libération de cytokines, de ROS et la phagocytose. M2 joue un rôle anti-inflammatoire est neuroprotecteur. 

D) En présence de LPS ou α-Syn agrégée par exemple, c’est le phénotype M1 qui est activé.  D’après 
(Troncoso-Escudero et al., 2018). 
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I.B.3.c. Rôle de la protéine Tau dans la physiopathologie de la MP. 

i La protéine Tau physiologique. 

La protéine Tau (pour Tubulin Associated Unit en anglais) fait partie de la famille 

des protéines associées aux microtubules et a pour rôle principal de stimuler la 

polymérisation de la tubuline (Weingarten et al., 1975). Tau est principalement retrouvée 

dans le système nerveux central (SNC), en particulier dans la partie axonale des neurones 

où elle permet de maintenir la stabilité des microtubules (Avila et al., 2004). Un seul gène, 

MAPT, code pour la protéine Tau et l’exon 10 de ce gène subit des épissages alternatifs à 

l’origine de 6 isoformes. Ces 6 isoformes sont caractérisées par leur nombre de domaines 

répétés ( 3 pour les isoformes 3R de Tau ou 4 pour les isoformes 4R de Tau) qui sont des 

points de liaison aux microtubules et par la présence ou absence de 1 ou 2 inserts dans la 

partie N-terminale (0N, 1N ou 2N).  Les isoformes 4R ont une meilleure affinité pour les 

microtubules que les 3R. Dans le cerveau, ces six isoformes sont exprimées de manière 

équitable (Shahani and Brandt, 2002).  La protéine Tau possède potentiellement plus de 80 

sites de phosphorylation. La phosphorylation est une modification post-traductionnelle 

importante pour l’activité de la protéine Tau.  En effet, la phosphorylation permet de 

réguler l’affinité des isoformes 3R et 4R pour les microtubules et induit ainsi une diminution 

de l’assemblage des tubulines. Dans des conditions physiologiques, la phosphorylation de 

la protéine Tau permettrait la régulation de la transcription de l’ARNm du gène MAPT. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 12. Représentation schématique du gène humain de tau et les six isoformes 
exprimées dans le cerveau chez l’adulte et le fœtus.  Le gène de tau humain est situé sur le chromosome 
17 (17q21) et constitué de 16 exons. L’épissage alternatif des exons E2 (orange), E3 (bleu) et E10 (jaune) 
donne lieu aux 6 isoformes (352-441 aa). Ces isoformes sont associées à la présence de 3 ou 4 répétitions 
(R) qui sont les domaines de fixation aux microtubules. D’après (Dubas et al., 2006). 
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ii La protéine Tau pathologique. 

La protéine tau est dite pathologique lorsqu’elle est anormalement phosphorylée, 

hyperphosphorylée et/ou agrégée sous forme de filaments, formant des dégénérescences 

neurofibrillaires (DNF) qui sont des inclusions intracellulaires. Cette mauvaise 

conformation de la protéine Tau est retrouvée dans de nombreuses maladies 

neurodégénératives telles que la maladie d’Alzheimer, la maladie à prions Gerstmann-

Straussler-Sheinker, la maladie de Pick, la maladie des grains argyrophiles et dans certaines 

formes de syndrome parkinsonien atypique. 

 

iii La toxicité de la protéine Tau dans la maladie de Parkinson. 

Le rôle de tau dans la physiopathologie de la MP reste en grande partie non élucidé. 

Le dysfonctionnement du transport axonal induit par une hyperphosphorylation de Tau, 

pourrait contribuer au dépôt d’α-Syn (Dixit et al., 2008). L’hyperphosphorylation de Tau 

pourrait également induire une translocation de Tau vers les synapses excitatrices et pourrait 

être impliquée dans l'excitotoxicité dans la pathologie de la MP (Frandemiche et al., 2014). 

L’étude de la protéine Tau pourrait avoir un enjeu important dans la compréhension des 

mécanismes à l’origine de la MP. 
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I.C. Chapitre 3. Les traitements de la maladie de Parkinson. 

 

Le traitement de la maladie de Parkinson est principalement symptomatique, car il 

n’existe aucun médicament capable de contrer la dégénérescence chronique des neurones 

dopaminergiques. Les traitements visent principalement à compenser le déficit en 

dopamine et le déséquilibre dopamine/acétylcholine au niveau du striatum. 

 

I.C.1. La L-DOPA. 

La L-dopa est un précurseur de la dopamine (transformation intracérébrale en 

dopamine par la dopa décarboxylase (DDC). La L-DOPA est utilisée en association avec 

un inhibiteur de la DDC afin de limiter les effets secondaires périphériques (digestifs et 

cardio-vasculaires) et pouvoir augmenter la dose administrée de L-DOPA dans le système 

nerveux central (Niemann and Jankovic, 2019). Lorsqu’elle est administrée par voie orale, 

la L-dopa est capable de traverser la barrière hémato-encéphalique et agir directement dans 

le système nerveux central. La L-DOPA est absorbée et convertie en dopamine qui est 

ensuite libérée physiologiquement. La L-dopa agit principalement sur les symptômes 

moteurs : l’akinésie et l’hypertonie. A long terme, des fluctuations motrices apparaissent, 

probablement en raison de la perte continue de neurones nigrostriataux et de la perte 

d’efficacité de la L-dopa sur les récepteurs dopaminergiques postsynaptiques (Borah and 

Mohanakumar, 2007).  Ces événements induisent une atténuation de l’effet de la L-dopa 

sur les symptômes moteurs avec une augmentation des effets secondaires pouvant être 

psychique. Les patients développent souvent des hallucinations et des crises d’angoisse. À 

forte dose, la L-DOPA peut induire des dyskinésies (Espay et al., 2018). 

 

I.C.2. Les agonistes dopaminergiques. 

Les agonistes dopaminergiques à libération prolongée (pramipéxole, ropinirole, piribédil, 

rotigotine) agissent principalement sur les récepteurs dopaminergiques post-synaptiques et 

n’ont pas d’action sur la synthèse de la dopamine. Par conséquent, ils entraînent moins de 

fluctuations motrices (Latt et al., 2019). Bien qu’ils soient actifs sur l’akinésie et l’hypertonie, 

leur action est moins efficace que la L-DOPA avec des effets secondaires plus importants. 
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Ils sont administrés en monothérapie ou en association à la L-DOPA, ce qui permet de 

diminuer la dose administrée en L-DOPA et d’assurer un effet plus stable de celle-ci. 

 

I.C.3. Les médicaments réduisant le turn-over de la dopamine. 

Dans le cerveau, la dopamine est principalement métabolisée par la monoamine oxydase 

de type B (IMAO-B) et par la catéchol-O-méthyltransférase (COMT) en différents métabolites 

(3,4-dihydroxyphénulacetaldehyde (DOPAL) et 3-methoxytyramine (3-MT)) (Lees et al., 2017). 

L’inhibition de l’action de ces enzymes permet d’augmenter indirectement le taux de 

dopamine au niveau cérébral. Les inhibiteurs de la COMT (l’entacapone et la tolcapone) 

sont utilisés en association avec la L-DOPA.  

D’autres thérapeutiques peuvent être proposés : (i) l’amantadine qui possède une action 

anti-glutamatergique est utilisée pour le contrôle des dyskinésies induites par la L-dopa et 

pour réduire les troubles posturaux (Pahwa and Lyons, 2017); (ii) Les anticholinergiques 

sont parfois utilisés dans le traitement des tremblements rebelles à la DOPA-thérapie 

(Niemann and Jankovic, 2019); (iii) les inhibiteurs de la monoamine oxydase B (IMAO-B) 

peuvent être prescrits dans les formes débutantes de la MP pour le contrôle des signes 

moteurs lorsqu’ils sont modérés. 
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I.D. Chapitre 4. Les syndromes parkinsoniens atypiques  

En dehors de la maladie de Parkinson, il existe différents syndromes parkinsoniens dits 

atypiques (PA) : la maladie à corps de Lewy (MCL), l'atrophie systémique multiple (AMS), 

la paralysie supranucléaire progressive (PSP) et la dégénérescence corticobasale (DCB). Ces 

pathologies représentent 20 à 30 % des cas de syndrome parkinsoniens dégénératifs en 

Europe et en Amérique du Nord (Rick et al., 2006). Des études cliniques et pathologiques 

ont conduit au développement de critères diagnostiques pour distinguer ces maladies. 

I.D.1. La Paralysie Supranucléaire Progressive (PSP) et la démence cortico-basale 

(DCB) 

La PSP représente 5 à 10 % des cas de syndromes parkinsoniens. Les premières 

descriptions furent proposées en 1964 (Steele et al., 1964) (Illustration n° 13). La PSP se 

manifeste par une paralysie des mouvements oculaires, principalement des mouvements 

verticaux, et une instabilité posturale précoce entraînant des chutes. Ces signes souvent 

inauguraux sont associés de manière variable selon les différents sous-types de la maladie, 

à des signes parkinsoniens (akinésie et hypertonie) symétriques et à des troubles cognitifs 

de type fronto-temporaux. La prévalence de la PSP est estimée aux alentours de 6 pour 100 

000 habitants (Erkkinen et al., 2018). L’âge moyen du début se situe en moyenne entre 60 

et 65 ans. Le diagnostic repose essentiellement sur l’examen clinique, selon des critères 

proposés en 1996 (Litvan et al., 1996) et plus mis à jour en 2017 (Höglinger et al., 2017).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 13. Premier cas de PSP identifié en 1995 par Richardson avec une paralysie supra-
nucléaire verticale. 

La caractéristique clinique de la PSP (Steele et al., 2002). 
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Illustration n° 14. Immunohistochimie dirigée contre la protéine tau hyper-phosphorylée (AT8) de 
patients PSP. (A) Globose neurofibrillaire dans le mésencéphale. (B) Inclusions appelées « coiled bodies » 
en anglais qui sont des filaments de tau enroulés dans les oligodendrocytes dans le cortex cérébral. (C et D) 
Astrocytes touffus dans le cortex frontal. D’après (Kurihara et al., 2020). 

 

Dans la DCB, les symptômes parkinsoniens apparaissent de manière asymétrique et sont 

associés à des postures dystoniques et des myoclonies. Le syndrome parkinsonien 

hypokinétique rigide est typiquement résistant à la L-DOPA. Des tremblements irréguliers 

et saccadés, parce qu’ils sont associés à des myoclonies, peuvent être observés. Au fur et à 

mesure de l'évolution de la maladie, la dystonie s’accentue et de nombreux patients 

développent une posture caractéristique et fixe du bras affecté, qui consiste généralement 

en une flexion de la main et de l'avant-bras et en une adduction du bras au niveau de 

l'articulation de l'épaule (Vanek and Jankovic, 2001). Au cours de la maladie, la plupart des 

patients développent en quelques années une immobilité rigide et survivent rarement plus 

de 10 ans.  

 La PSP et la DCB sont des tauopathies (Illustration n° 14). Elles sont caractérisées 

par l’accumulation de protéine tau pathologique (anormalement phosphorylée) sous forme 

de dégénérescences neurofibrillaires (DNF) et de touffes astrocytaires. Les lésions 

neuropathologiques sont essentiellement observées dans la substance noire, dans les noyaux 

sous-thalamiques et dans le pallidum (Levy, 2011). 

I.D.2. La maladie à corps de Lewy (MCL) 

La MCL est la deuxième cause de maladie neurodégénérative après la maladie 

d’Alzheimer. Sa prévalence est estimée à 0,4 % (400 cas pour 100 000 habitants). Elle 

représenterait jusqu’à 7,5% de tous les cas de démence (Vann Jones and O’Brien, 2014). 
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L’âge de survenue se situe aux alentours de 70 ans. LA MCL se manifeste par des troubles 

cognitifs, des hallucinations visuelles et un syndrome parkinsonien de sévérité variable 

(McKeith et al., 2017). Certains patients ne présentent jamais de signes moteurs (Outeiro et 

al., 2019). 

 Sur le plan neuropathologique, la MCL se caractérise par la présence de CL et une 

accumulation d’α-Syn anormalement phosphorylée dans les neurites (LN). Le diagnostic 

post-mortem se base principalement sur une analyse semi-quantitative des CL et des LN dans 

le noyau dorsal du nerf vague, locus cœruleus, la substance noire, le cortex entorhinal, le 

complexe amygdalien, le cortex cingulaire, le lobe temporal, le lobe frontal et le lobe pariétal 

(McKeith et al., 2005 ; Braak et al., 2007). 

 

I.D.3. L'atrophie multi-systématisée (AMS) 

L’Atrophie multi systématisée (AMS) est une maladie neurologique évolutive rare (2 

à 5 patients pour 100 000 habitants). L’âge moyen du début de cette maladie se situe en 

moyenne entre 50 et 70 ans. Le diagnostic repose sur des critères cliniques et radiologiques 

récemment révisés (Wenning et al., 2022) avec la distinction selon les signes moteurs 

prédominants, d’une forme « parkinsonienne » (l’AMS-P) ou cérébelleuse (l’AMS-C). Dans 

ces deux entités, le diagnostic est basé sur la présence, en plus des signes moteurs, de signes 

d’atteinte du système nerveux autonome avec notamment des troubles sphinctériens et une 

hypotension orthostatique (Wenning et al., 2022).  

L’AMS est une synucléinopathie caractérisée par la présence de dépôts d’α-Syn dans les 

oligodendrocytes (Asi et al., 2014) formant des inclusions cytoplasmiques gliales 

argyrophiles (ICG) également appelées corps de Papp-Lantos (Lantos and Papp, 1994). Des 

inclusions cytoplasmiques sont également observées dans les neurones. Ces inclusions 

cytoplasmiques d’α-Syn sont situées de manière préférentielle dans le putamen, les noyaux 

pontiques et les noyaux olivaires inférieurs (Nishie et al., 2004). La nature de la protéine α-

Syn anormalement agrégée dans l’AMS diffère de celle retrouvée dans la MP et la MCL. 

L’α-Syn provenant de patients AMS était capable d’induire l’agrégation d’une α-Syn A53T 

en culture cellulaire tandis que les autres α-Syn n’ont pas, dans ces conditions, la capacité 

d’induire ces mécanismes (Prusiner et al., 2015; Yamasaki et al., 2019). 
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I.D.4. Les syndromes parkinsoniens atypiques dans les Antilles Françaises. 

Aux Antilles Françaises, la proportion de formes atypiques de Parkinson est 

anormalement élevée. Selon les données recueillies entre 1995 et 2016, les formes atypiques 

représentent 63 à 80% des syndromes parkinsoniens dégénératifs diagnostiqués en 

Guadeloupe et à la Martinique (Caparros-Lefebvre and Elbaz, 1999; Lannuzel et al., 2007, 

2008). 

 Les formes atypiques de Parkinson aux Antilles (CAP pour « Caribbean Atypical 

Parkinsonism ») sont caractérisées par la présence de signes parkinsoniens faiblement 

corrigés par la L-DOPA, associées à une instabilité posturale (72% des cas), des troubles 

cognitifs précoces (58%), des signes dysautonomiques (58%), des troubles du 

comportement durant le sommeil paradoxal (53%), des hallucinations (43%) et une 

paralysie oculomotrice supranucléaire (29%) (Lannuzel et al., 2018). Malgré des similitudes 

cliniques avec les formes atypiques de Parkinson préalablement décrites et notamment la 

PSP et l’AMS, les critères diagnostiques de ces maladies étaient rarement réunis. L’examen 

anatomopathologique du cerveau des patients antillais parkinsoniens atypiques présentant 

une paralysie oculomotrice supranucléaire a permis d’observer une accumulation diffuse de 

protéine tau hyper-phosphorylée localisée principalement dans le mésencéphale et les 

régions corticales fronto-temporales (Caparros-Lefebvre et al., 2002)  

Une série d’arguments épidémiologiques et expérimentaux plaident en faveur d’une 

origine toxique environnementale des syndromes parkinsoniens de type CAP. Ils ont été 

associés à une consommation des fruits du corossolier (le corossol ou Annona Muricata) et 

de tisanes réalisées à partir des feuilles (Caparros-Lefebvre and Elbaz, 1999). Comparés à 

des sujets sains ou à des parkinsoniens porteurs d’une MP, les parkinsoniens de type CAP 

ont consommé durant leur vie significativement plus de corossol sous forme de fruits ou 

jus (Lannuzel et al., 2007). Le corossol contient une molécule lipophile de la famille des 

acétogénines, l’annonacine, qui a la capacité d’inhiber le complexe I de la chaîne respiratoire 

mitochondriale. Plusieurs études ont montré la toxicité de l’annonacine pour le système 

dopaminergique (Lannuzel et al., 2008). Appliquée durant 24 h sur des cultures primaires 

de mésencéphale d’embryon de rat, l’annonacine induit à faible dose (EC50 de 20 nM) une 

mort des neurones DA (Lannuzel et al., 2003). Une accumulation de protéine tau est 

observée dans le corps cellulaire des neurones du striatum de rat en culture exposés à 
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l’annonacine (Escobar-Khondiker et al., 2007). Administrée par perfusion chez le rat in vivo 

à l’aide d’une mini-pompe, l'annonacine pénètre le parenchyme cérébral, induit une 

diminution des niveaux d'ATP et provoque dans le tronc cérébral et les noyaux gris 

centraux, une perte de neuronale et une gliose (Champy et al., 2004). La topographie de ces 

lésions est proche de celle observée chez les patients qui ont développé un syndrome de 

type CAP.  L’annonacine administrée pendant trois jours à l’aide de mini-pompes chez des 

souris transgéniques surexprimant une protéine tau mutée (mutation faux-sens R406W 

provoquant la DFT) provoque une augmentation des niveaux de protéine tau totale et 

phosphorylée. Elle n’a dans ces conditions expérimentales, aucun effet chez les souris de 

type sauvage (Yamada et al., 2014). En revanche ces même souris de type sauvage nourries 

durant 12 mois avec du jus de corossol, développent une tauopathie suggérant que 

l’exposition chronique à l’annonacine est susceptible d’induire par elle-même une 

tauopathie (Rottscholl et al., 2016). 
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I.E. Chapitre 5. Les pesticides organochlorés et Parkinson. 

 

Les pesticides utilisés de nos jours sont pour la plupart des pesticides organochlorés. 

Ces pesticides ont été introduits après la seconde guerre mondiale et ont été largement 

utilisés jusque dans les années 1970. À partir des années 1970, la plupart d’entre eux ont été 

interdits en raison de leurs effets neurotoxiques. Cependant, certains sont encore utilisés 

actuellement (Table n° 1).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table n° 1. Les pesticides organochlorés regroupés selon leur structure chimique.  

D’après (Genuis et al., 2016). Le DDT et les analogues ont été utilisés pour lutter contre les insectes dans 
les cultures agricoles et les forêts, ils ont été interdits en 1972 aux USA, mais leur utilisation a continué en 
Afrique. Le HCB (Hexachlorobenzène) est un antifongique. Le chlordane est un insecticide à large spectre 
utilisé contre les termites et les fourmis. Les cyclodiènes sont des anti-termites. Le Mirex et le Chlordécone 
sont très proches structurellement, ce sont des insecticides dits « stomacaux » car ils pénètrent dans les 
insectes par le système digestif. Ces pesticides sont interdits d’utilisation, mais toujours présents dans les 
sols. 

 

 

Groupes Pesticides 

et 
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I.E.1. Exposition aux POCs. 

L’exposition à ces pesticides se fait par inhalation, ingestion ou contact direct pour 

les professionnels travaillant dans le milieu agricole. En effet, ces composés peuvent avoir 

une forte pénétrance cutanée. Ainsi, l'hexachlorocyclohexane, le lindane, les cyclodiènes (aldrine, 

dieldrine, endrine, chlordane, heptachlore) et l'endosulfan sont fortement absorbés par la peau, tandis 

que le DDT, le dicofol, le méthoxychlore, le toxaphène et le mirex sont moins pénétrants 

(Ecobichon, 2001). Une intoxication aiguë par les POCs peut provoquer des convulsions, 

des maux de tête, des vertiges, des nausées, des vomissements, des tremblements, une 

fatigue générale, des troubles de l'élocution et une hypersécrétion de liquides corporels. Une 

exposition chronique peut entraîner une hépatotoxicité, des lésions rénales, une atteinte du 

SNC, une toxicité thyroïdienne et des lésions de la vessie (US EPA, 2013). En population 

générale, l’exposition peut se faire par ingestion d’aliments contaminés (œufs, poissons, 

crustacés, produits laitiers) (US EPA, 2013). 

 

I.E.2. Exposition aux POCs et MP. 

Alors que le risque de développer une MP est augmenté d’un facteur 1,8 chez les 

agriculteurs exposés aux pesticides, ce risque passe à 2,5 en cas d’usage de POCs (Elbaz et 

al., 2009).  Les composés ayant été associés au risque de développer une MP ou un 

syndrome parkinsonien sont la dieldrine et le b-hexachlorocyclohexane (Nandipati and Litvan, 

2016). Une analyse post-mortem a mis en évidence de plus fortes concentrations de POCs au 

niveau du striatum dans les cerveaux de patients atteints de MP par rapport à des patients 

témoins (Corrigan et al., 2000). Une étude cas-témoins réalisée en Grèce a mis en évidence 

une plus forte concentration de POCs dans le sang de patients atteints de MP par rapport 

à une population témoin (Dardiotis et al., 2020). 

 

Les mécanismes de neurotoxicité des POCs restent peu connus. Des hypothèses 

suggèrent que ces molécules induisent une neurotoxicité par altération de la fonction 

mitochondriale et par une production de ROS entraînant un stress oxydatif (Kitazawa et al., 

2001). D’autres hypothèses sont émises sur le rôle des POCs dans la perturbation de 

l'homéostasie calcique et préférentiellement dans les neurones dopaminergiques 

(Heusinkveld and Westerink, 2012). Récemment, des études montrent que les pesticides 
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organochlorés pourraient favoriser l’agrégation de l’α-Syn et induire des déficits moteurs 

dans un modèle murin (Gezer et al., 2020). Des facteurs génétiques pourraient moduler la 

susceptibilité aux POCs. Notamment, certains polymorphismes génétiques qui engendrent 

une diminution de la capacité à éliminer les toxines dans le SNC. Ainsi, en cas d’exposition 

aux POCs, les personnes ayant ces polymorphismes pourraient avoir un risque plus élevé 

de développer une MP (Dutheil et al., 2010).  

 

I.E.3. Le chlordécone (CLD).  

Le chlordécone (CLD) est un POC. Son autre nom commercial est le képone. Ce 

pesticide a été utilisé pour lutter contre doryplore, le ver taupin de la pomme de terre, le 

mildiou, la tavelure du pommier et le charançon du bananier.  

 

I.E.3.a. Caractéristiques physico-chimiques du CLD. 

Le CLD est un hydrocarbure polycyclique chloré synthétique très stable, incolore et 

inodore, c’est un produit de dégradation du Mirex (PubChem, n.d.). 

Son nom biochimique est le decachlorooctahydro-1,3,4-metheno-2H-cyclobuta (cd) pentalen-2-one. Sa 

formule chimique est C10Cl10O et sa masse molaire de 490,6 g/mol. Il possède une 

structure chimique en cage avec dix atomes de chlore et une fonction cétone (Illustration 

n° 15).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 15. Structure chimique du CLD. 
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Le CLD est une molécule hygroscopique et très stable, mais peu soluble dans l’eau (1 à 2 

mg/L) à 20°C et à des pH acides (IARC, 1979). Le coefficient de partage octanol/eau du 

CLD est de 5,4. Ce coefficient octanol/ eau est défini de la manière suivante : LogP = Log 

(Concentration octanol/Concentration d’eau). Le LogP est utilisé pour estimer la sorption 

d’une substance organique dans un sol et donc sa lipophilie. Selon les molécules lipophiles 

de référence, le logP varie entre 0 et 6,5 (OCDE, 2022). Ce qui signifie que le CLD est très 

lipophile. C’est un pesticide non ionisable, soluble dans les solvants organiques (hexane ou 

benzène). 

I.E.3.b. Historique de la production de CLD. 

Dans un rapport officiel datant de 1979, les experts de l’Agence internationale pour la 

recherche contre le Cancer ont étudié l’historique de la production, de la commercialisation 

et ont évalué les risques de toxicité de différents pesticides organochlorés (tels que HCH, 

le lindane, le mirex (contenant du CLD) et le CLD) (Faroon et al., 1995) 

La première synthèse du CLD a été reportée en 1952 (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 1984). Le CLD a été synthétisé par la dimérisation de 

l’hexachlorocyclopentadiène catalysée par le trioxyde de soufre. Cette méthode a été utilisée lors de 

sa production commerciale (Joly et al., 2010). 

Les premières et les dernières productions commerciales, signalées officiellement 

par un gouvernement, ont eu lieu aux États-Unis entre 1966 (US Tariff Commission, 1968) 

et 1973 (U.S. International Trade Commission, 1975). Une seule entreprise, Allied chemicals 

a officiellement produit du CLD de manière intermittente pendant cette période. Il a été 

mentionné que pendant l’année 1974, l’entreprise a produit le CLD au rythme de 1350-

2700 kg/jour. Au total, entre 1968 et 1974, l’établissement a synthétisé 720 000 kg de CLD 

(Site du Sénat, 2022). En dehors de l’entreprise officielle, une autre usine ayant fonctionné 

pendant 18 mois au cours de la même période a produit 770 000 kg de CLD. Plus de 90 % 

des produits chimiques synthétisés par les deux entreprises pendant cette période ont été 

exportés vers l’Amérique latine, l’Europe et l’Afrique (WORLD HEALTH 

ORGANIZATION, 1984). De plus, environ 55 formulations différentes, contenant 

différents dosages de la substance active, furent commercialisées (Fintz, n.d.)  

Pendant les périodes de forte production, une pollution environnementale autour 

des usines de production et des effets toxiques chez les ouvriers ayant été directement 
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exposés à cette molécule ont été constatés. Suite à ces observations, et à un accident dans 

une usine à Hopewell qui a occasionné des effets toxiques chez les ouvriers et une pollution 

environnementale, la production de CLD a été interrompue. Cependant, les stocks de CLD 

ont continué à être commercialisés et exportés en dehors des États-Unis. L’interdiction du 

pesticide en France est intervenue en 1990, mais des dérogations ont prolongé jusqu'en 

1993 son utilisation dans les deux départements ultramarins (Guadeloupe et Martinique). 

 

I.E.3.c. La pollution par le CLD aux Antilles. 

 

 Le CLD a été utilisé aux Antilles françaises de 1973 à 1993 pour lutter contre le 

charançon du bananier (Cosmopolites sordidus). Dès 1977, Snegaroff et ses collègues de 

l’INRA ont rapporté une contamination des sols (Torny, 2010). En 1980, ces mêmes 

chercheurs ont documenté une pollution de la faune sauvage (Illustration n° 16). Malgré 

cela, l’utilisation du chlordécone s’est officiellement prolongée jusqu’en 1993 (Multigner et 

al., 2016). 

Le CLD faiblement biodégradable s’accumule dans les sols. Sa demi-vie varie en 

fonction de la nature des sols. La pollution par le CLD est toujours présente dans ces 

régions contaminées. Ainsi, dans les nitisols (sol profond, riche en argile), le temps de demi-

vie a été estimé en moyenne à 20 ans, dans les ferrisols (sols riches en fer et aluminium, 

trouvés dans les zones humides) à 60 ans et dans les andosols (sols riches en matière 

organique présents dans les zones volcaniques) jusqu’à 130 ans (Cabidoche et al., 2009).  
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Illustration n° 16. Carte de la contamination des sols par le chlordécone en Guadeloupe. 

Cette carte a été établie par le CIRAD-INRA (Production DAAF, 2019) sur la base d’analyses disponibles 
et publiques sur la quantité de CLD dans les sols. Le seuil de détection correspond à la limite de détection 
analytique et dépend des sols (entre 0.05mg/kg et 0.2mg/kg) (Bristeau et al., 2012). Le code couleur 
représente la teneur en CLD et les productions agricoles possibles. Il reste cependant un grand nombre de 
parcelles non analysées et possiblement contaminées. 

 

Le CLD contamine les végétaux cultivés sur les terres contaminées, le bétail qui y 

est élevé. Les principaux animaux contaminés sont les animaux d’élevage en plein air. Ils 

peuvent être contaminés par ingestion d’aliments contaminés ou ingestion de plantes ou de 

pâturages issus de sols contaminés. La contamination par ingestion directe des sols 

concerne tout particulièrement les bovins (Jurjanz et al., 2017), les poules (Jondreville et al., 

2014) ou les porcs (Soine et al., 1983). En Guadeloupe, certains sols présentent une 

concentration de CLD de 1 mg.kg-1, et il a été calculé que les animaux comme les bovins 

étaient capables de consommer environ 1 mg de CLD par jour. Les gallinacées de ces zones 

consommeraient environ 0,05 mg de CLD par jour. Cette absorption des sols par les 

animaux, rend le CLD très biodisponible, car il est ainsi libéré des sols vers les organismes 
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vivants. Ceci favorise la propagation de la contamination dans les eaux des rivières et du 

littoral par phénomène de ruissellement. Des analyses sur la contamination des zones ayant 

été exposées ont permis de mettre à jour la présence de grandes quantités de CLD dans les 

eaux superficielles et souterraines et divers produits alimentaires d’origine végétale et 

animale, y compris les produits de la mer (Le Déaut and Procaccia, 2009; Barrau et al., 2020). 

Le CLD est détectable dans les échantillons sanguins d'une grande partie de la population 

dans les Antilles françaises (Multigner et al., 2016; Dereumeaux, 2020). L’agence de 

l’ANSES a défini une valeur toxicologique de référence qui correspond niveau d’exposition 

par ingestion en dessous duquel l’apparition d’un effet néfaste dans la population est jugée 

négligeable. Ce seuil a été fixé à 0,5 µg/kg pc (poids corporel) /jour. Depuis, 2021, l’agence 

a recommandé de l’abaisser à 0,17 µg/kg/pc (ANSES, 2021). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 17. Modèle de Transfert du CLD. D’après (Juc, 2008). 
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I.E.3.d. Métabolisme du CLD, mécanismes d’action et cibles. 

Après absorption intestinale, le CLD est partiellement métabolisé dans le foie en 

chlordécone-alcool par l’aldo-céto-réductase puis excrété dans les intestins par les voies biliaires 

sous la forme d’un glucuroconjugué. Toutefois, seule une faible fraction est éliminée par les 

fèces, le reste étant soumis à une importante réabsorption intestinale. Le chlordécone se 

distribue dans l’ensemble des tissus et s’accumule préférentiellement dans le foie avec une 

demi-vie inférieure à celle retrouvée dans les sols. En dépit de son affinité pour les 

composés hydrophobes, le CLD s’accumule relativement peu dans les tissus graisseux. Cela 

est expliqué par son mode de transport dans la circulation sanguine qui se fait 

préférentiellement par liaison à l’albumine et aux lipoprotéines de haute densité (HDL). Le 

CLD va donc s’accumuler dans les tissus fortement irrigués tels que le muscle, le cerveau 

et le foie. Cependant, des traces sont retrouvées dans les tissus graisseux (Saint-Hilaire et al., 

2018). 

 

I.E.3.e. Effets neurotoxiques du CLD. 

Les arguments en faveur d’un effet neurotoxique du CLD reposent essentiellement 

sur l’analyse des symptômes présentés par des travailleurs qui furent exposés à des 

concentrations très élevées en CLD lors de l’accident industriel survenu à Hopewell, aux 

États-Unis en 1978 (Cannon et al., 1978) (Table n° 2). Des tremblements ressemblant à 

des tremblements parkinsoniens et touchant principalement dans les membres supérieurs 

ont été observés (Taylor, 1985).  Dans les cas plus graves, les tremblements touchaient 

également les membres inférieurs et étaient associés à des troubles de la marche. De 

nombreux travailleurs ont également signalé des troubles de la mémoire (Taylor, 1985), 

d’autres des troubles visuels associés à un phénomène de type opsoclonus, dans lequel des 

mouvements oculaires rapides et aléatoires suivaient des saccades horizontales. Des 

biopsies sur les nerfs périphériques réalisées chez les personnes intoxiquées de manière 

aiguë par le CLD, ont mis en évidence une diminution du nombre de petits axones 

myélinisés et non myélinisés sans atteinte de la myéline (Martinez et al., 1978). 

Au cours des années 1980, des études expérimentales in vivo chez le rat ont pu 

reproduire une partie de ces symptômes avec notamment des tremblements, des sursauts 

incontrôlés et des troubles de la marche (Aldous et al., 1984). Le CLD serait capable 
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d’inhiber les ATPases et d’intervenir dans les mécanismes de capture, de sécrétion ou de 

transport de certains neurotransmetteurs comme la sérotonine (Hong et al., 1984). Depuis 

cette période, peu d’études se sont intéressées aux effets neurotoxiques de cette molécule. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Table n° 2. Modes d’action possibles du CLD en lien avec les pathologies étudiées dans les études sur la 
population exposée au CLD. D’après Multigner et al., 2016. 

  



 

 47 

I.F. Chapitre 6. Divers modèles d’étude de la maladie de Parkinson 

 

Dans l’objectif d’étudier la physiopathologie de la MP et de tenter d’en déterminer 

l’étiologie, divers modèles ont été mis en place dans les laboratoires de recherche.  

Ainsi, il existe à titre non exhaustif : 

(i) Des modèles in vitro : des lignées cellulaires et de cultures primaires neuronales et 

des modèles de cellules souches pluripotentes.  

(ii) Des modèles in vivo : nématode, drosophile, poisson-zèbre, rongeur et enfin de 

primates non humains. 

 

I.F.1. Modèles cellulaires « in vitro ». 

Les modèles cellulaires présentent de nombreux avantages par rapport aux modèles 

in vivo murins ou primates. Ces modèles développent rapidement des phénotypes, ils 

peuvent être manipulés plus facilement et ce qui permet la mise au point rapide de tests 

pharmacologiques. L’imagerie cellulaire permet de suivre en temps réel des phénomènes 

intracellulaires. Enfin, ils sont plus économiques que les modèles murins ou de primates. 

Ils ont été largement utilisés dans les travaux visant à étudier les mécanismes d’action de 

neurotoxines potentiellement impliquées dans la physiopathologie du Parkinson comme le 

MPP+, des pesticides comme la roténone, le paraquat ou bien l’annonacine, une des toxines 

d’origine alimentaire à laquelle sont exposés les parkinsoniens en région Caraïbe. 

 

I.F.1.a. 6.1.a. Les lignées cellulaires immortalisées : 

Les cellules SH-SY5Y : il s’agit sont de cellules catécholaminergiques, clonées à partir 

d’une autre lignée issue d’une biopsie de moelle osseuse (Biedler et al., 1978). Ces cellules 

possèdent des propriétés neuronales exprimant des marqueurs dopaminergiques et 

adrénergiques. Par exemple, ces cellules expriment des marqueurs liés aux neurones DA 

comme le transporteur DAT et sont relativement faciles d’entretien.  Elles peuvent être 

marquées par des anticorps dirigés contre les protéines comme le NeuN, NSE, GAP-43, 

SYN, MAP2 et SV2.  



 

 48 

Les cellules PC12 : sont des neurones adrénergiques de rat (Greene and Tischler, 1976). 

Elles peuvent être marquées par des anticorps dirigés contre les monoamines oxydases et 

les catécholamines. 

Les cellules LUHMES (Lund human mesencephalic) : sont des cellules capables de 

se différencier en neurones dopaminergiques et peuvent modéliser des phénomènes 

observés dans la MP. Ils peuvent être marqués par des anticorps dirigés contre la protéine 

l’α-Syn et la tyrosine hydroxylase (TH). 

Les cellules Mes23.5 : ces cellules proviennent d’une fusion entre un neuroblastome de 

souris (N18TG2) et un glioblastome de rat. Elles expriment la TH et les canaux calciques 

dépendants du voltage (Crawford et al., 1992). 

Les cellules MN9D : elles sont similaires aux cellules Mes23.5. Ces cellules expriment la 

TH, synthétisent et capturent la dopamine. Elles sont capables de se différencier en 

neurones dopaminergiques (Choi et al., 1992). Cependant, des études montrent qu’elles 

n’ont pas les mêmes caractéristiques électrophysiologiques que les neurones 

dopaminergiques (Rick et al., 2006). 

 

Exposées au MPP+ les cellules SH-SY5Y meurent par apoptose avec une inhibition 

de la voie de signalisation AMPK/mTOR (Gong et al., 2016) et une sous-régulation de la 

protéine PGC-1α (Ye et al., 2017). Dans les cellules PC12 le MPP+ induit une augmentation 

du stress du réticulum endoplasmique. Dans les cellules LUHMES il a été observé qu’une 

augmentation de la LDH, accompagnée d’une perte neuronale importante et d’une 

diminution de la production d’ATP (Schildknecht et al., 2009). Des altérations 

mitochondriales caractérisées par un gonflement des mitochondries, des altérations de la 

membrane cellulaire et une diminution importante d’ATP ont été identifiées dans les 

cellules MN9D (Kang et al., 2012). Les cellules SH-SY5Y ont été préférentiellement utilisées 

pour l’étude de la toxicité de la roténone., ainsi il a été préalablement observé une 

accumulation anormale de la protéine α-Syn, une augmentation des ROS et un 

dysfonctionnement mitochondrial (Wang et al., 2018).  
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I.F.1.b. 6.1.b. Les cultures de neurones primaires : 

Les premiers modèles de culture primaire de neurones dopaminergiques de rat et de 

cellules gliales datent des années 1990 (Cardozo, 1993; Burke et al., 1998; Branton and 

Clarke, 1999). L’objectif initial du développement de ces techniques de culture primaire 

était de déterminer le taux de survie des neurones DA greffés chez les patients atteints de 

MP. Ces modèles ont par la suite permis d’étudier les mécanismes impliqués dans la mort 

neuronale induite par l’exposition au MPP+, à la roténone, au paraquat, à l’annonacine. La 

dégénérescence des neurones induite par ces toxines met fréquemment en jeu une 

augmentation du stress oxydatif et des altérations mitochondriales (Hartmann et al., 2000; 

Blum et al., 2001; Radad et al., 2006). Ils ont également permis de démontrer que les 

neurones DA étaient spécifiquement sensibles au MPP+ car la toxine est captée par le 

transporteur de la DA (Michel et al., 1990 p.1990).  L’annonacine induit dans les neurones 

dopaminergiques du mésencéphale et les neurones striataux de rat en culture primaire, une 

mort neuronale associée à une diminution du taux d’ATP, à une altération du transport 

rétrograde des mitochondries et à une redistribution de la protéine tau des prolongements 

vers le cytoplasme (Lannuzel et al., 2003; Escobar-Khondiker et al., 2007). Plusieurs facteurs 

semblent influencer la susceptibilité des cultures primaires aux toxines. Les neurones en 

culture « pure » seraient moins sensibles à une exposition à des neurotoxines que les 

neurones en culture primaire ou en co-culture en présence de cellules gliales (Emmrich et 

al., 2013; Gao et al., 2022). D’autres facteurs comme l’espèce de rongeur (les neurones 

dopaminergiques des souris sembleraient être plus sensibles à certaines neurotoxines que 

les neurones dopaminergiques des rats (Ellenbroek and Youn, 2016), la souche de l’animal, 

l’âge des embryons, l’âge des cultures au moment de l’exposition ou simplement la manière 

de réaliser la dissection et la mise en culture peuvent également influencer la susceptibilité 

des neurones en culture primaire. Ces facteurs peuvent s’avérer être des obstacles dans la 

reproductibilité des résultats.  
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I.F.2. Modèles in vivo : invertébrés – Le modèle Caenorhabditis elegans. 

I.F.2.a. . Présentation générale du modèle 

Caenorhabditis elegans (C. elegans) est un nématode non parasitaire, long d’environ un 

millimètre et vivant principalement dans les fruits tombés au sol dans la plupart des 

écosystèmes à travers le monde qui a été décrit pour la première fois par Maupas à Alger 

en 1901 (Illustration n°18).  

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 18. Le nématode C. elegans. Image d’un nématode hermaphrodite adulte observé au 
stéréomicroscope en à faible grossissement (filtre Nomarski, objectif x5). Photo : Valeria Parrales. 

Son cycle de développement varie en fonction de la température pour des températures 

comprises entre 15°C et 25°C (Illustration n°19). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 19. Le cycle de vie du nématode C. elegans. C. elegans peut se développer idéalement à 
des températures comprises entre 15°C et 25°C. Il existe une relation entre la température et l’activité de 
son métabolisme. Lorsque l’œuf éclos (entre 12 et 16h à 25°C après la ponte), il devient une larve de stade 
1, qui peut, sous certaines conditions drastiques comme le manque de nourriture, arrêter son développement 
et rentrer dans un stade particulier, le stade « dauer » qui peut durer 2-4 mois et lui permet de survire dans 
ces conditions. Lorsque les conditions sont propices à son développement, le nématode atteint le stade 
adulte en 3 jours à 20°C. Selon https://www.wormatlas.org. 

https://www.wormatlas.org/
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Le nématode C. elegans possède différents tissus de systèmes biologiques comme un système 

musculaire, intestinal, hypodermique, reproducteur et nerveux (Illustration n°20). 

L’ensemble de ces tissus repose sur une cavité pseudocoelomique dans laquelle est présent un 

liquide facilitant les échanges par diffusion entre les différents compartiments tissulaires. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 20. Illustration de l’anatomie de C. elegans. 

Illustration schématique d’une coupe anatomique médiane des tissus du nématode. Selon 

https://www.wormatlas.org. 

 

Ce modèle a été introduit en tant que modèle potentiel d’études expérimentales dans 

les laboratoires de recherche par Sydney Brenner en 1963. Dans le laboratoire, C. elegans est 

cultivé en milieu solide dans une boîte de pétri contenant du Milieu NGM (Nématode Growth 

Medium) ou en milieu liquide.  Les boîtes de Pétri sont ensemencées avec un tapis bactérien, 

généralement de la souche de bactéries Escherichia coli (OP-50), sa source de nourriture. La 

souche sauvage de référence utilisée dans les laboratoires est la souche N2. 

Le lignage développemental cellulaire de C. elegans a depuis longtemps été bien 

caractérisé, il est constitué in fine de 959 cellules chez l’hermaphrodite, et 1031 cellules chez 

le mâle (Brenner, 1974). Le nématode possède un mode de reproduction essentiellement 

hermaphrodite mais il existe cependant une faible présence d’animaux mâles dans la 

population (dont la fréquence est de 0,1%) qui rend possible la présence de brassage 

génétique. 
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Le génome de C. elegans a été entièrement séquencé depuis 1998 et possède un degré 

d’homologie important avec l’Homme (C. elegans Sequencing Consortium, 1998). Ainsi, les 

études du génome ont montré qu’environ 40% du génome C. elegans possède un équivalent 

orthologue chez l’Homme (Shaye and Greenwald, 2011; Kim et al., 2018). Ces riches 

informations génétiques nous permettent de pouvoir étudier les gènes potentiels qui 

pourraient être impliqués dans les mécanismes de dégénérescence des neurones 

dopaminergiques.  En ce qui concerne notre étude, C. elegans possède l’avantage d’être 

physiologiquement dépourvu des protéines impliquées dans les protéinopathies 

neurodégénératives telles que les protéines α-synucléine, tau, la protéine aβ-amyloïde et la 

protéine prion. 

Le nématode possède un métabolisme rapide avec une courte durée de vie de trois 

semaines. Son métabolisme associé à son mode de reproduction nous permet ainsi de 

générer un grand nombre d’individus et d’observer de façon rapide l’apparition d’un 

phénotype induit par l’administration/l’expression d’agents/de protéines toxiques. Les 

caractéristiques hermaphrodites et le métabolisme rapide relatif au modèle nous permettent 

de pouvoir travailler sur une importante population, ce qui apporte une très grande 

reproductibilité et force statistique dans les expériences qui en découlent, ce qui est 

difficilement possible d’autres modèles in vivo comme les modèles murins. Ce mode de 

reproduction hermaphrodite nous permet aussi de générer une population clonale à partir 

d’un seul individu homozygote pour un génotype considéré.  
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I.F.2.b. Le système neuronal du nématode C. elegans. 

Le système neuronal est composé de 302 neurones chez l’hermaphrodite et la 

connectivité interneuronale est relativement bien identifiée (Illustration n°21) (Ward et al., 

1975; Sulston and Horvitz, 1977; White et al., 1986). Il se décompose en deux systèmes de 

topologies distinctes avec un système nerveux somatique (282 neurones) et d’un plus petit 

système pharyngé situé sur la partie antérieure (20 neurones). Leurs principales différences 

- à part leur positionnement anatomique - sont la séparation du système musculaire des 

neurones par la présence d’une lame basale (pour le système somatique). Les neurones se 

déclinent en 118 classes en fonction de leur topologie et de leur connectome (White et al., 

1986). La majorité des neurones sont rassemblés, formant ainsi des ganglions, au niveau de 

la partie antérieure (tête) et antérieure (queue) des animaux. Il existe 50 cellules gliales 

dérivées de progéniteurs épithéliaux et neuronaux, et, 6 cellules gliales dérivées du 

mésoderme.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 21. Le système nerveux chez C. elegans. 

Le montage photo représente un animal transgénique (unc-119p::mCherry) au stade jeune adulte exprimant, 
par l’intermédiaire de la séquence régulatrice unc-119, la protéine rapportrice mCherry au sein de l’ensemble 
du système nerveux. Les images ont été prises à l’aide d’un stéréo-microscope à fluorescence (Nikon) à 
l’objectif x5. Photo : Valeria Parrales. 
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Il a été déterminé que les neurones communiquent par le biais d'environ 6400 

synapses chimiques, 900 jonctions gap et 1500 jonctions neuromusculaires. L'emplacement 

des synapses chimiques est reproductible à environ 75 % d'un animal à l'autre, ce qui illustre 

l’important de reproductibilité neurophysiologique de l’animal (Durbin, 1987). 

Les morphologies des neurones sont relativement simples chez le nématode C. 

elegans, elles sont majoritairement mono ou bipolaires avec la présence de processus non 

ramifiés de façon majoritaire. Il existe des exceptions des neurones qui se ramifient 

largement près de leurs cibles (quadrant musculaire). Certains neurones possèdent des 

processus qui sont associés à des fonctions sensorielles ou des fonctions synaptiques 

(axone), mais la plupart d’entre eux peuvent assumer les deux fonctions à la fois (neurites). 

Il existe la présence de processus neuronaux qui effectuent des trajets circonférentiels 

passant d’un nerf longitudinal à un autre par des voies dorsoventrales nommées commissures. 

D’un point de vue topologique, les commissures suivent deux types de trajets : médial et 

latéral (White et al., 1986; Durbin, n.d.). Chez le nématode une commissure peut être 

constituée d’un seul processus et de se décline en amphide et déiride dans la tête et au 

niveau de la queue comme commissure lombaire, dorsolatérale et dorsirectale. Plus de 40 

commissures uniques des motoneurones ventraux  (pour se connecter au nerf dorsal) le 

long du corps ont été décrites. Enfin, au niveau antérieur une structure composée de 

nombreux ganglions forme une région commissurale dense et élargie encerclant le pharynx 

faisant un demi-cercle autour de l’anneau antérieur, nommé le nerve ring. 

 

Le système nerveux chez C. elegans se décompose en différents sous-systèmes 

neurobiochimiques pour lesquels on retrouve notamment la plupart des systèmes impliqués 

dans les mécanismes de neurotransmissions présents chez les mammifères, à savoir un 

système (i) dopaminergique, (ii) cholinergique, (iii) GABAergique, (iv) sérotoninergique et 

(v) glutamatergique (Illustration n°23).  De plus, les gènes impliqués dans la régulation de 

la physiologie neuronale chez C. elegans présentent un degré élevé de conservation avec ceux 

du système nerveux des vertébrés, ce qui implique que de nombreux systèmes fonctionnels 

neuronaux sont conservés comme les récepteurs, les canaux ioniques et les voies de 

transductions cellulaires (Bargmann, 1998). 
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Illustration n° 22. Structure des sous-systèmes du tissu neuronal chez C. elegans. Représentation 
schématique de la composition des systèmes et connectivités neuronales chez l’hermaphrodite. Schéma : 
Valéria Parrales. 

 

L’importante conservation des gènes incluant les enzymes de biosynthèse des 

neurotransmetteurs, des mécanismes d’activité synaptiques ainsi que les récepteurs associés 

(Illustration n°23). De plus, la plupart des canaux ioniques et des voies de seconds 

messagers sont également conservés. Les canaux voltage dépendants calciques et 

potassiques sont très représentés malgré l’absence de gènes codant pour les canaux sodiques 

(Bargmann, 1998). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 23. Principaux systèmes neurochimiques synaptiques chez C. elegans. Le schéma 
illustre les voies de biosynthèse et de régulation des principaux neurotransmetteurs au niveau synaptique. 
Les chiffres entre parenthèses font référence au nombre de neurones de ce type de neurotransmetteur chez 
l'hermaphrodite adulte (Rand and Nonet, 1997; Hobert, 2005); https://www.wormbook.org.  

https://www.wormbook.org/
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I.F.2.c. Le système dopaminergique chez C. elegans. 

Morphologie générale. 

Le nématode C. elegans hermaphrodite possède 8 neurones dopaminergiques au total 

(Sulston et al., 1975). De façon plus précise, il se décompose anatomiquement par la 

présence de : 

(i) Quatre neurones céphaliques (CEP) situés dans la partie antérieure. 

(ii) Deux neurones antérieurs (ADE). 

(iii) Deux neurones postérieurs (PDE). 

 

Grâce à la propriété de la transparence de la cuticule de l’animal, ces neurones peuvent 

être visualisés in vivo lorsqu’on fait exprimer la protéine reportrice GFP dans ces neurones 

par l’utilisation du promoteur du transporteur de la recapture de la dopamine (DAT-1) dat-

1p. Dans ces lignées (dat-1p::gfp), nous pouvons observer 6 neurones dopaminergiques dans 

la tête et 2 neurones dans la partie postérieure de l’animal (Illustration n°24). Les mâles 

ont la particularité de posséder 6 neurones présents dans la queue du nématode (Chase, 

2007).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 24. Le système dopaminergique chez C. elegans. 

Montage photo d’un animal adulte, issu d’une lignée transgénique (dat-1p::gfp), qui exprime la protéine GFP 
spécifiquement dans le système neuronal dopaminergique. Haut, observation d’un animal entier de la 
présence de la GFP dans les neurones dopaminergiques. Les images ont été prises à l’aide d’un stéréo-
microscope à fluorescence (Nikon) à l’objectif x5. Bas, Image des neurones dopaminergiques de la tête des 
animaux. Nous pouvons observer les quatre neurones CEP et leurs dendrites associées ainsi que les 2 
neurones ADE plus antérieurs. Les images ont été prises à l’aide d’un microscope à épifluorescence 
(Apotome, Zeiss) à l’objectif x63. Photos : Valéria Parrales. 
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Caractéristiques moléculaires. 

Les neurones dopaminergiques chez C. elegans ont de nombreuses enzymes et transporteurs 

qui sont conservés chez l’Homme (Illustration n°25). 

Ainsi, 

(i) Le gène cat-2 code pour la tyrosine hydroxylase qui produit la L-DOPA par 

catalyse de la Tyrosine. La dopamine est produite par l'acide aminé aromatique 

décarboxylase à partir de la tyrosine. La dopamine est contenue dans des 

vésicules à pH acide qui sont relâchées dans la synapse par un transporteur 

vésiculaire des monoamines dont le gène codant est cat-1. 

(ii) Les récepteurs dopaminergiques appartiennent à la famille des récepteurs à 7 

domaines transmembranaires qui interagissent avec les protéines liant le GTP 

(protéines G) (Sokoloff, 1993). Il existe des protéines G stimulatrices (G-αs) qui 

permettent l’activation de l’adénylate cyclase et des protéines G inhibitrices (G-

αi/0) associées à l’inhibition de l’adénylate cyclase. Les récepteurs 

dopaminergiques sont divisés en deux sous-groupes : les récepteurs de type D1 

qui se lient aux G-αs et les récepteurs de type D2 se liant aux G-αi/0 (Jackson 

and Westlind-Danielsson, 1994; Missale et al., 1998). 

(iii) Chez C. elegans, il a été identifié 4 récepteurs dopaminergiques (DOP-1, DOP-2, 

DOP-3, et DOP-4). Ces récepteurs ont une séquence analogue à celle des 

récepteurs dopaminergiques identifiés chez les mammifères.  Les récepteurs 

DOP-1 et DOP-4 appartiennent à la famille des récepteurs de type D1 et les 

récepteurs DOP-2 et DOP-3 appartiennent au type D2 (Suo et al., 2003; Sugiura 

et al., 2005). Les récepteurs DOP-1/DOP-4 et DOP-3 peuvent se situer à la 

surface des neurones cholinergiques ou des neurones moteurs de la corde 

ventrale permettant de moduler la vitesse de locomotion des nématodes (Chase, 

2007). Les récepteurs DOP-2 se situent à la surface des neurones 

dopaminergiques (Suo et al., 2003). 
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Illustration n° 25. Modèle de régulation de la libération des vésicules synaptiques dans la fente 
synaptique de neurones dopaminergiques. 

Les vésicules à pH acide fusionnent avec la membrane synaptique pour libérer la dopamine et les ions H+. 
La dopamine active une boucle rétroactive à travers les auto-récepteurs (DOP-2) et peut-être également 
avec le transporteur membranaire (DAT-1). Les récepteurs ASIC-1 (Acid-Sensing Ion Channel) sont des 
canaux cationiques activés par les protons H+ et senseurs du pH extracellulaire facilitant la libération de 
dopamine (Baconguis et al., 2014). Ainsi les complexes DOP-2, DAT-1 et ASIC-1 permettent de réguler les 
concentrations de dopamine au niveau synaptique. D’après Formisano et al., 2020. 

I.F.2.d. Comportements associés au système dopaminergique chez C. elegans. 

Afin de déterminer le rôle de la dopamine chez C. elegans, des souches mutantes pour chacun 

des récepteurs sont disponibles et ont permis d’identifier des comportements spécifiques 

modulés par chaque récepteur et de comprendre leurs rôles distincts (Illustration n°26). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 26. Illustration des systèmes neuro-fonctionnels chez C. elegans. 

Schéma illustrant des exemples non exhaustifs, de systèmes fonctionnels neuronaux qui sont impliqués dans 
certains comportements réflexes chez C. elegans. Schéma : Valeria Parrales. 
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Le comportement Basal Slowing Response (BSR). 

Le test comportemental Basal Slowing Response (réflexe basal de ralentissement) est un 

comportement dans lequel la vitesse de locomotion des nématodes change en fonction de 

l’environnement de l’animal (Illustration n°27). Selon que le nématode soit situé sur un 

tapis bactérien ou non, les neurones dopaminergiques vont lui permettre d’activer une 

réponse mécanosensorielle. Ainsi, les animaux de la souche sauvage N2 ont une locomotion 

ralentie lorsqu’ils se déplacent sur un tapis bactérien par rapport à leur vitesse de 

locomotion rapide lorsqu’ils se déplacent dans une zone de la boîte où il n’y a pas de 

bactéries. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 27. Circuiterie neuronale de la réponse locomotrice à la prise de nourriture. 

Les neurones dopaminergiques PDE innervent les interneurones DVA (possède DOP-1) et AVK (White et 
al., 1986). L’interneurone DVA est sensible à la flexion du corps et envoie un signal (NLP-12, CRK-2 et 
ACh) aux motoneurones et les interneurones responsables de la posture du corps (Li et al., 2006). D’après 
Oranth et al., 2018. 
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Lorsqu’il n’y a pas de dopamine, les animaux perdent leur capacité à ralentir en 

présence de bactéries (Sawin et al., 2000 p.200). En effet, en présence de nourriture, les 

neurones dopaminergiques (CEP, ADE et PDE) libèrent de la dopamine, qui va activer les 

neurones cholinergiques ayant à leur surface les récepteurs DOP-1 et DOP-3 ce qui va 

permettre de réguler la locomotion quand l’animal rencontre de la nourriture (Chase et al., 

2004). 

Des études ont montré par exemple que les nématodes mutants du récepteur DOP-3 ne 

ralentissent pas en présence de bactéries. 

 

Le comportement Chemo-sensitif 

Pour survivre, C. elegans doit pouvoir être efficace dans sa recherche de nourriture, 

pour éviter les agents pathogènes, les substances toxiques et parfois s’accoupler. Les 

neurones sensitifs possèdent des cils neuronaux qui leur permettent de sentir 

l’environnement qui les entoure (Dwyer et al., 1998). Ce comportement basé sur l'attraction 

et la répulsion est appelé chemo-taxie. Ainsi, le système chemo-sensitif de C. elegans lui 

permet de détecter un large spectre de composés volatils (système olfactif) et solubles dans 

l’eau (gustatif) (Bargmann, 2006). Grâce à ces caractéristiques, il existe des tests chemo-

sensitifs utilisant des composés comme l’éthanol (Davies and McIntire, 2004) le nonanol 

ou l’octanol et ces composés induisent une forte réponse répulsive chez les animaux 

dépourvus d’un système dopaminergique fonctionnel. 

Il a été démontré que les animaux mutants sur le gène cat-2 et dépourvus de tyrosine 

hydroxylase étaient hypersensibles dans la réponse répulsive à de très faibles doses 

d’octanol. Il en est de même pour le mutant dop-3. 

La dopamine contrôle également d’autres mécanismes liés à la recherche de nourriture 

comme avec le test Area-Restricted-Search (ARS) (Hills, 2004). Également, des mécanismes 

tels que la paralysie induite par la nage (SWIP) (McDonald et al., 2006). La quantité de 

dopamine peut également avoir un effet sur la taille des animaux (Nagashima et al., 2016). 

Enfin, la dopamine pourrait aussi réguler des comportements tels que l’apprentissage, la 

prise de décision ou la récupération de la vitesse après la nage (Vidal-Gadea et al., 2011).  
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I.F.2.e. Modélisation de la maladie de Parkinson chez C. elegans 

Modèles génétiques de la maladie de Parkinson 

Modèles transgéniques de SNCA 

Le nématode C. elegans est dépourvu du gène SNCA codant pour l’-Syn, ce qui 

nous permet d’observer des phénomènes de gain de fonction induits par son expression 

(Illustration n°28). Des modèles d’expression des formes d’ -Syn humaine et 

pathologique ont été mis en place. La plupart des modèles expriment l’ -Syn dans les 

muscles (Kuwahara et al., 2006) ou de manière ubiquitaire et on observe une perte neuronale 

(Lakso et al., 2003). 

Des modèles d’expression d’une -Syn fusionnée à une protéine fluorescente YFP, 

la formation d’agrégats a pu être observée et quantifiée in vivo et en temps réel (van Ham 

et al., 2008; Bodhicharla et al., 2012). Cet outil permet de tester des molécules ou des gènes 

qui sont susceptibles d’inhiber ou d’accélérer les processus agrégation de l’ -Syn. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 28. Expression de l’-Syn chez C. elegans. 

Des animaux transgéniques jeunes adultes co-exprimant l’ -Syn et la GFP dans le système dopaminergique 

(dat-1p::SNCAwt ; dat-1p::gfp) ont été immunomarqués par un anticorps spécifique de l’α-synucléine (LB509). 
Les animaux ont été observés au stéréo-macroscope à épifluorescence (haut) et au microscope confocal à 
fort grossissement (x63) (bas). Photos : Valeria Parrales.  
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Par ailleurs, il a été montré que des mutants pour le gène LRRK-2, qui induit une 

agrégation de l’ -Syn chez l’Homme, existent chez C. elegans (lrk-1). Dans ces modèles, les 

auteurs ont observé que les animaux présentaient une diminution des neurones 

dopaminergiques, de la dopamine et des déficits dans les comportements associés au 

système dopaminergique (Yao et al., 2010). 

Enfin, grâce à la technologie BiFC fusionnée à l’ -Syn, nous avons pu démontrer 

des phénomènes de propagation de l’ -Syn.  Dans cette technique, deux parties distinctes 

et complémentaires d’une protéine fluorescente GFP (Cter-GFP et Nter-GFP) sont 

fusionnées à l' -Syn de sorte qu'elles n'émettent une fluorescence que si deux protéines 

d' -Syn interagissent entre-elles directement, alors, les deux parties de la protéine 

fluorescente vont pouvoir s’assembler en une seule protéine complète et pouvoir émettre 

de la fluorescence sous excitation photonique. Cette technique a pu être appliquée dans des 

modèles d’expression de l’ -Syn et il a été possible de pouvoir observer la formation 

d’agrégats d’ -Syn en temps réel (Shyu et al., 2008). 

 

Modèles de mutations mitochondriales 

La morphologie mitochondriale peut être observée in vivo à l’aide de sondes 

moléculaires (comme le Mitotracker) ou bien d’outils génétiques tels que l’utilisation de 

protéines mitochondriales fusionnées à une protéine fluorescente reportrice, par exemple, 

la protéine d’import mitochondrial TOMM-20 fusionnée avec la GFP (Palikaras et al., 

2015). Des études ont ainsi pu montrer des atteintes morphologiques des mitochondries 

dans les mutants pour les gènes codant pour pdr-1 (Cabello et al., 2014), pink-1 (Wu et al., 

2018) et djr-1.1 (Chen et al., 2015). 

En plus des études morphologiques, des études fonctionnelles ont également été 

développées au sein de ces mutants comme la mesure de la consommation en oxygène et 

la mesure de l’ATP (Sarasija and Norman, 2018). 

Enfin, des travaux montrent également que l’inhibition de ces gènes peut induire une 

agrégation ou une propagation de l’ -Syn (Kim et al., 2016; Tyson et al., 2017). 
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Modèles phénotypiques toxicologiques 

Le modèle d’intoxication pharmacologique par le MPP+. 

En 2004, Braungart et ses collaborateurs ont développé un modèle de toxicité avec 

MPP+ chez C. elegans afin de pouvoir réaliser des tests pharmacologiques sur des molécules 

potentiellement capables de protéger les mitochondries contre les effets délétères 

(Illustration n°29). En effet, C. elegans peut être cultivé en milieu liquide sur des plaques de 

384 puits ce qui nous permet de réaliser beaucoup de conditions expérimentales avec un 

débit d’analyse important.  Pour ce faire, ils ont utilisé une lignée fluorescente en GFP pour 

les neurones dopaminergiques et les animaux ont été incubés pendant 3 jours à 20°C avec 

différentes concentrations de MPP+. Les animaux exposés à de fortes doses de MPP+ (1 et 

1,5 mM) présentent une mortalité importante et à de plus faibles doses (0,8 mM) les auteurs 

ont observé une mortalité moindre associée à une perte significative des neurones 

dopaminergiques chez les animaux survivants. Ces nématodes ont également développé un 

déficit locomoteur qu’ils ont pu mettre en évidence lorsqu’ils ont transféré les animaux en 

milieu solide (Braungart et al., 2004). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 29. Modèle de neurodégénérescence induite par le MPP+ chez C. elegans. 

Des animaux transgéniques jeunes adultes exprimant la GFP dans le système dopaminergique (dat-1p::gfp) 
ont été traités par le MPP+ (1 mM) chroniquement durant 72h. Les animaux ont été observés vivants sur 
pad d’agarose au microscope confocal à fort grossissement (x63). Photos : Valeria Parrales. 
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D’autres modèles ont été développés chez C. elegans avec notamment des 

neurotoxines telles que la 6-OHDA ou les manganèses (Marvanova and Nichols, 2007) ainsi 

que des modèles d’exposition à l’insecticide roténone et à l’herbicide paraquat où il a également 

été observé une dégénérescence, une altération morphologique et un dysfonctionnement 

des neurones dopaminergiques (Illustration n°30). Chez ces modèles, il a également été 

montré, que la neurotoxicité était accompagnée d’une augmentation de ROS intracellulaires 

(Schober, 2004; Offenburger and Gartner, 2018).  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 30. Modèle neurotoxique par administration de la 6-OHDA chez C. elegans. 

Des animaux transgéniques, jeunes adultes exprimant la GFP dans le système dopaminergique (dat-1p::gfp) 
ont été traités par la 6-OHDA (2 mM) cde façon aiguë durant 1h. Les animaux ont été immobilisés sur pad 
d’agarose et observés vivants au microscope confocal à fort grossissement (x63). Photos : Valeria Parrales. 
 

Modèles de stress oxydatif. 

Il existe des modèles de C. elegans exprimant le capteur redox H2O2-HyPer sous le contrôle 

d'un promoteur ubiquitaire (Back et al., 2012).  

Des mutants génétiques tels que les mutants sod-1 (isoformes -1 a -5) ont une susceptibilité 

accrue à des composés augmentant les ROS (Doonan et al., 2008). 
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I.F.2.f. Autres modèles de recherche dans les maladies neurodégénératives 

utilisant le nématode C. elegans 

Sa relative simplicité d’utilisation et ses nombreux avantages en font un modèle 

attractif pour l’étude de thématiques diverses par exemple, l’étude des mécanismes 

génétiques de l’apoptose (Conradt, 2005), la détermination sexuelle (Ellis, 2006), l’étude 

lignée germinale (Kimble, 2005). De plus, C. elegans peut également nous permettre 

d’explorer la MP (Li 2013, caldwell, 2020 ; Ma 2022).  Des études issues d’une base de 

données OrthoDisease, reposant sur l’analyse de 2466 gènes de maladies humains, a prédit 

la présence de plus de 500 orthologues potentiels chez le nématode C. elegans (O’Brien et al., 

2004). Ce modèle a été utilisé pour tenter de reproduire et comprendre des mécanismes 

impliqués dans d’autres maladies neurodégénératives avec une perte progressive de la 

structure/fonction des neurones, telles que la sclérose latérale amyotrophique (SLA), la 

maladie d’Alzheimer, la maladie de Huntington (respectivement SLA, MA et MH), dans 

lesquelles des protéinopathies sont impliquées (Peng et al., 2009 ; Alexander et al., 2014; 

Corsi et al., 2015; Liang et al., 2020). De plus, la transparence du nématode en fait un 

organisme de choix pour les études d’interaction et de propagation interneuronale de type 

« prion-like » de protéines pathologiques in vivo et en temps réel. 

 

Ainsi comme exemple de modélisation chez le nématode, nous pouvons évoquer : 

i) La SLA est une maladie dégénérative affectant les motoneurones et entraînant 

une faiblesse musculaire progressive. Parmi ses héritages familiaux (10% des cas) 

figure le gène SOD1 (codant pour la superoxyde dismutase) (Al-Chalabi et al., 

2017). La mutation du gène SOD1 est présente dans environ 2% des familles 

présentant une sclérose latérale amyotrophique familiale (FALS) (Van Damme 

et al., 2017). Le nématode C. elegans est également utilisé comme modèle de SLA 

en co-exprimant la SOD1 humaine mutante et des protéines fluorescentes vertes 

(GFP) dans les tissus musculaires (Oeda et al., 2001). Ce modèle a facilité l'étude 

du stress oxydatif dans ces gènes et du rôle de l'autophagie dans la SLA (Li et al., 

2013).  

ii) De plus, C. elegans a été utilisé pour modéliser la MA, qui se caractérise de façon 

générale par la présence de dépôts extraneuronaux de peptide -amyloïde 
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insoluble et d'enchevêtrements neurofibrillaires associés à la protéine tau dans le 

système nerveux central (Link, 1995; Hardy and Selkoe, 2002; Lu et al., 2014; 

Goedert, 2015). La contribution de ces peptides/protéines neurotoxiques 

(amyloïde- et tau) responsables dans les processus neurodégénératifs impliqués 

dans ces pathologies, a clairement été démontrée au sein de divers modèles C. 

elegans (Natale et al., 2020; Alvarez et al., 2022). Grâce à ces avancées 

technologiques, ce modèle a élargi les possibilités d'intervention en offrant aux 

chercheurs la possibilité de définir des modificateurs fonctionnels de la 

neurodégénérescence, une étape essentielle dans la découverte de thérapies 

améliorées pour la MA  (Griffin et al., 2017). 

iii) La MH est un autre exemple, caractérisé par un déclin progressif du contrôle 

moteur et de la cognition associée au vieillissement. Il s'agit d'une maladie 

autosomique dominante qui affecte le gène IT15 codant pour la protéine 

Huntingtin (HTT) avec une augmentation des répétitions de polyglutamine dans 

l'extrémité N-terminale. De nombreux modèles exprimant diverses HTT mutées 

ont été développés chez C. elegans (Satyal et al., 2000; Nollen et al., 2004). Ces 

différentes lignées transgéniques ont été utilisées pour étudier les mécanismes 

cellulaires qui jouent un rôle dans les processus de toxicité et d'agrégation. Des 

rôles neuroprotecteurs contre la toxicité des polyQ ont été décrits dans des voies 

de signalisation impliquant le DAF-16, un homologue du FOXO (famille des 

facteurs de transcription) (Tauffenberger et al., 2013; Cordeiro et al., 2020).  
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I.F.2.g. Conclusion : avantages et inconvénients du modèle C. elegans. 

 

Ce modèle « simple » d’utilisation combine les avantages d’une culture cellulaire in vitro, 

car il permet en outre de pouvoir étudier des processus au niveau cellulaire et tester un large 

spectre de composés en de très petites quantités. Il combine également les avantages d’un 

modèle in vivo en raison de son anatomie dotée d’un système pluricellulaire intégré, ce qui 

nous permet d’étudier les mécanismes de mort des neurones dopaminergiques en 

conditions « physiologiques » sans qu’il y ait l’influence de différents facteurs physico-

chimiques ex vitro contaminants qu’il peut parfois avoir au sein des conditions de culture 

cellulaire. De plus, comme nous l’avons vu précédemment, la communauté scientifique de 

C. elegans a su rapidement faire l’objet d’avancées technologiques, il est possible de réaliser 

de nombreuses techniques de biologie, par exemple (i) les invalidations génétiques à grande 

échelle avec la technique RNAi feeding (Mello and Fire, 1995), (ii) les systèmes de 

mutagenèse dirigée avec l’utilisation de transposons de type Mos (Frøkjaer-Jensen et al., 

2010) ou ZFNs et TALENs (Wood et al., 2011), (iii) les systèmes de sites de recombinaison 

spécifiques Cre-lox-P et FLP-FRT, (iv) les systèmes d’induction d’expression par induction 

par choc thermique (Bacaj and Shaham, 2007), le système Q sous le modèle TET-

ON/TET-OFF (Wei et al., 2012), un système GAL4-UAS adapté à C. elegans (Wang et al., 

2017) ou plus récemment, le système GR LBD nous permettant de réguler l’activité et la 

localisation protéique en utilisant un récepteur aux glucocorticoïdes (Monsalve et al., 2019) 

ou un système inductible par la tétracycline (Wurmthaler et al., 2019), (v) le système 

CRISPR-Cas9 (Friedland et al., 2013; Schwartz et al., 2021), (vi) l’imagerie calcique par 

l’utilisation de sonde d’imagerie sensible aux concentrations calciques intracellulaires (Guo 

et al., 2009; Tian et al., 2009) et enfin (vii) les analyses d’optogénétique (Liewald et al., 2008; 

Tsukada and Mori, 2021).  
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Les études expérimentales en laboratoire impliquant ce modèle sont relativement 

rapides, autorisant des analyses à haut-débit, l’utilisation d’outils génétiques - sur une base 

d’un génome totalement séquencé - et peu onéreuses (Illustration n°31) (Jeffrey R. 

Wozniak, Ph.D., Edward P. Riley, Ph.D., Michael E. Charness, 2019; Jeong, Lee, & Lee, 

2018; Johnson, Jenn, Barclay, Burgoyne, & Morgan, 2010; Markaki & Tavernarakis, 2020). 

Effectivement, le nématode présente un certain nombre d’avantages pour être utilisé au 

travail en laboratoire comme :  

 

• À l’âge adulte, le nématode mesure 1 mm de long, on peut donc le cultiver facilement 

dans des boîtes de Pétri contenant une source de nourriture bactérienne. 

• Il est transparent et permet l’observation en temps réel de phénomènes biologiques. 

• Son cycle de développement est court, ne varie pas selon les individus et dépend de la 

température (entre 15 et 25°C), ce qui permet d’adapter sa croissance selon les besoins 

expérimentaux. 

• Les individus hermaphrodites sont autofécondant, ce qui permet d’obtenir une 

population clonale à partir d’un seul individu. Il existe également des mâles, en faible 

proportion, permettant un brassage génétique utilisé pour générer des croisements. 

• Il survit à une congélation à -80°C ce qui permet le stockage de nombreuses lignées.  

• Il possède une forte homologie génétique avec l’Homme (environ 75% des gènes 

codant pour des protéines chez l’homme, ont un gène homologue chez C. elegans). 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 31. Présentation de certains avantages du nématode C. elegans pour une utilisation 
comme modèle expérimental. Schéma : Valéria Parrales. 
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En conclusion, le nématode C. elegans constitue un modèle d’étude expérimental puissant, 

qui pourrait nous apporter de nombreux outils nécessaires à la compréhension des bases 

moléculaires environnementales et génétiques dans de nombreux mécanismes 

physiopathologiques et dans notre cas, dans la maladie de Parkinson.  

 

En revanche, il est évident que le modèle C. elegans ne possède pas une structure 

cérébrale complexe comme le système nerveux central et la complexité de ses structures et 

réseaux neuronaux, et par conséquent, il n’est pas possible de récapituler l’ensemble des 

interactions complexes impliquant divers types cellules et tissus cérébraux observés dans la 

MP chez l’Homme (Tissenbaum, 2015). De plus, les molécules exogènes rencontrent des 

difficultés atteindre les tissus depuis le milieu extérieur. En particulier à cause de la cuticule 

des animaux riche en collagène et très imperméable. D’autre part, les cellules intestinales 

présentent une absorption limitée pour certaines molécules. De ce fait, expérimentalement 

il est nécessaire d’utiliser des concentrations plus élevées de composés par rapport à ce qui 

est utilisé dans les modèles cellulaires (Leung et al., 2008), par exemple pour développer le 

modèle neurotoxique une dose dix fois plus élevée de MPP+ est nécessaire chez le 

nématode par rapport à ce qui est utilisé dans les modèles cellulaires (Braungart et al., 2004; 

Zheng et al., 2016). 
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II. Objectifs de la Thèse 

 

Les objectifs de ce travail de thèse ont consisté en l’utilisation de différents modèles in 

vitro et in vivo pour l’étude de la maladie de Parkinson et de maladies apparentées avec : (i) 

l’étude de la toxicité d’un pesticide de la famille des organochlorés, le chlordécone (CLD) 

qui pourrait se révéler être un facteur de risque de développer un Parkinson ; (ii) l’étude du 

potentiel thérapeutique de diverses molécules sur deux modèles d’étude du Parkinson in 

vivo, l’un modélisant la mort neuronale, l’autre l’agrégation de l’ α-Syn.  

 

(i) Dans un premier temps, nous avons cherché à caractériser le profil toxicologique 

du CLD, un pesticide largement utilisé dans les années 70-80 et qui contamine 

l’environnement aux Antilles Françaises. Pour ce faire, nous avons établi un modèle 

de neurotoxicité du CLD dans des cultures primaires de neurones DA et de cellules 

gliales du mésencéphale, selon un protocole présent dans notre laboratoire 

(Tourville et al., 2022). Puis, en nous inspirant d’un modèle de neurotoxicité du 

MPP+ chez C. elegans mis au point dans le cadre de ce travail, nous avons caractérisé 

les effets du CLD chez ce nématode. 

(ii) Nous avons étudié l’agrégation de l’ -Syn et l’effet de la doxycycline sur les 

processus conduisant à cette agrégation en utilisant divers modèles cellulaires et une 

lignée de C. elegans surexprimant l’ -Syn dans les neurones dopaminergiques. 

(iii) Nous avons testé des composés pharmacologiques à potentiel thérapeutique pour 

la maladie de Parkinson, des inhibiteurs de la COMT, dans le modèle MPP+ chez le 

modèle C. elegans. Les modèles que nous avons développés au cours de cette thèse 

offrent des perspectives pour l’étude du rôle des neurotoxines environnementales 

comme facteurs de risque de développer un syndrome parkinsonien dégénératif et 

pour la recherche de nouvelles thérapeutiques à visée symptomatique et 

neuroprotectrice pour ces pathologies.  
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Partie expérimentale 
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III. Partie Expérimentale

La seconde partie de ce manuscrit présente les résultats de mes expériences valorisés sous 

la forme de trois articles scientifiques articulés de la manière suivante :  

- Le chapitre n°1 est consacré à l’étude du profil toxicologique du pesticide 

organochloré chlordécone (CLD). Notre objectif est d’étudier son potentiel 

neurotoxique pour le système dopaminergique grâce à une double approche in vitro 

sur des cultures de mésencéphale de souris et in vivo le nématode C. elegans. Ces 

résultats feront l’objet d’une publication actuellement en préparation.

- Le chapitre n°2 est axé sur la recherche de nouvelles thérapeutiques pour la 

maladie de Parkinson. Le premier travail concerne l’étude d'un nouvel inhibiteur 

naturel de la catéchol-O-méthyl transférase sur deux modèles in vivo de la maladie de 

Parkinson. Les résultats sont présentés sous forme d’un article publié dans la 

revue ACS Chemical Neuroscience (Parrales et al., 2022). L’autre versant thérapeutique 

rend compte du potentiel de la doxycycline dans l’inhibition des pathologies 

associées à l' -Syn in vitro et in vivo. Les résultats sont présentés sous forme d’un 

article publié dans la revue Neurobiology of Disease (Dominguez-Meijide, Parrales et 

al., 2021). 
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III.A. Chapitre 1. Article #1 : Le pesticide organochloré chlordécone favorise 

la neurodégénérescence des neurones dopaminergiques dans les 

cultures de mésencéphale de souris et in vivo chez le nématode C. 

elegans. 

 

III.A.1. Contexte et Problématique 

Il est décrit en Guadeloupe et en Martinique la présence d’une surreprésentation – 

non expliquée à ce jour - des formes de syndrome parkinsonien atypiques dont les 

manifestations cliniques sont plus sévères que celles de la maladie de Parkinson (MP) 

(Caparros-Lefebvre and Elbaz, 1999; Lannuzel et al., 2008, 2018). Les patients caribéens 

atteints d’un parkinsonisme atypique présentent des symptômes moteurs résultant de 

lésions du système dopaminergique nigrostrié partiellement ou non améliorés par un 

traitement à la L-dopa et des symptômes neurologiques non moteurs tels que des altérations 

cognitives précoces, des hallucinations et des symptômes dysautonomiques (Lannuzel et al., 

2007, 2018). Ces symptômes sont la conséquence de lésions cérébrales qui se situent 

principalement dans le système DA mais s’étendent aussi à d’autres systèmes. L'examen 

neuropathologique du cerveau de patients parkinsoniens atypiques antillais a montré une 

perte de neurones DA de la substance noire (SN) ainsi que des lésions de la protéine tau 

hyperphosphorylée, principalement dans le mésencéphale, mais aussi dans d'autres zones 

du cerveau (Caparros-Lefebvre et al., 2002) suggérant que ces syndromes parkinsoniens sont 

en fait des tauopathies avec syndrome parkinsonien. Il a été suggéré précédemment que la 

consommation de produits végétaux de la famille Annonacae, comme le corossol, pourrait 

être à l’origine de ce syndrome neurologique (Lannuzel et al., 2003, 2008; German Federal 

Institute for Risk Assessment (BfR) et al., 2020). En effet, ces plantes contiennent en 

grandes quantités, une molécule appelée annonacine, une acétogénine qui favorise 

l’altération mitochondriale par inhibition du complexe I. De nombreuses études génétiques 

et neurotoxiques montrent que l’inhibition du complexe I est susceptible d’induire 

l’induction de voies signalisations déclencheurs de la mort neuronale avec une vulnérabilité 

accrue pour les neurones dopaminergiques (González-Rodríguez et al., 2021). Jusqu'à 
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présent, la possibilité que le CLD puisse être impliqué dans la survenue des syndromes 

parkinsoniens atypiques n’a pas encore été explorée. 

Le chlordécone (CLD) est un pesticide organochloré (POC) actuellement interdit d’utilisation. 

Le CLD fait partie des polluants persistants et les écosystèmes des Antilles françaises sont 

toujours contaminés (Multigner et al., 2016; Dereumeaux, 2020). Des études ont mis en 

évidence que l’exposition à des POCs pouvait augmenter le risque de maladie de Parkinson 

(MP) (Moisan et al., 2015; Dardiotis et al., 2020). Dans ce travail de thèse, nous avons tenté 

de déterminer si une intoxication chronique de faible intensité par du CLD pouvait 

reproduire certaines caractéristiques clés observées dans la neurodégénérescence de la MP. 

Pour ce faire, nous avons utilisé des modèles in vitro de cultures primaires de neurones 

dopaminergiques de mésencéphale embryonnaire, des cultures de cellules gliales générées à 

partir de cerveaux de souris et in vivo, avec le nématode Caenorhabditis elegans. Les résultats 

expérimentaux obtenus dans ces différents modèles expérimentaux sont exposés ci-après.  

 

III.A.2. 2.1. Matériel et Méthodes 

Traitements avec le chlordécone (CLD) 

Le CLD lyophilisé (#N12291 ou #45379 ; Sigma-Aldrich) a été reconstitué dans du DMSO 

pur pour obtenir une solution mère 10 mM, cette solution a été stockée à -20°C jusqu'à une 

utilisation ultérieure. Pour les expériences de culture cellulaire, le CLD a été dilué à 500 µM 

en utilisant du milieu conditionné pour les astrocytes (ACM). Pour les expériences sur C. 

elegans, le CLD a été dilué dans le S- médium. 

Procédures expérimentales animales 

Les souris ont été hébergées, manipulées et soignées en stricte conformité avec les directives 

du Conseil de l'Union européenne (2010/63/UE). Les procédures expérimentales ont été 

approuvées par le Comité d'éthique des expérimentations animales Charles Darwin No 5. 

Cultures cellulaires du mésencéphale 

Isolation du mésencéphale d’embryons âgés de 13,5 jours post-fécondation 

Des cultures de mésencéphale ont été produites à partir d'embryons de souris de la 

souche Swiss, à 13,5 jours de gestation (Janvier LABS ; Le Genest St Isle, France), en suivant 
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une variante des procédures techniques rapportées présentes dans le laboratoire (Tourville 

et al., 2022). Après le sacrifice de souris gravides par inhalation de CO2 et dislocation 

cervicale, on prélève les embryons présents dans les deux cornes utérines. Les 

mésencéphales et les méninges sont disséqués sous un stéréomicroscope Nikon SMZ800 à 

l'aide d'une pince de microchirurgie Moria #7 (Antony, France) (Illustration n°32 A et B). 

Après élimination soigneuse des méninges, les mésencéphales sont collectés dans un tube 

conique stérile de 15 ml en polypropylène, contenant 2 ml de milieu de culture Leibovitz 

L15 (Sigma Aldrich) (Illustration n°32 C). 

 

 

 

 

 

 

 

Illustration n° 32. Schéma représentant l’isolation du mésencéphale des embryons de souris âgés de 13,5 
jours post-fécondation, la dissociation cellulaire et l’ensemencement.  

 

Dissociation tissulaire 

Ensuite, pour faciliter la dissociation des tissus cérébraux, les échantillons de tissus sont 

incubés à 37 ° C en présence de 2 ml d'une solution de rouge de phénol contenant 0, 05% 

de trypsine et 0,02% d'EDTA (# 25300; ThermoFisher Scientific) (Illustration n°32 D). 

Après 20 min d'incubation, la solution de trypsine est neutralisée par addition de 2 ml de 

milieu Eagle modifié de Dulbecco (ThermoFisher Scientific) contenant 10 % de FCS 

(Biowest LLC, Les Ulis, France) (Illustration n°32 E). Les morceaux de tissus trypsinés 

sont ensuite été récupérés dans 2 mL de milieu L15, puis dissociés par pipetage répété (8-

10 coups), en utilisant une pipette Gilson munie d'un embout stérile en polypropylène bleu 

sans filtre (StarLab France, Orsay). Le milieu L15 est ensuite ajouté pour compléter le 

volume total à 8 ml et on mélange par double inversion du tube à essai.  
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Sédimentation 

On laisse ensuite sédimenter les morceaux de tissus non-dissociés et les débris cellulaires 

pendant 30 min et 6,5 ml du surnageant contenant les cellules dissociées en suspension sont 

transférés dans un autre tube conique en polypropylène stérile, tandis que le culot restant 

est prélevé pour un autre cycle de trituration (Illustration n°32 F). Les deux surnageants 

sont combinés pour une centrifugation à 1300 tr/min pendant 5 min à 4 ° C et les cellules 

dissociées sont délicatement remises en suspension dans 2 ml de milieu L15 avant la mise 

en culture.  

Ensemencement 

Les cellules dissociées en suspension sont ensemencées à une densité de 40-60 × 103 

cellules/cm2 sur un fond de verre Ibidi µ-slide 8 puits (CliniSciences, Nanterre, France) ou 

sur des plaques de 48 puits Nunc (Roskilde, Danemark) pré-coatées avec 1 mg/mL de 

polyéthylèneimine (PEI ; P3143 ; Sigma Aldrich) dissous dans un tampon borate pH = 8,3 

(Sepulveda-Diaz et al., 2016). 

Maintien des cultures 

Les cultures sont initialement maintenues dans du milieu Neurobasal-A (#10888022 ; 

Thermo Fisher Scientific) contenant du supplément B27 sans antioxydants (#10889038 ; 

Thermo Fisher Scientific), du mélange N2 (#17502048 ; Thermo Fisher Scientific), un 

cocktail pénicilline/streptomycine et 1 % de sérum de veau fœtal (FCS ; Biowest LLC). 

Deux et dix-huit heures après la mise en culture, de l’Ara-C a été ajouté aux cultures à une 

concentration de 0,8 µM pour arrêter la prolifération des cellules gliales. Au jour 4 in vitro 

(DIV), le milieu initial a été complètement retiré et remplacé par du milieu conditionné par 

des astrocytes (ACM), préparé comme décrit précédemment laboratoire (Tourville et al., 

2022). Ces cultures contiennent 2 à 3 % de neurones positifs à la tyrosine hydroxylase (TH) 

ayant un phénotype de neurotransmetteur dopaminergique (Traver et al., 2006). 

Cultures de cellules gliales 

Des cultures de microglies pures ont été obtenues comme décrit précédemment, en utilisant 

une technique qui repose sur l'adhésion préférentielle des cellules microgliales au PEI 

(Sepulveda-Diaz et al., 2016; Ferreira Junior et al., 2021).  
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Dissection des cerveaux de souriceaux âgés de 1 jour. 

Des cerveaux de souriceaux C57BL/6J (Janvier LABS) postnatals au jour 1 ont été 

disséqués et les méninges ont été retirées. 

Dissociation tissulaire et récupération d’une suspension cellulaire. 

 Les échantillons de tissu cérébral ont été dissociés par pipetages répétés dans 2mL de milieu 

L15 Leibovitz. On a ajouté 6mL de milieu et le produit de trituration a sédimenté pendant 

30 min dans la glace. Le surnageant a ensuite été récupéré dans un autre tube. Après deux 

cycles de trituration, le surnageant contenant les cellules dissociées a été centrifugé à 1000 

rpm pendant 5 min, à 4°C. Le culot résultant a été mis en suspension dans du DMEM 

additionné de 10 % de FCS et d'une solution de pénicilline/streptomycine à 1 % (DMEM 

complet).  

Ensemencement de la suspension cellulaire 

La solution de DMEM complet contenant la suspension cellulaire a été ensemencée dans 

des flacons de culture Corning T-75 revêtus de PEI (Sigma-Aldrich) contenant du milieu 

complet. Les cultures ont été lavées une fois avec du milieu complet après 2 jours in vitro 

et les cellules micro gliales ont ensuite été maintenues à 37°C dans une atmosphère 

humidifiée avec 5% de CO2 sans aucun autre changement de milieu de culture jusqu'à la 

fin de l'isolement des cellules microgliales, ce qui a été généralement observé 14- 16 jours 

après ensemencement dans ces conditions. Le rendement moyen variait de 4 à 5.106 cellules 

microgliales CD45+/flacon de culture T-75 avec ce protocole. 

Obtention de cultures pures d’astrocytes 

Des cultures d'astrocytes purs ont été obtenues en utilisant une procédure similaire à celle 

utilisée pour les cellules microgliales. Cependant, la suspension cellulaire obtenue après 

dissociation a été ensemencée dans des flasques pré-coatées avec de la laminine (1µg/ml; 

Sigma Aldrich) dissoute dans de l'eau distillée. Les cellules ont été cultivées dans un milieu 

nutritif d'isolement composé de DMEM/F-12 (#21331; Thermo Fisher Scientific) 

additionné de 10% de FCS et 1% d'un cocktail antibiotique. De plus, les cellules cultivées 

ont été traitées deux fois par semaine avec des liposomes de clodronate (3 μg/ml ; 

Liposoma BV, Pays-Bas) afin d’éliminer les cellules microgliales résiduelles. Une fine 
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couche d'astrocytes positifs à l’anticorps dirigé contre la protéine acide fibrillaire gliale 

(GFAP) a été obtenue entre 12 et 14 jours de culture. 

Traitement des cellules gliales 

Lors de l'isolement, les cellules microgliales et les astrocytes ont été retirés des flacons de 

culture par trypsinisation douce (5-6 min) afin de produire des sous-cultures. Les cellules 

récupérées ont été ensemencées dans des plaques de 48 puits Nunc (Roskilde, Danemark) 

coatées au PEI pour les microglies et à la laminine pour les astrocytes. Nous avons traité 

les sous-cultures au CLD 24h après l’ensemencement. Le traitement a duré 24h ou 5 jours 

en fonction des paramètres que nous voulions observer. Dans les deux modèles, nous avons 

utilisé l'agoniste de TLR2, PAM3CSK4 comme inflammogène de référence (Dos-Santos 

Pereira et al, 2018). Dans quelques puits, nous avons utilisé la dexaméthasone en tant que 

contrôle anti-inflammatoire 2h avant d’induire une inflammation avec PAM3CSK4. 

Mesure du TNF-α 

Le facteur de nécrose tumorale alpha (TNF-α) a été quantifié à l'aide d'un kit ELISA 

(BMS607-3TEN, Thermofisher Scientific). Le principe de la méthode est l'utilisation d'un 

ELISA sandwich en phase solide pour mesurer la quantité de protéine cible se liant entre 

deux d'anticorps appariés spécifiques à la protéine cible (TNF-α).  Le milieu des cellules 

gliales a été retiré 24 h après le début de l’exposition au CLD et congelé à -20°C pour une 

analyse ultérieure. Il n’était pas nécessaire de diluer l'échantillon avant de l’ajouter dans la 

microplaque fournie par le kit et pré-coatée d'un anticorps spécifique au TNF-α. Le 

sandwich est formé par l'ajout du second anticorps. Une solution de substrat est ajoutée et 

cette solution réagit avec le complexe enzyme-anticorps-cible pour produire un signal 

détectable à 450 nm. Le signal a été mesuré selon les instructions du fabricant à l'aide d'un 

spectrophotomètre SpectraMax M4 (Molecular Devices, Sunnyvale, CA). L'intensité de ce 

signal est directement proportionnelle à la concentration de TNF-α présente dans le 

surnageant de culture. Les courbes standard ELISA ont été générées à l'aide d'un modèle 

de courbe logistique à quatre paramètres (GraphPad Prism 8, GraphPad Software ; San 

Diego, CA). 
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Protocole d'immunofluorescence pour la culture cellulaire 

Les cultures ont été fixées pendant 12 min à température ambiante avec du formaldéhyde 

à 3,7 % dilué dans une solution saline tamponnée au phosphate de Dulbecco (PBS), puis 

lavées deux fois avec du PBS avant d'être incubées avec des anticorps primaires pendant 24 

à 48 h, à 4 °C. Les anticorps primaires utilisés pour les protocoles de culture cellulaire sont 

énumérés ci-après dans la table n°3. Les anticorps ont été pré-dilués dans du Triton X-100 

à 0,2 %, à l'exception du CD45, qui a été dilué dans uniquement dans le PBS1X. Nous 

avons utilisé des IgG anti-souris/lapin (H+L) ou des IgY anti-poulet (H+L) conjugués à 

des colorants fluorescents Alexa Fluor comme anticorps secondaires (ThermoFisher 

Scientific). 

 

Anticorps primaires Hôte Dilution Fournisseur Référence 

anti-TH [LNC1] Souris 1:2500 ImmunoStar #22941 

anti-TH Poulet 1:1000 Abcam #ab76442 

anti p-S202/pT205 Tau [AT8] Souris 1:500 ThermoFisher Scientific #MN1020 

anti-Tau [EP2456Y] * Lapin 1:200 Abcam #ab76128 

anti-p-S129 αSyn  [EP1536Y] Lapin 1:2500 Abcam #ab51253 

anti-α-Syn [LB509] * Souris 1:200 Abcam #ab27766 

anti-CD45 (conjugated to BB515) Rat 1:100 BD BioSciences #564590 

anti-GFAP Poulet 1:1000 Sigma-Aldrich #AB5541 

* Utilisé seulement dans les experiences de C. elegans 

 

Table n° 3. Liste des anticorps primaires 

Comptage cellulaire en culture 

Pour réaliser le comptage de cellules en culture, nous avons utilisé un microscope inversé 

Nikon TE 2000 (Champigny-sur-Marne, France) équipé d'un appareil photo numérique 

ORCA-ER et du logiciel HCimage Imaging (Hamamatsu Photonics, Massy, France). Le 

nombre de neurones TH+ a été estimé visuellement par comptage manuel avec un objectif 

10x. Nous avons sélectionné 10-15 champs visuels au hasard pour chaque condition de 

traitement. Les pourcentages de somas TH+ avec un marquage de p-Tau (AT8) élevée ou 

avec des agrégats αS (α-Syn) ont été déterminés selon le même procédé de sélection de 

champs avec un objectif 20x (Tourville et al., 2022). 
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Absorption tritiée-DA 

Afin d’évaluer l'intégrité fonctionnelle et la fonction synaptique des neurones DA, nous 

avons réalisé un test d'absorption de la DA tritié comme décrit (Rousseau et al, 2013). Les 

cellules traitées ont été lavées avec du PBS-glucose (5 mM) et incubées à 37°C dans du PBS-

glucose (5 mM) contenant 25 nM de [3H]-DA (NET673 ; 40 Ci/mmol ; PerkinElmer, 

Courtaboeuf, France). Après 15 minutes d’incubation, le surnageant contenant le produit 

radiochimique en excès a été jeté et les cellules ont été lavées deux fois avec du PBS-glucose 

(5 mM) avant une étape de lyse avec 1 % de Triton-X 100 dans de l'eau distillée. Les lysats 

cellulaires ont finalement été récupérés dans 2 mL d'Econofluor-2 (#6NE9699 ; 

PerkinElmer) et la radioactivité retenue par les neurones DA a été quantifiée par 

spectrométrie à scintillation liquide à l'aide d'un compteur Tri-Carb 4910TR (PerkinElmer). 

Mesure de ROS et ΔΨm 

Le milieu utilisé pour l'entretien de la culture cellulaire pendant les traitements a été retiré 

et remplacé par du PBS additionné de glucose (5 mM). Par la suite, les cultures ont été 

exposées séquentiellement à la mitoprobe TMRM (ab228569; Abcam, Cambridge, UK) à 

50 nM et à l'indicateur ROS DHR-123 (D23806; Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, 

France), à 25 µM (Rousseau et al, 2013 ; Joshi et Bakowska, 2011). Après 30 min 

d'incubation, les cultures ont été lavées abondamment pour éliminer les colorants 

fluorescents en excès puis ré-incubées dans du PBS glucose contenant les traitements à 

tester, avant imagerie. Comme traitements de référence, nous avons utilisé H2O2 (250 µM) 

pour stimuler la production de ROS et FCCP (1 µM) pour stimuler la dépolarisation 

mitochondriale. H2O2 et FCCP ont été ajoutés 2 heures et 10 minutes avant l'ajout des 

sondes fluorogènes, respectivement. Le FCCP est resté présent pendant toutes les étapes 

du protocole. Pour chaque condition de culture, des images d'au moins 5 champs choisis 

au hasard ont été acquises avec un objectif 40x à l'aide d'un microscope inversé à 

fluorescence Nikon TE 2000 équipé d'un appareil photo numérique ORCA-ER et du 

logiciel HCimage. Les longueurs d'onde d'excitation et d'émission pour le DHR-123 étaient 

respectivement de 490 nm et 525 nm. Pour la sonde TMRM, les valeurs d'excitation et 

d'émission étaient respectivement de 548 nm et 575 nm. Les résultats ont été exprimés en 

normalisant l'intensité de fluorescence par rapport aux valeurs de base dans les conditions 
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témoins. Le logiciel open-source FIJI (Schindelin et al, 2012) a été utilisé pour la 

quantification des signaux fluorescents. 

Souches de C. elegans 

Pour les analyses in vivo chez C. elegans, nous avons utilisé la souche Bristol N2 comme 

lignée témoin. Comme lignées de référence, nous avons utilisé les lignées répertoriées dans 

le tableau suivant : 

   

 

Table n° 4. Souches de C. elegans utilisées durant ma thèse. 

 

Souche Nature Référence Source

CB1112 cat-2 

(e1112)  

mutant de perte de fonction 

pour le gène orthologue de 

la TH humaine

Lints et Emmons, 

1999

Caenorhabditis Genetics Center 

(University of Minnesota, St. Paul, 

MN)

RM2702 dat-

1 (ok157) III

mutant du transporteur 

présynaptique DAT 
Nass et al. , 2002

Caenorhabditis Genetics Center 

(University of Minnesota, St. Paul, 

MN)

GA187 sod-1 (tm776) 
mutant pour l'orthologue 

humain SOD-1

Yanase et al., 

2009

Caenorhabditis Genetics Center 

(University of Minnesota, St. Paul, 

MN)

CB1370 daf-2 (e1370) 
mutant du récepteur DAF-

2/IGF-1

Kenyon et al., 

1993

Caenorhabditis Genetics Center 

(University of Minnesota, St. Paul, 

MN)

CF1038 daf-16 

(mu86) I

mutant   et pour le facteur 

de transcription FOXO
Lin et al., 1997

Caenorhabditis Genetics Center 

(University of Minnesota, St. Paul, 

MN)

egIs1[dat-1p::GFP]

exprime le rapporteur 

fluorescent GFP dans le 

système neuronal 

dopaminergique 

Jon Pierce-

Shimomura

Caenorhabditis Genetics Center 

(University of Minnesota, St. Paul, 

MN)

zdls13IV [tph-1p::GFP]

exprime le rapporteur 

fluorescent GFP dans le 

système neuronal 

sérotoninergique 

Ann E Rougvie

Caenorhabditis Genetics Center 

(University of Minnesota, St. Paul, 

MN)

vsIs48 [unc-17::GFP]

exprime le rapporteur 

fluorescent GFP dans le 

système neuronal 

cholinergique 

Daniel 

Chase/Michael 

Koelle 

Caenorhabditis Genetics Center 

(University of Minnesota, St. Paul, 

MN)

aex-3p::hTau
exprime  paneuronalement 

l'isoforme tau 1N4R humaine

Kraemer et al., 

2003

UW MEDICINE MEMORY AND BRAIN 

CENTER, Seattle/Division of 

Gerontology & Geriatric Medicine 

[dat-1p::GFP; dat-

1p::Syn]

exprime la protéine α-

synucléine dans les neurones 

dopaminergiques

Parrales et al., 

2021
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Croissance et maintien des souches de C. elegans 

Les nématodes sont maintenus dans des boîtes de Pétri, en utilisant un milieu solide de 

croissance de nématodes (NGM) contenant de l’Agar, les boîtes ont ensuite été 

ensemencées avec la souche OP50 d' E. coli comme décrit précédemment (Brenner, 1974). 

Les animaux synchronisés ont été préparés avec la méthode de synchronisation standard 

(Stiernagle, 2006). Des animaux adultes ont été lysés avec une solution de blanchiment 

(NaOH 500 mM ; eau de Javel 1 %) puis lavés avec du milieu M9 M9 (21 mM KH2PO4, 

42,3 mM K2HPO4, 86 mM Na Cl, 1 mM MgSO4) afin d'isoler les embryons, qui ont ensuite 

éclos sur un milieu sans bactéries pendant 12 h pour empêcher le développement et ainsi 

obtenir une population synchronisée. 

Quantification de la survie des populations de cellules neuronales 

Les animaux ont été fixés dans du PBS avec 4 % de paraformaldéhyde (PFA) avant d'être 

montés sur des lames de verre pour une inspection visuelle sous un microscope LED Leica 

DM2000, équipé d'un objectif à immersion dans l'huile x60. L'impact des traitements sur la 

survie neuronale et les dendrites a été quantifié visuellement sur la base de la fluorescence 

en GFP dans le soma neuronal et dans les dendrites. Des données quantitatives ont été 

obtenues sur 30 animaux/condition expérimentale et les expériences ont été réalisées en 

triplicata. 

Plus précisément, nous avons quantifié le nombre de corps cellulaires dopaminergiques 

dans la tête (CEP, ADE) et le corps (PDE). Nous avons également estimé l'intégrité des 

dendrites des neurones CEP. Les neurones sérotoninergiques NSM et ADF et leurs 

dendrites ont également été dénombrés dans la tête des animaux. Le nombre de neurones 

cholinergiques a été estimé dans la corde ventrale des animaux. 

Les images d'animaux entiers ont été acquises sur des vers vivants à l'aide d'un macroscope 

Nikon à épifluorescence AZ100M. L'image des cellules neuronales et de leurs dendrites a 

été acquise à l'aide d'un système d'imagerie Zeiss Apotome.2 (Zeiss, Rueil Malmaison, 

France) ou d'un microscope confocal inversé Leica TCS SP8 (Leica, Nanterre, France) à 

l'aide d'un objectif à immersion dans l'huile x63. 
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Culture liquide et traitements de C. elegans 

Afin de réaliser la culture liquide, nous avons utilisé des animaux jeunes adultes ayant grandi 

dans des boîtes de pétri. Durant toute l’expérience, nous avons travaillé en milieu stérile, 

sous une hotte. Les boîtes ont été lavées avec du milieu M9 et les vers récupérés par 

sédimentation ont été remis en suspension dans du milieu S-medium, contenant de 

l'ampicilline (50ng/mL) (A9393, Sigma Aldrich), de la nystatine (40uM) (N6261, Sigma 

Aldrich). Nous avons utilisé la souche E. coli OP50 (Caenorhabditis Genetics Center ; Univ 

Minesota, Min) comme source de nourriture comme décrit précédemment (Couillault and 

Ewbank, 2002; Stiernagle, 2006). Les vers en suspension ont été ensuite transférés dans des 

plaques de 48 puits à une concentration finale de 1 ver/µl en présence de l'inhibiteur de la 

thymidylate synthase 5-Fluoro-2-désoxyuridine (#F0503; Sigma Aldrich) pour empêcher 

l'éclosion et la croissance de nouveaux vers formés. Pour l'évaluation des traitements tests, 

des plaques multi-puits ont été insérées dans une chambre humide, une boîte en plexiglass, 

contenant du papier humidifié et maintenue à 20°C sous agitation continue (150 tr/min). 

Immunomarquage des échantillons de C. elegans 

Après la fin des traitements, nous avons réalisé une immunohistochimie en utilisant une 

variante de la méthode de congélation-crack d'Albertson et ses collègues (Albertson, 1984; 

Al Rawi et al., 2011).  Nous avons placé 20 vers dans 5 µL de M9 sur des lames de 

microscope Superfrost (Fisher Scientific) enduites de poly-L-Lysine préalablement incubées 

avec une goutte de poly-L-Lysine (Sigma-Adrich) pendant 15 min, à 60°C. Les vers ont 

ensuite été perméabilisés par section du corps en deux avec une aiguille 25G et une lamelle 

a été placée sur le dessus des animaux. La préparation a été congelée rapidement en plaçant 

la lame sur une plaque de métal dans la carboglace. Les lames ont été gardées à -80°C 

jusqu’au jour de la réalisation de l’immun marquage. Le jour de l’expérience, les lames ont 

été laissées 10 min dans la carboglace et la lamelle a été retirée pour enlever  physiquement 

la cuticule.  La fixation a été réalisée avec une solution de PFA à 4% diluée dans du méthanol 

et placée dans un bac de glace. Ensuite, les échantillons ont été lavés une fois avec du PBS 

contenant 1% de Triton X-100 (PBS-T) et incubés pendant une nuit à 4 °C avec 50 µl des 

anticorps primaires tau ou p-tau (tableau des anticorps) dilués dans une solution de blocage 

contenant du PBST et 5% de lait. Après lavage au PBS-T, les vers ont été incubés dans une 
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solution contenant l'anticorps secondaire pendant 2 heures, à TA. Les lames ont été 

montées avec 8 µl de gold-antifading (Life Technologies) et stockées à 4°C. 

Quantification de l'intensité de l'immunosignal 

Les images de têtes ou de corps d’animaux ont été acquises avec un microscope confocal 

Leica TCS SP8 en utilisant un objectif à immersion dans l'huile x63. Des piles de 30 images 

ont été acquises par animal en utilisant une taille de pas Z de 0,25 µm. L'intensité de 

l'immunosignal de p-tau dans les neurones de la région d'intérêt (ROI) a été quantifiée à 

l'aide du logiciel ImageJ. 

Analyse comportementale 

Pour évaluer l'intégrité et la fonction des neurones dopaminergiques, nous avons utilisé la 

méthode basal slowing response (BSR) (Sawin et al., 2000). À la fin des traitements, les vers 

ont été lavés avec du milieu M9 et transférés dans de nouvelles plaques de culture 

ensemencées avec ou sans bactéries. Pour évaluer les effets de la L-DOPA, 5 mM de L-

DOPA (Sigma-Aldrich) ont été ajoutés sur des plaques ensemencées 3 heures avant le test. 

Les mouvements des vers ont été suivis sur de courts films (1 min, 7 fps) acquis avec un 

macroscope Nikon AZ100M. La vitesse de locomotion a été mesurée en suivant les 

animaux avec le logiciel d'imagerie cellulaire Imaris d'Oxford Instruments (Abingdon, 

Oxfordshire). Les données quantitatives pour les essais comportementaux ont été dérivées 

de trois expériences indépendantes avec 30 animaux analysés par condition expérimentale, 

dans chaque expérience. 

Analyses statistiques 

Les données sont présentées sous forme de moyenne + SEM. Pour les expériences de 

culture cellulaire, les valeurs des données ont été obtenues à partir de trois séries 

d'expériences indépendantes. Pour les études expérimentales sur C. elegans, chaque point de 

données provient d'au moins trois expériences indépendantes, sauf indication contraire. Les 

données ont généralement été analysées par une analyse de variance unidirectionnelle suivie 

de tests post-hoc. Pour toute comparaison avec un même groupe, nous avons utilisé le test 

de Dunnett et pour toutes les comparaisons par paires les tests de Student-Newman-Keuls 

(SNK) ou de Tukey. (Pour comparer les distributions de survie de deux échantillons, nous 

avons utilisé le test Log-Rank non paramétrique). Le test t bilatéral non apparié a été utilisé 
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lors de la comparaison des valeurs moyennes de deux groupes indépendants. L'analyse 

statistique a été réalisée avec le logiciel GraphPad 9.0. 

Tableau récapitulatif des réactifs pharmacologiques utilisés pour les expériences  

Les principaux réactifs utilisés pour cette étude sont répertoriés dans le tableau suivant. 

 

Table n° 5. Réactifs utilisés dans l’étude du profil toxicologique du CLD.  



 

 87 

III.A.3. Résultats   

1- Le CLD induit une dégénérescence des neurones dopaminergiques, dépendante 

de la concentration et du temps d’exposition dans les cultures de mésencéphale de 

souris 

Nous avons initialement étudié la cinétique de la mort des neurones dopaminergiques 

induite par le CLD, en utilisant des cultures de mésencéphale âgées de 7 jours qui sont 

traitées pendant différentes périodes avec ce pesticide. Plus précisément, nous avons 

mesuré la survie des neurones dopaminergiques (cellules neuronales TH+) dans des cultures 

de mésencéphale après 1, 3 ou 5 jours d'exposition avec 10 et 15 µM de CLD. Nous avons 

établi que les neurones dopaminergiques meurent progressivement au cours d’une 

exposition de 5 jours au CLD. Si la perte de cellules neuronales TH+ n'est généralement pas 

significative après 1 jour d'intoxication, un nombre substantiel de cellules TH+ a disparu 

après 3 jours d'exposition aux deux concentrations de CLD testées. La perte de cellules 

dopaminergiques est optimale 2 jours plus tard, après 5 jours de traitement continu au CLD. 

Précisément, nous avons établi que 53 % et 74 % des neurones TH+ avaient disparu après 

une exposition de 5 jours à 10 et 15 µM de CLD, respectivement. En utilisant une gamme 

de concentrations de CLD plus étendue (3-15 µM) et toujours un temps d’exposition de 5 

jours, nous avons estimé graphiquement que la concentration efficace de CLD tuant 50% 

des neurones dopaminergiques (EC50) était de 7,9 µM. Après un traitement avec 10 µM de 

CLD pendant 5 jours, on observe que les cellules TH+ restantes dans les cultures présentent 

une attrition de leur corps cellulaire et un réseau neuritique réduit, suggérant que ces 

neurones sont déjà dysfonctionnels et irréversiblement engagés dans un processus de mort 

neuronale. Notez que ces effets sont encore plus marqués avec 15 µM de CLD. 

En complément du comptage des cellules TH+, nous avons utilisé la recapture de DA 

tritiée comme indice de survie et de fonction des cellules dopaminergiques [Lavaur et al, 

2017]. Nos résultats montrent que la réduction de la capture de DA est 

proportionnellement plus importante que la perte en neurones TH+, à 10 et 15 µM de CLD, 

confirmant que la mort des cellules dopaminergiques induite par du CLD est précédée d'un 

dysfonctionnement neuronal, à ces deux concentrations. Une différence entre le nombre 

de cellules TH+ et la recapture de DA n'est cependant pas observée à 5 µM de CLD, une 
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concentration du pesticide ne provoquant que des effets toxiques modérés dans les 

conditions présentes. 

En plus de cela, nous montrons qu'un co-traitement des cultures avec un inhibiteur de 

recapture de la DA, le GBR-12909 (5 μM), n'exerce pas d’effet protecteur vis-à-vis des 

effets délétères du CLD, indiquant que ce composé ne s'accumule pas dans les neurones 

dopaminergiques via le transporteur de haute-affinité pour la DA (DAT), porte d'entrée 

potentielle pour certaines toxines dopaminergiques (Michel et al., 1990).  Conformément à 

cette observation, les effets neurotoxiques du CLD ne se limitent pas aux neurones 

dopaminergiques, car d’autres cellules neuronales détectées avec le marqueur pan-neuronal 

MAP-2 sont également affectées par ce pesticide dans la même plage de concentrations 

(résultats non montrés). 

 

2- La mort des neurones dopaminergiques induite par le CLD n'est pas influencée 

par le degré de maturation des cultures de mésencéphale 

Nous avons également souhaité déterminer si le degré de maturation des cultures de 

mésencéphale pouvait éventuellement avoir un impact sur les effets toxiques du CLD vis-

à-vis des neurones dopaminergiques. Plus précisément, des cultures de mésencéphale 14 

jours (au lieu de 7 jours dans le protocole précédent) ont été exposées à 1-20 µM de CLD 

pendant 5 jours consécutifs, avant d'être fixées et traitées pour immuno-détection de la TH 

et comptage cellulaire. Comme nous le rapportons avec des cultures de mésencéphale de 7 

jours, nous avons constaté que les neurones dopaminergiques dégénéraient en fonction des 

concentrations croissantes de CLD après un traitement chronique de 5 jours avec le 

pesticide. L’EC50 caractérisant la perte des cellules dopaminergiques est de 10 µM dans ces 

conditions, ce qui est relativement similaire à ce que nous rapportons avec des cultures plus 

jeunes. A noter que les neurones TH+ présentent les mêmes anomalies morphologiques 

que celles observées dans des cultures moins matures. 

 

3- La neurodégénérescence induite par la CLD est précédée d'une émission de 

ROS et d'une chute de potentiel mitochondrial (ΔΨm) 

À l'aide d’une sonde fluorogénique, le DHR-123, nous avons montré que les espèces 

réactives de l’oxygène (ROS) étaient anormalement augmentées dans une fraction 

significative des neurones de mésencéphale deux jours après exposition des cultures à 15 
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µM de CLD. Généralement, les neurones produisant des ROS sont identifiables en 

contraste de phase, car présentant des corps cellulaires gonflés. Comme prévu, le signal 

fluorescent du DHR-123 est également augmenté dans les cellules neuronales des cultures 

de mésencéphale exposées pendant 2 heures à une concentration de 250 µM de H2O2. La 

production neuronale de ROS dans les cultures traitées au CLD est aussi associée à une 

chute du potentiel mitochondrial (ΔΨm), estimé simultanément dans les mêmes cultures 

par une réduction de la fluorescence émise par le TMRM, une sonde fluorogénique qui 

s'accumule dans les mitochondries actives, ayant un potentiel de membrane normal 

(Gerencser et al., 2012). La diminution de la fluorescence du TMRM est aussi observée dans 

les neurones producteurs de ROS dans les cultures traitées au H2O2. Comme prévu, le signal 

fluorescent TMRM est également fortement diminué par un traitement transitoire avec 1 

µM de FCCP, un agent découplant de la phosphorylation oxydative mitochondriale qui 

conduit la mort neuronale en causant une chute du ΔΨm. Cependant, les ROS ne sont pas 

plus élevés lors d’un traitement avec le FCCP dans les conditions présentes. 

 

4- Les neurones DA traités au CLD peuvent être-t-ils potentiellement protégés ? 

Ensuite, nous avons testé si des composés rapportés comme efficaces pour limiter les 

effets du stress oxydatif et prévenir la mort neuronale qui s’ensuit [Lavaur et al, 2017], 

pouvaient protéger les neurones dopaminergiques traités au CLD. Nous avons constaté que 

l'inhibiteur de la peroxydation lipidique, le Trolox-C (10 µM), le chélateur du fer, la 

desferrioxamine (10 µM) et le bloqueur des récepteurs glutamate NMDA (2 µM) étaient 

tous incapables de protéger les neurones dopaminergiques soumis à une exposition de 5 

jours, à 10 µM CLD. Nous avons également utilisé une supplémentation du milieu de 

culture avec 50 mM de glucose additionnel [le Neurobasal-A contient 25 mM dans sa 

formulation de base] pour potentiellement stimuler le flux glycolytique dans les neurones 

intoxiqués par le CLD qui ont une fonction mitochondriale altérée. Ce traitement semble 

également inefficace vis-à-vis du CLD alors qu’il l’est vis-à-vis de certaines toxines 

mitochondriales [Lannuzel et al, 2003]. 
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5- Le CLD n'augmente pas le potentiel neurotoxique d’une toxine mitochondriale, 

l'annonacine 

Étant donné le déficit mitochondrial engendré par le CLD, nous avons cherché à 

déterminer si ce composé pouvait potentialiser les effets de l'annonacine, un inhibiteur du 

complexe I de la mitochondrie, qui est également un inducteur potentiel de parkinsonisme 

neurodégénératif (Lannuzel et al., 2008). Nous avons confirmé nos observations initiales en 

montrant qu'une exposition de 5 jours à de l'annonacine provoque une perte importante 

des neurones dopaminergiques ; l’EC50 correspondante a été estimée à 30 nM. Nous avons 

établi, cependant, que les effets neurotoxiques de l'annonacine (10-50 nM) n'étaient pas 

aggravés par 5 µM de CLD, c’est-à-dire une concentration du pesticide n'ayant pas ou que 

peu d’effet neurotoxique pour les neurones dopaminergiques dans nos conditions 

expérimentales. 

 

6- Le CLD stimule l'expression de p-tau mais pas de p--Syn dans les neurones DA 

Nous avons ensuite évalué la capacité du CLD à stimuler l'expression de p-tau dans les 

neurones dopaminergiques survivants, en utilisant l'anticorps AT8 qui détecte les résidus 

Ser 202 et Thr 205 anormalement phosphorylés de la protéine tau [Takeda et al, 2015]. Pour 

cela, des cultures de mésencéphale 7 jours, exposées à 10 et 15 µM de CLD pendant 5 jours 

ont été fixées pour réaliser l'immuno-détection de p-tau et de la TH. Nos résultats montrent 

que l'immunosignal AT8 est augmenté dans une proportion significative de neurones 

dopaminergiques (somas + neurites) demeurant dans les cultures après une exposition 

chronique de 5 jours consécutifs, à 10 et 15 µM de CLD. L'immunosignal AT8 est 

également augmenté dans un certain pourcentage des neurones non-dopaminergiques. 

Dans les cultures témoins, l'immunosignal AT8 est faible ou absent des corps cellulaires et 

des neurites des neurones dopaminergiques ou non-dopaminergiques. 

En parallèle, nous avons évalué l'expression de p- -Syn dans les neurones 

dopaminergiques survivant à une exposition de 5 jours à 10 et 15 µM de CLD, en utilisant, 

un anticorps qui identifie la forme pathologique d’αSyn qui est phosphorylé sur son résidu 

Serine 129 quand elle s’agrège (Fujiwara et al., 2002; Tourville et al., 2022). Contrairement à 

p-tau, le signal p- -Syn n'est pas augmenté dans les somas et les neurites des neurones 

dopaminergiques après traitement au CLD. L'efficacité de notre anticorps p- -Syn pour 
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détecter la présence d'agrégats p- -Syn (p-Sa) n'est pas discutable, car des inclusions p-

 -Syn positives sont détectables dans des cultures de mésencéphale de 7 jours, exposées 

pendant les 5 jours qui suivent, à 7µg/ml de fibrilles d’ -Syn recombinante humaine. Dans 

ces conditions de traitement, environ 13% des somas de cellules TH+ contiennent des 

agrégats d’ -Syn. La p- -Syn est aussi présente dans les neurites des neurones 

dopaminergiques. 

 

7- Le CLD est hautement toxique pour les cellules gliales mais ne génère pas de 

réponse neuroinflammatoire 

Ensuite, nous avons évalué le potentiel toxique et pro-inflammatoire du CLD à l'aide de 

cultures de microglies et d’astrocytes maintenues dans le même milieu de culture que les 

cultures de mésencéphale, c’est-à-dire du milieu conditionné par des astrocytes (ACM). 

Nous avons constaté qu'une exposition d'un jour au CLD était suffisante pour générer une 

perte massive de cellules microgliales CD45+ dans une gamme de concentrations comprises 

entre 10 et 15 µM, c'est-à-dire des concentrations qui sont également nocives pour les 

neurones dopaminergiques, mais après des périodes d'incubation plus longues. Le CLD n'a 

cependant aucun impact significatif sur les cellules microgliales lorsqu'il est utilisé à 5 µM. 

Lorsqu'elles exposées à des concentrations subtoxiques de CLD (< 5 µM), les cellules 

microgliales n'ont pas la capacité de libérer du TNF-, ce qui signifie que l'exposition au 

pesticide ne provoque pas de réponse pro-inflammatoire chez ces cellules. Dans les mêmes 

conditions expérimentales, l'agoniste du récepteur Toll-like-2 (TLR2), le PAM3CSK4 (0,1 

µg/mL) stimule la libération de TNF-α par un mécanisme qui comme attendu est inhibé 

par 2,5 µM de l'anti-inflammatoire dexaméthasone.  

Le CLD est globalement beaucoup moins toxique pour les astrocytes GFAP+ que pour 

les cellules microgliales dans le même contexte expérimental. Une perte significative mais 

partielle du nombre d’astrocytes est uniquement observée à 15 µM. Lors de l'exposition au 

CLD (1-15 µM), les astrocytes ne libèrent pas non plus de TNF- ce qui suggère que le 

pesticide ne promeut pas leur activation. Comme prévu, les astrocytes répondent à une 

stimulation par 0,1 µg/mL PAM3CSK4, en libérant du TNF- et cet effet est prévenu par 

de la dexaméthasone. 

 



 

 92 

8- Une exposition chronique au CLD favorise la perte de cellules DA chez le 

nématode C. elegans 

Ensuite, nous avons souhaité aborder la question de la neurotoxicité du CLD vis-à-vis 

des neurones dopaminergiques, en utilisant comme animal modèle, le nématode C elegans. 

Plus précisément, nous avons utilisé une lignée transgénique de nématodes C elegans 

exprimant le système rapporteur GFP dans les neurones dopaminergiques, qui comprend 

chez cet animal deux paires de neurones céphaliques (CEP) et une paire de neurones au 

niveau des deirides antérieures (ADE) au niveau de la tête ainsi qu’une paire de neurones 

au niveau des deirides postérieures (PDE) (Nass et al., 2002; Dominguez-Meijide et al., 

2021). Plus précisément, nous avons exposé de jeunes animaux adultes synchronisés (3 

jours après l'éclosion) à diverses concentrations de CLD (5, 10, 15, 30 µM) pendant trois 

ou six jours. Profitant de la transparence de C. elegans, nous avons pu estimer le processus 

neurodégénératif affectant les neurones dopaminergiques par une simple observation au 

microscope à fluorescence, sans effectuer d’immuno-détection de la TH. 

Chez les nématodes C. elegans exposés à 5 µM de CLD, nous n'avons détecté aucune 

lésion significative du système dopaminergique, quel que soit le temps d'exposition. 

Lorsque les nématodes C elegans sont exposés à 10 µM de CLD, une perte modérée, mais 

significative des neurones dopaminergiques CEP, ADE et PDE est observable, mais 

uniquement avec une durée d'exposition de six jours. Lorsque la concentration de CLD est 

portée à 15 µM, une exposition de 3 jours est suffisante pour générer une perte neuronale 

au sein des trois populations de neurones dopaminergiques. Cette perte est encore amplifiée 

si l'exposition à 15 µM de CLD est prolongée de trois jours. Plus précisément, nous avons 

estimé que dans ces conditions, les populations de neurones dopaminergiques CEP, ADE 

et PDE étaient réduites d’environ 25 %, 45 % et 50 %, respectivement. La perte de cellules 

dopaminergiques est encore aggravée chez les animaux C elegans exposés à 30 µM de CLD 

pendant trois ou six jours. 

Chez les animaux traités au CLD, nous avons également estimé de manière comparative 

la perte des corps cellulaires et des dendrites dans la population des neurones 

dopaminergiques céphaliques. Nous avons établi que la perte des dendrites était 

comparativement toujours plus sévère que la perte de corps cellulaires dans cette population 

de neurones dopaminergiques exposée au CLD, suggérant que le déficit de fonction 

précède la perte du corps cellulaire chez ces neurones. En particulier, nous avons constaté 
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que 48 % des somas des neurones dopaminergiques céphaliques et 90 % des dendrites 

correspondantes étaient perdus chez les vers C elegans exposés à 15 µM de CLD pendant 6 

jours. Sur la base de cet ensemble de données, une concentration de 15 µM de CLD a été 

utilisée dans les expériences ultérieures effectuées chez le nématode C elegans. 

 

9- Les nématodes C elegans exposés au CLD présentent des déficits de 

comportement locomoteur qui sont dus à des altérations de la perception de la 

nourriture. 

Nous avons souhaité évaluer le dysfonctionnement dopaminergique chez les vers C. 

elegans traités par CLD. Pour cela, nous avons exposé des animaux C. elegans pendant 3 jours 

à 15 µM de CLD et mesuré leur capacité à ralentir lorsqu'ils sont mis en présence de 

nourriture, c’est-à-dire des bactéries (test « Basal Slowing Response » ou BSR). 

Dans la lignée contrôleGFP, nous avons observé que 15 µM de CLD abolissent le BSR, 

entraînant ainsi une absence de ralentissement des vers en présence de bactéries. Le déficit 

de BSR est évité lorsque les nématodes exposés au CLD, sont traités avec 1 mM de L-

DOPA, le précurseur immédiat de la dopamine. Comme prévu, la L-DOPA permet aussi 

de restaurer un comportement dopaminergique normal chez les vers mutants cat-2 (e1112) 

déficients en TH et par conséquent privés de DA. Cette observation confirme que notre 

test BSR détecte spécifiquement des changements de comportements dopaminergiques 

chez cet animal. 

Enfin, nous avons également testé l'impact du CLD chez une souche dat-1 (ok157) 

dépourvue de transporteur dopaminergique, car ce système de transport pourrait 

éventuellement faciliter l'accumulation de CLD dans les neurones dopaminergiques comme 

il le fait pour d'autres toxines dopaminergiques. Ce n'est pas le cas ici, cependant, car le BSR 

reste anormal chez les vers mutants dat-1 (ok157) exposés à 15 µM de CLD. Comme prévu, 

cependant, L-DOPA restaure un BSR normal chez les vers dat-1 (ok157) exposés au CLD. 

 

10- L'exposition au CLD favorise la phosphorylation pathologique de tau dans une 

lignée transgénique de C. elegans exprimant l'isoforme 1N4R de la protéine 

humaine 

Pour tester la possibilité que l'exposition au CLD puisse également favoriser la 

phosphorylation pathologique de tau, nous avons utilisé une lignée transgénique de C. 



 

 94 

elegans qui exprime de manière pan-neuronale, l'isoforme 1N4R de la protéine tau humaine 

(Kraemer et al., 2003). Plus précisément, des animaux synchronisés portant le transgène tau 

ont été incubés avec 15 µM de CLD pendant trois jours, puis traités pour réaliser l'immuno-

détection de tau total et de tau phosphorylé, en utilisant respectivement les anticorps BR19 

et AT8 (Brion et al., 1991; Mercken et al., 1992). Nous avons plus spécifiquement analysé 

les immuno-signaux de tau dans les cellules neuronales situées dans l'anneau nerveux 

antérieur et les ganglions associés. Comme prévu, l'examen visuel d'échantillons d’animaux 

immuno-marqués confirme que le transgène tau est exprimé de manière robuste chez les 

animaux témoins et ceux traités par du CLD. Cependant, l'immuno-marquage tau total fait 

apparaître que les somas des cellules neuronales ont un volume réduit chez les C. elegans 

exposés au CLD. De manière intéressante, alors que l'immuno-signal p-tau est faible dans 

les neurones des vers non traités, il est élevé chez les animaux traités au CLD. L'évaluation 

quantitative a démontré que l'immuno-signal p-tau était augmenté d'environ 3,5 fois dans 

les neurones de l'anneau nerveux antérieur chez les animaux traités par 15 µM de CLD 

pendant 3 jours. 

 

11. Les systèmes de neurotransmetteurs neuronaux cholinergiques et 

sérotoninergiques sont également affectés par l'exposition au CLD chez les vers C. 

elegans 

Pour étudier si d'autres systèmes de neurotransmetteurs étaient éventuellement affectés 

au cours de l'intoxication au CLD, nous avons utilisé des lignées transgéniques C elegans 

exprimant la protéine reportrice GFP dans les systèmes cholinergiques (LX929) ou 

sérotoninergiques (SK4013) (Clark and Chiu, 2003; Zlotkowski et al., 2013). Précisément, 

de jeunes vers adultes synchronisés des deux génotypes ont été exposés pendant 3 jours à 

15 µM de CLD avant d'être traités pour des comptages cellulaires et des analyses 

morphologiques. Dans la lignée transgénique LX929 exposée à 15 µM de CLD, nous avons 

constaté qu'il y avait une perte significative de motoneurones cholinergiques situés dans le 

cordon nerveux ventral. Le comptage des cellules a révélé qu'environ 33 % des somas des 

cellules cholinergiques étaient perdus dans cette zone chez les vers traités au CLD. Dans la 

lignée transgénique SK4013, nous avons évalué le processus dégénératif affectant la 

population de neurones sérotoninergiques situés dans la tête. Après exposition au CLD, la 

perte de corps cellulaires sérotoninergiques de la tête était relativement modeste, car ne 
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dépassant pas 9%. Pourtant, 47 % de ces somas perdent leurs dendrites dans ces conditions. 

 

III.A.4. Conclusion - synthèse  

En résumé, dans les deux modèles, nous avons observé la capacité du CLD à 

engendrer une neurotoxicité et une hyper phosphorylation de la protéine tau. Dans le 

modèle cellulaire, nous avons établi que la dépolarisation mitochondriale et la montée du 

stress oxydatif intracellulaire précédaient la neurodégénérescence induite par le CLD.  

L’ensemble des résultats pourrait potentiellement contribuer à l’hypothèse sur 

l’origine environnementale des formes de syndromes parkinsoniens atypiques 

guadeloupéens où la dégénérescence des cellules dopaminergiques est associée à un 

processus dégénératif pathologique tau-dépendant.  
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III.A.5. Article n°1 

The organochlorine pesticide chlordecone promotes parkinsonism-like 
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organochlorine pesticide; PD, Parkinson’s disease; PFA, paraformaldehyde; PBS, 

phosphate-buffered saline; PEI, polyethylenimine; ROS, reactive oxygen species; TH, 

tyrosine hydroxylase; TMRM, tetramethyl rhodamine methyl ester; TNF-α, tumor 

necrosis factor alpha. 

ABSTRACT 

Chlordecone (CLD) is an organochlorine pesticide (OCP) that is currently banned but 

still contaminates ecosystems in the French Caribbean. Because OCPs are known to 

increase the risk of Parkinson’s disease (PD), we tested whether chronic low-level 

intoxication with CLD could reproduce certain key characteristics of Parkinsonism-like 

neurodegeneration. We used culture systems of mouse midbrain dopamine (DA) 

neurons and glial cells together with the nematode C. elegans as an in vivo model 

organism. We established that CLD kills cultured DA neurons in a concentration- and 

time-dependent manner while exerting no direct proinflammatory effects on glial cells. 

DA cell loss was not impacted by the degree of maturation of the culture. The use of 

fluorogenic probes revealed that CLD neurotoxicity probably resulted from oxidative 

stress-mediated insults and mitochondrial disturbances. In C. elegans worms, CLD 

exposure caused a progressive loss of DA neurons associated with locomotor deficits 

secondary to alterations in food perception. L-DOPA, a molecule used for PD treatment, 

restored these deficits. Cholinergic and serotoninergic neuronal cells were also affected 

by CLD in C. elegans, although to a lesser extent than DA neurons. Noticeably, CLD 

also promoted the phosphorylation of the aggregation-prone protein tau (but not of -

synuclein) both in midbrain cell cultures and in a transgenic C. elegans strain expressing 

a human form of tau in neurons. In summary, our data suggest that CLD is more likely 
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to promote atypical forms of parkinsonism characterized by tau pathology than classical 

synucleinopathy-associated PD. 

 

Keywords: C. elegans, Cell culture systems, Chlordecone, Dopamine neurons, 

Neurodegeneration, Parkinsonism, Tauopathy 

 

 

1. Introduction 

Due to the high parasite pressure promoted by the tropical climate, various categories 

of pesticides have been used in the French Caribbean islands of Guadeloupe and 

Martinique. Among them, the organochloride pesticide (OCP) chlordecone (CLD) was 

extensively employed from 1972 until 1993 for the control of the banana weevil, a major 

pest of banana plantations, before being banned because of its reported toxicity 

(Multigner et al., 2016). Although currently forbidden, CLD is still found in waterways 

and soils and consequently in food products of plant and animal origin, including 

seafood products. This explains why CLD is detectable in blood samples from a large 

proportion of the population in the French Caribbean Islands of Guadeloupe and 

Martinique (Dereumeaux et al., 2020; Multigner et al., 2016). 

In Guadeloupe, exposure to CLD has been recognized as a potential cause of a 

high frequency of prostate cancer (Multigner et al., 2016). In addition, epidemiological 

studies have shown a possible negative impact of prenatal exposure to CLD on cognitive 

and motor development during infancy (Boucher et al., 2013; Dallaire et al., 2012). In 

the United States, workers involved in CLD production developed severe neurological 
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symptoms including tremor, suggesting that CLD intoxication may also result in 

neuronal dysfunction and possibly contribute to neurodegeneration (Taylor, 1982; 

Taylor et al., 1978). When orally administered to mice, CLD appears to accumulate 

preferentially in specific brain areas, including the striatum and the medulla/pons, where 

it is also retained longer (Benet et al., 1985; Fujimori et al., 1982). Curiously, however, 

only a limited number of studies have addressed the question of low-grade chronic 

neurotoxic effects of CLD with cumulative exposure. This is particularly surprising in 

view of the fact that exposure to OCPs represents a major risk factor for Parkinson’s 

disease (PD) (Dardiotis et al., 2020; Elbaz et al., 2009; Jayaraj et al., 2016; Moisan et 

al., 2015), a disorder that is characterized primarily by the presence of intraneuronal 

protein inclusions termed Lewy bodies, which are composed mainly of α-synuclein (αS), 

and by a loss of dopamine (DA) neurons in the substantia nigra (SN), which causes 

progressive impairment of motor control. 

In Guadeloupe and Martinique, there is an overrepresentation of atypical forms 

of degenerative parkinsonism whose clinical manifestations are generally more severe 

than those of typical PD (Caparros-Lefebvre and Elbaz, 1999; Lannuzel et al., 2018, 

2007). Caribbean patients with atypical parkinsonism show motor symptoms resulting 

from lesions of the nigrostriatal dopaminergic system that are either not improved or 

only partially improved by treatment with L-DOPA and nonmotor neurological 

symptoms such as early cognitive alteration, hallucinations and dysautonomic 

symptoms (Cleret de Langavant et al., 2022; Lannuzel et al., 2007), which are indicative 

of cerebral lesions that extend well beyond the nigrostriatal dopaminergic system. 

Neuropathological examination of brains from atypical Parkinsonian Caribbean patients 



 

 100 

showed a loss of SN DA neurons together with hyperphosphorylated tau lesions, 

predominantly in the midbrain but also in other areas of the brain (Caparros-Lefebvre et 

al., 2002), suggesting that these Parkinsonian syndromes are in fact tauopathies with 

Parkinsonism. On the basis of experimental and clinical studies, we previously 

suggested that Annonaceae plant products consumed as food or beverages contributed 

to this neurological syndrome (German Federal Institute for Risk Assessment (BfR) et 

al., 2020; Lannuzel et al., 2008, 2003) through their content of the acetogenin annonacin, 

which promotes mitochondrial poisoning by the inhibition of complex I, a prominent 

causal factor for Parkinsonian neurodegeneration (González-Rodríguez et al., 2021). 

Until now, however, the possibility that CLD could also contribute to Caribbean 

degenerative Parkinsonism has not been addressed. 

Our present aim was therefore to characterize the toxicological profile of CLD using in 

vitro and in vivo model systems relevant to studying degenerative Parkinsonism. More 

specifically, we evaluated the neurotoxic profile of CLD in cultures of midbrain DA neurons 

(Rousseau et al., 2013; Tourville et al., 2022), and we tested its proinflammatory potential in 

culture systems of brain glial cells. In addition, we used the nematode Caenorhabditis elegans 

(C. elegans) as an experimental model organism to study both PD neurodegeneration and 

behavioral deficits (Bizat et al., 2021, 2010; Dexter et al., 2012; Dominguez-Meijide et al., 

2021; Gaeta et al., 2019; Hannan et al., 2016; Poehler et al., 2014). 
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2. Material and methods 

 

2.1.   Chlordecone treatments  

CLD (#N12291 or #45379; Sigma‒Aldrich) was dissolved in pure DMSO to obtain 

a 10 mM stock solution, which was then stored at -20°C until further use. When needed, 

CLD was further diluted to 500 µM using either astrocyte conditioned medium (ACM) 

or S-medium, i.e., the two media used for cell culture experiments and C. elegans 

studies, respectively. 

 

2.2.   In vitro studies 

2.2.1.  Pharmacological reagents for cell culture experiments 

The inhibitor of lipid peroxidation Trolox-C (#238813), the iron chelator 

deferoxamine (D9533), the NMDA glutamate receptor blocker MK-801 (M107), the 

anti-inflammatory drug dexamethasone (D4902), the antimitotic cytarabine (C6645) 

and the DA uptake inhibitor GBR12909 (D052) were all purchased from Sigma Aldrich 

(L’Isles d’Abeau Chesnes, France). The two fluorogenic dyes used to monitor oxidative 

stress and mitochondrial potential, dihydrorhodamine-123 (DHR-123; #D23806) and 

tetramethylrhodamine methyl ester (TMRM; #T668), were both obtained from 

ThermoFisher Scientific (Courtaboeuf, France). The TLR2 agonist PAM 3CSK3 (#tlrl-

pms) was purchased from Invivogen (San Diego, CA). To promote seeded S 

aggregation, we used commercially available fibril seeds of recombinant human S 

(ab218819; Abcam, Cambridge, UK). 
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2.2.2. Animal experimental procedures 

Mice were housed, handled, and cared for in strict accordance with the European 

Union Council Directives (2010/63/EU). Experimental procedures were approved by 

the Committee on the Ethics of Animal Experiments Charles Darwin No 5. 

 

2.2.3. Midbrain cell cultures 

Midbrain cultures were produced using gestational day 13.5 embryos from Swiss 

mice (Janvier LABS; Le Genest St Isle, France) following previously reported technical 

procedures with some modifications (Tourville et al., 2022). After the sacrifice of 

pregnant mice by CO2 inhalation followed by decapitation, embryos were collected from 

the two uterine horns, and the midbrains were dissected under a Nikon SMZ800 

stereomicroscope using Moria #7 microsurgery forceps (Antony, France). After careful 

removal of the meninges, tissue pieces were collected in a 15 mL sterile polypropylene 

conical tube containing 2 mL of Leibovitz L15 culture medium (Sigma Aldrich). Then, 

to facilitate brain tissue dissociation, tissue samples were incubated at 37°C with 2 mL 

of a phenol red solution containing 0.05% trypsin and 0.02% EDTA (#25300; 

ThermoFisher Scientific). After 20 min of incubation, the trypsin solution was 

neutralized by the addition of 2 mL of Dulbecco's Modified Eagle Medium (Thermo 

Fisher Scientific) supplemented with 10% FCS (Biowest LLC, Les Ulis, France). Tissue 

pieces were then recovered in 2 mL of L15 medium and dissociated by repeated 

pipetting (8-10 strokes) using a Gilson pipette fitted with a sterile polypropylene blue 

tip with no filter (StarLab France, Orsay). L15 medium was then added to bring the total 

volume to 8 mL, and cells in the suspension were mixed by double inversion of the test 
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tube. Tissue pieces that remained undissociated and cellular debris were then allowed to 

settle for 30 min, and 6.5 mL of the resulting supernatant of dissociated cells in 

suspension was transferred to another sterile polypropylene conical tube, while the 

remaining pellet was subjected to another round of trituration. The supernatants were 

combined for centrifugation at 1300 rpm for 5 min at 4°C, and the dissociated cells were 

gently resuspended in 2 mL L15 medium before plating. The dissociated cells in 

suspension were seeded at a density of 40-60 × 103 cells/cm2 onto either Ibidi µ-slide 8-

well glass bottom (CliniSciences, Nanterre, France) or Nunc 48-well multiwell plates 

(Roskilde, Denmark) precoated with 1 mg/mL polyethylenimine (PEI; P3143; Sigma 

Aldrich) dissolved in a pH = 8.3 borate buffer (Sepulveda-Diaz et al., 2016). 

The cultures were initially maintained in Neurobasal-A medium (#10888022; 

Thermo Fisher Scientific) supplemented with B27 supplement minus antioxidants 

(#10889038; Thermo Fisher Scientific), an N2 mix (#17502048; Thermo Fisher 

Scientific), a cocktail of penicillin/streptomycin, and 1% fetal calf serum (FCS; Biowest 

LLC). Two and eighteen hours after plating, Ara-C was added to the cultures at a 

concentration of 0.8 µM to halt glial cell proliferation. On day 4 in vitro (DIV), the 

plating medium was completely removed and replaced by astrocyte-conditioned 

medium (ACM), prepared as described previously (Tourville et al., 2022). These 

cultures contained 2-3% tyrosine hydroxylase (TH)-positive neurons with a 

dopaminergic neurotransmitter phenotype (Traver et al., 2006). 
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2.2.4. Glial cell cultures 

Pure microglial cell cultures were obtained as previously described using a 

technique that relies on the preferential adhesion of microglial cells to PEI (Ferreira et 

al., 2021; Sepulveda-Diaz et al., 2016). Briefly, brains from postnatal day 1 C57BL/6J 

mouse pups (Janvier LABS) were removed by dissection, and meninges were stripped 

away, after which the brain tissue samples were dissociated by repeated pipetting in L15 

Leibovitz medium. After two rounds of trituration, the supernatant containing the 

dissociated cells was centrifuged at 1000 rpm for 5 min at 4°C. The resulting pellet was 

suspended in DMEM supplemented with 10% heat-inactivated FCS and 1% 

penicillin/streptomycin solution (defined as complete medium). A cell suspension 

resulting from the trituration of two mouse brains was plated in PEI-coated Corning T-

75 culture flasks (Sigma‒Aldrich) containing complete medium. The cultures were 

washed once with complete medium after 2 days in vitro, and the microglial cells were 

then maintained at 37°C in a humidified atmosphere with 5% CO2 without any other 

culture medium change until the completion of microglial cell isolation, which was 

generally observed 14-16 days after plating under these conditions. The average yield 

ranged from 4 to 5.106 CD45+ microglial cells/T-75 culture flask with this protocol. 

Pure astrocyte cultures were obtained using a general procedure similar to that 

used for microglial cells. The isolation of astrocytes, however, required the use of 

laminin (1 µg/ml; Sigma Aldrich) dissolved in distilled water as a coating and 

DMEM/F-12 nutrient mixture (#21331; Thermo Fisher Scientific) supplemented with 

10% FCS and 1% of an antibiotic cocktail as isolation medium. In addition, cultured 

cells were treated twice a week with clodronate liposomes (3 μg/ml; Liposoma BV, 
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Netherlands) to eliminate residual microglial cells. A monolayer of glial fibrillary acidic 

protein (GFAP)-positive astrocytes was generally obtained after 12-14 days of 

cultivation. 

After isolation, microglial cells and astrocytes were dislodged from culture flasks 

by mild trypsinization (5-6 min) to produce subcultures. In both model systems, we used 

the TLR2 agonist PAM3CSK3 as a reference inflammogen (Dos-Santos-Pereira et al., 

2018). 

 

2.2.5. TNF-α measurement 

Tumor necrosis factor alpha (TNF-α) was quantified using an ELISA Kit 

(BMS607-3TEN, Thermo Fisher Scientific). Briefly, the culture medium used to 

maintain glial cells was removed 24 hours after initiation of the test treatments and then 

frozen at -20°C for subsequent analysis. TNF-α was measured according to the 

manufacturer’s instructions using aliquots (50 μL) of undiluted samples. Sample 

absorbance was read at 450 nm using a SpectraMax M4 spectrophotometer (Molecular 

Devices, Sunnyvale, CA). ELISA standard curves were generated using a four-

parameter logistic curve model (GraphPad Prism 8, GraphPad Software; San Diego, 

CA). 

 

2.2.6. Immunodetection protocols for cell culture 

Cultures were fixed for 12 min at room temperature with 3.7% formaldehyde 

diluted in Dulbecco′s phosphate buffered saline (PBS) and then washed twice with PBS 

and incubated with primary antibodies for 24-48 hours at 4°C. The primary antibodies 
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used for the cell culture protocols are listed in Table 1. Antibodies were prediluted in 

0.2% Triton X-100 except  for CD45, which was diluted in PBS only. We used anti-

mouse/rabbit IgG (H+L) or anti-chicken IgY (H+L) conjugated to Alexa Fluor 

fluorescent dyes as secondary antibodies (Thermo Fisher Scientific). 

 

Table 1. List and details of primary antibodies 

Primary antibodies Host 
Working 

dilution 
Source Identifier 

anti-TH [LNC1] Mouse 1:2500 ImmunoStar #22941 

anti-TH Chicken 1:1000 Abcam #ab76442 

anti p-S202/pT205 Tau [AT8] Mouse 1:500 ThermoFisher Scientific #MN1020 

Anti-Tau [EP2456Y]* Rabbit 1:200 Abcam #ab76128 

anti-p-S129 αS [EP1536Y] Rabbit 1:2500 Abcam #ab51253 

anti-CD45 (conjugated to BB515) Rat 1:100 BD BioSciences #564590 

anti-GFAP Chicken 1:1000 Sigma‒Aldrich #AB5541 

* Used only for C. elegans studies 

 

2.2.8. Cell counting in culture 

For cell counting operations in culture, we used a Nikon TE 2000 inverted 

microscope (Champigny-sur-Marne, France) equipped with an ORCA-ER digital 

camera and HCimage Imaging software (Hamamatsu Photonics, Massy, France). The 

number of TH+ neurons was estimated by visually inspecting 10-15 visual fields that 

were randomly selected for each treatment condition with a 10x objective. The 

percentages of TH+ somas with elevated p-Tau (AT8) immunostaining or with αS 

aggregates (αSa) were determined with a 20x objective by counting 10-15 visual fields 

randomly chosen in each culture well for each treatment condition (Tourville et al., 

2022). 
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2.2.9. Tritiated-DA uptake 

The uptake of tritiated DA was performed to evaluate the functional integrity and 

synaptic function of DA neurons as described (Rousseau et al., 2013). Briefly, 

treatments were terminated by culture medium removal, and cells were incubated at 

37°C in PBS-glucose (5 mM) containing 25 nM [3H]-DA (NET673; 40 Ci/mmol; 

PerkinElmer, Courtaboeuf, France). After 15 min, the supernatant containing the excess 

radiochemical was discarded, and cultured cells were washed twice with PBS glucose 

before a lysis step with 1% Triton-X 100 in distilled water. Cell lysates were finally 

recovered in 2 mL of Econofluor-2 (#6NE9699; PerkinElmer), and the radioactivity 

retained by DA neurons was quantified by liquid scintillation spectrometry using a Tri-

Carb 4910TR counter (PerkinElmer). 

 

2.2.10.  Measurement of ROS and ΔΨm 

The ACM used for cell culture maintenance during treatments was removed and 

replaced by PBS supplemented with glucose (5 mM). Thereafter, cultures were exposed 

sequentially to the mitoprobe TMRM (ab228569; Abcam, Cambridge, UK) at 50 nM 

and the ROS indicator DHR-123 (D23806; Thermo Fisher Scientific, Courtaboeuf, 

France) at 25 µM (Joshi et al., 2016; Rousseau et al., 2013). After 30 min of incubation, 

the cultures were washed thoroughly to remove the excess fluorescent dyes and then 

reincubated in PBS glucose containing the test treatments before imaging. As reference 

treatments, we used H2O2 (250 µM) to stimulate ROS production and the uncoupler of 

oxidative phosphorylation carbonyl cyanide-p-trifluoromethoxyphenylhydrazone 
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(FCCP; 1 µM) to stimulate mitochondrial depolarization. H2O2 and FCCP were added 2 

hours and 10 min before the addition of fluorogenic probes, respectively. Note that 

FCCP remained present during all steps of the imaging protocol. For each culture 

condition, fluorescent images from at least 5 randomly chosen fields were acquired with 

a 40x fluorescence objective using a Nikon TE 2000 inverted microscope equipped as 

described before. The excitation and emission wavelengths for DHR-123 were 490 nm 

and 525 nm, respectively. For TMRM, the corresponding values were 548 nm and 575 

nm, respectively. The results are expressed as the percentage of change in fluorescence 

intensity relative to the baseline in control cultures. The open-source software FIJI 

(Schindelin et al., 2012) was used to quantify the fluorescent signals. 

 

2.3. In vivo studies  

 

2.3.1. C. elegans lines 

We used the Bristol N2 strain as a control line. As reference lines, we used loss-

of-function mutant strains deficient in genes orthologous to TH (cat-2; e1112) (Lints 

and Emmons, 1999) and the presynaptic DA transporter (DAT) (dat-1; ok157) (Nass et 

al., 2002). To monitor neurodegenerative changes, we used transgenic lines expressing 

the GFP fluorescent reporter in dopaminergic neurons, which was termed controlGFP in 

this study (dat-1p::gfp; pNB30) (Dominguez-Meijide et al., 2021), and serotoninergic 

(tph-1p::gfp; zdls13IV; SK4013) and cholinergic (unc-17p::gfp; vsIs48, LX929) 

neuronal systems (from the Caenorhabditis Genetics Center, University of Minnesota, 

St. Paul, MN). We also used the tau transgenic line (aex-3p::hTau; CK144) with 
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panneuronal expression of the human wild-type 1N4R tau isoform. This line was a 

generous gift from BC Kraemer (University of Washington, Seattle, WA 98104, USA) 

(Kraemer et al., 2003). 

 

2.3.2. Growth and maintenance of C. elegans strains 

Worms were generally maintained in Petri dishes using solid nematode growth 

medium (NGM) seeded with the OP50 strain of E. coli as previously described (Brenner, 

1974). Synchronized worms were prepared with the standard bleach method (Stiernagle, 

2006). Briefly, gravid adults were lysed with a bleaching solution (NaOH 500 mM; 

bleach 1%) to isolate the embryos, which were then hatched on a medium to prevent 

development and thereby obtain a synchronized population. 

 

2.3.3. C. elegans liquid culture and treatments 

Synchronized first larval stage (L1) worms were initially grown in solid NGM 

Petri dish medium for 3 days at 20°C without any test treatment to prevent potential 

interference with normal development. Dishes were then washed with M9 medium, and 

worms recovered by sedimentation were resuspended in S-medium containing 

ampicillin (50 ng/mL) (A9393, Sigma Aldrich), nystatin (40 µM) (N6261, Sigma 

Aldrich) and the E. coli OP50 strain (Caenorhabditis Genetics Center; Univ Minesota, 

Min) as a food source, as previously described (Couillault and Ewbank, 2002; 

Stiernagle, 2006). Nematodes in suspension were transferred to 48-well multiwell plates 

at a final concentration of 1 worm/µl in the presence of the thymidylate synthase 

inhibitor 5-fluoro-2-deoxyuridine (#F0503; Sigma Aldrich) to prevent the hatching and 
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growth of new worms. For the evaluation of test treatments, multiwell plates were 

inserted in a clear plastic box humidified with damp paper and maintained at 20°C under 

continuous agitation (150 rpm). 

 

2.3.4. Quantification of the survival of C. elegans neuronal cell populations 

Worms were fixed in PBS with 4% paraformaldehyde (PFA) before mounting on 

glass slides for visual inspection under a Leica DM2000 LED microscope equipped with 

a 60x oil immersion objective. The impact of treatments on neuronal survival was 

measured by visually quantifying the neuronal soma and, when specified, dendrites of 

GPF-tagged populations of neuronal cells. Quantitative data were obtained by analyzing 

30 worms per experimental condition, and experiments were carried out in triplicate. 

Specifically, we quantified the number of dopaminergic somas in the head (CEP, ADE) 

and body (PDE). We also estimated dendrite integrity from CEP neurons. NSM and 

ADF serotonergic neurons and their dendrites were also counted in the head of the 

worms. The numbers of cholinergic neurons were estimated in the ventral cord of the 

worms. Whole-animal images were acquired for living worms using an epifluorescence 

AZ100M Nikon macroscope. Images of neuronal cells and their dendrites were acquired 

using a Zeiss Apotome.2 imaging system (Zeiss, Rueil Malmaison, France) or an 

inverted Leica TCS SP8 confocal microscope (Leica, Nanterre, France) using a x63 oil 

immersion objective. 

 

2.3.5. Immunostaining of C. elegans samples 
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After the termination of treatments, worms were immunostained using a variation 

of the freeze-crack method from Albertson and colleagues (Albertson, 1984). Briefly, 

worms were positioned on poly-L-lysine-coated Superfrost microscope slides (Fisher 

Scientific) previously incubated with a drop of poly-L-lysine (Sigma‒Aldrich) for 15 

min at 60°C. The worms were then permeabilized by cutting the bodies in half with a 

25 G needle, and a coverslip was set on top of the worms before placing the slide on dry 

ice. The coverslip was removed to physically pull the cuticle, and fixation was 

performed with a solution of 4% PFA diluted in methanol. Then, samples were washed 

once with PBS containing 1% Triton X-100 (PBS-T) and incubated overnight at 4°C 

with 50 µl of the primary anti-total tau or anti-p-tau antibody (Table 1) diluted in a 

blocking solution. After washing with PBS-T, the worms were incubated in a solution 

containing the secondary antibody for 2 hours at RT. Slides were mounted with 8 µl of 

antifade gold (Life Technologies) and stored at 4°C until analysis. 

 

2.3.6. Quantification of immunosignal intensity 

Image sections of worm heads or bodies were acquired with a Leica TCS SP8 

confocal microscope using a x63 oil immersion objective. Stacks of 30 images were 

acquired per worm using a 0.25 µm Z step size. The intensity of the p-tau immunosignal 

in neurons from the region of interest (ROI) was quantified using FIJI software 

(Schindelin et al., 2012). 

 

2.3.7. Behavioral analysis 
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To evaluate the integrity and function of dopaminergic neurons, we used the basal 

slowing response (BSR) method (Sawin et al., 2000). Upon the completion of test 

treatments, worms were washed with M9 medium and transferred to new culture plates 

seeded with or without bacteria. To evaluate the effects of L-DOPA, 5 mM L-DOPA 

(Sigma‒Aldrich) was added to seeded plates 3 hours before testing. Worm movements 

were monitored on short movies (1 min, 7 fps) acquired with an AZ100M Nikon 

microscope. Crawling velocity was measured by tracking the worms with Imaris cell 

imaging software from Oxford Instruments (Abingdon, Oxfordshire). Quantitative data 

for behavioral assays were derived from three independent experiments, each with 30 

worms analyzed per experimental condition. 

 

2.4.   Statistical analysis 

Data are presented as the mean ± SEM. For cell culture experiments, data values 

were obtained from three independent sets of experiments. For C. elegans experimental 

studies, each data point was derived from at least three independent experiments, except 

when noted. Data were generally analyzed by one-way analysis of variance followed by 

post hoc tests. For all comparisons against a single group, we used Dunnett’s test, and 

for all pairwise comparisons, we used Student–Newman–Keuls (SNK) or Tukey’s test. 

The two-tailed unpaired t test was used when comparing mean values from two 

independent groups. Statistical analysis was performed with GraphPad 9.0 software. 

 

3. Results 
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3.1. CLD promotes concentration- and time-dependent dopaminergic cell loss in 

mouse midbrain cultures 

We initially monitored the kinetics of CLD-induced DA cell death using DIV 7 

midbrain cultures treated with the pesticide for different time periods. Specifically, we 

measured the survival of DA (TH+) neurons in midbrain cultures after 1, 3 or 5 days of 

exposure to 10 or 15 µM CLD (Figure 1a). We established that DA neurons died 

progressively over the 5-day exposure to CLD. If TH+ cell loss was generally not 

detectable after 1 day of intoxication with either 10 or 15 µM CLD, a significant number 

of TH+ cells was lost after 3 days of exposure to both concentrations. DA cell loss was 

maximal 2 days later, i.e., after 5 days of CLD treatment (Figure 1a). Specifically, we 

established that 53% and 74% of TH+ neurons were killed after a 5-day exposure to 10 

and 15 µM CLD, respectively. Using a larger range of concentrations of CLD (3-15 µM) 

and a 5-day exposure time, we graphically estimated the effective concentration of CLD 

killing 50% of DA neurons (EC50) to be 7.9 µM (Figure 1b). Representative 

microphotographs of midbrain DA neurons exposed for 5 days to 10 and 15 µM CLD 

are depicted in Figure 1c. For 10 µM CLD, the TH+ cell somas remaining in the cultures 

generally had a shrunken appearance and presented a reduced neuritic network, 

suggesting that these neurons were already dysfunctional and irreversibly committed to 

death. Note that these effects were even more dramatic for 15 µM CLD (Figure 1c). 

To complement TH+ cell counting, we used tritiated-DA uptake as an index of 

DA cell survival and function (Lavaur et al., 2017). Our results showed that the 

reduction in DA uptake was proportionally more important than the loss of DA neurons 

at both 10 and 15 µM CLD (Figure 1d), confirming that the DA cell death induced by 
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CLD was preceded by neuronal dysfunction at both concentrations. However, no 

difference between TH+ cell counts and DA uptake was observed at 5 µM CLD, a 

concentration that exerted only minimal toxic effects under the present conditions. 

In addition, we showed that cotreatment of the cultures with the inhibitor of DA 

uptake GBR-12909 (5 μM) failed to protect against CLD-induced dopaminergic 

neurotoxicity, indicating that CLD does not accumulate in dopaminergic neurons via the 

high affinity transporter for DA (Figure 1e), a potential gateway for some dopaminergic 

toxins (Michel et al., 1990). Consistent with this observation, CLD neurotoxic effects 

were not restricted to dopaminergic neurons, as neuronal cells labeled by the 

panneuronal marker MAP-2 were also affected by CLD within the same range of 

concentrations (not shown). 

 

3.2. CLD-induced DA cell death is not influenced by the degree of maturation of 

midbrain cultures 

We also wished to determine whether cell culture age could affect the CLD-induced 

toxic effects on DA neurons. Specifically, DIV 14 (instead of DIV 7) midbrain cultures 

were exposed to 1-20 µM CLD for 5 consecutive days before being fixed and processed 

for immunoanalysis. Similar to our observations in younger midbrain cultures, more 

mature DA neurons were killed in a concentration-dependent manner after 5 days of 

chronic treatment with CLD. The EC50 for DA cell loss was estimated at approximately 

10 µM, a concentration close to that found in younger cultures (Figure 2). 

 

3.3. Neurodegeneration induced by CLD is preceded by an emission of ROS and a 
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drop in ΔΨm 

Using the fluorogenic probe DHR-123, we showed that ROS were increased above 

threshold levels in a significant fraction of midbrain neurons two days following 

exposure to 15 µM CLD (Figure 3a and b). Generally, ROS-producing neurons were 

identifiable by phase contrast illumination, as they exhibited swollen cell bodies. As 

expected, the DHR-123 fluorescent signal was also increased in neuronal cells in 

midbrain cultures exposed to 250 µM H2O2 for 2 hours. Neuronal ROS production in 

CLD- and H2O2-treated cultures was associated with a drop in the mitochondrial 

potential (ΔΨm) (Figure 3b and c), visualized simultaneously in the same cultures 

through the reduction in the fluorescence signal emitted by TMRM, a cell-permeant dye 

that accumulates in active mitochondria with intact membrane potentials (Gerencser et 

al., 2012). The decrease in TMRM fluorescence was also observable in ROS-producing 

neurons in H2O2-treated cultures. As expected, the TMRM fluorescent signal was also 

strongly reduced by transient treatment with 1 µM FCCP, an uncoupler of mitochondrial 

oxidative phosphorylation that disrupts ΔΨm and ultimately induces cell death. ROS, 

however, were not significantly elevated under these conditions. 

 

3.4. Are CLD-treated DA neurons potentially rescuable? 

Next, we tested whether treatments able to curtail oxidative stress-mediated insults 

(Lavaur et al., 2017) were capable of rescuing CLD-treated DA neurons. We found that 

the inhibitor of lipid peroxidation, Trolox-C (10 µM), the iron chelator desferrioxamine 

(10 µM) and the glutamate NMDA receptor blocker MK-801 (2 µM) were all ineffective 

in protecting DA neurons against a 5-day exposure to 10 µM CLD (Figure 4a and b). 
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Increasing the amount of glucose in the culture medium by 50 mM to potentially 

stimulate glycolytic flux (Lannuzel et al., 2003) in CLD-treated neurons was similarly 

ineffective (Figure 4a). 

 

3.5. CLD stimulates p-tau but not p-S expression in DA neurons 

We next evaluated the potential of CLD to stimulate p-tau expression in surviving DA 

neurons using the AT8 antibody that detects abnormally phosphorylated Ser 202 and 

Thr 205 residues on the tau protein (Takeda et al., 2000). For that, DIV 7 midbrain 

cultures exposed to 10 and 15 µM CLD for 5 days were processed for p-tau and TH 

immunodetection. Our results showed that the AT8 immunosignal was increased in a 

significant proportion of DA neurons (somas + neurites) remaining in the cultures after 

CLD exposure (Figure 5a and b). Figure 5b shows an increase in p-tau expression in the 

soma and the proximal neurites of a TH+ neuron in a midbrain culture exposed for five 

consecutive days to 10 µM CLD. Note that the AT8 immunosignal was also increased 

in some of the nondopaminergic neurons (Figure 5b). In control cultures, the AT8 

immunosignal was weak or absent from TH+ neurons. 

In parallel, we assessed pathological p-S expression in DA neurons surviving a 

5-day exposure to 10 or 15 µM CLD using an antibody that identifies pathogenic αS 

phosphorylated at serine residue 129 (Fujiwara et al., 2002). Unlike p-tau, p-S was not 

increased in DA cell somas after CLD treatment (Figure 5c). The efficacy of our p-S 

antibody to detect the presence of p-S aggregates (p-Sa) was not questionable, as 

positive inclusions were detectable in DIV 7 midbrain cultures exposed to 7 µg/ml S 

fibril (Sf) seeds for the next 5 days. Figure 5d shows the absence of detectable p-S 
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immunosignal in an individual TH+ neuron from a midbrain culture exposed for 5 

consecutive days to 10 µM CLD. In contrast, a robust p-S immunosignal was observed 

in the soma and neurites of a TH+ neuron in a sister culture exposed for 5 days to Sf 

seeds. Approximately 13% of TH+ cell somas contained large S aggregates under such 

treatment conditions. 

 

3.6. CLD does not evoke an inflammatory response in glial cells 

Next, we evaluated the toxic and inflammatory potential of CLD using microglial and 

astrocyte cultures maintained in ACM, i.e., the culture medium used for midbrain 

neuronal cultures. We found that a 1-day exposure to CLD was sufficient to produce a 

massive loss of CD45+ microglial cells in a range of concentrations between 10-15 µM, 

i.e., concentrations that are also harmful for DA neurons but after longer periods of 

incubation (Figure 6a and b). CLD, however, had no significant impact on microglial 

cells when used at 5 µM. When challenged with subtoxic concentrations of CLD (< 5 

µM), microglial cells failed to release TNF-, which signifies that CLD exposure did 

not elicit a proinflammatory response in these cells (Figure 6c). Under the same 

experimental conditions, the TLR2 agonist PAM3CSK4 (0.1 µg/mL) stimulated TNF-

 release through a mechanism inhibitable by 2.5 µM of the anti-inflammatory drug 

dexamethasone. 

CLD was globally much less toxic to GFAP+ astrocytes than microglial cells in 

the same experimental setting (Figure 6d and e). Upon CLD (1-15 µM) exposure, 

astrocytes failed to release TNF- suggesting that CLD did not have the capacity to 

promote astrocyte activation (Figure 6f) As expected, astrocytes responded to a 
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challenge with 0.1 µg/mL PAM3CSK4 by releasing TNF- and this effect was 

prevented by dexamethasone. 

 

3.7. CLD is toxic and alters the lifespan of live nematodes 

We defined the modality of experimental conditions to develop a new model of CLD 

toxicity in the nematode C. elegans. Accordingly, we investigated the effects of chronic 

exposure to increasing CLD concentrations (0, 1, 5, 10, 50 and 100 µM) on the survival 

of young adult worms. Compared to the untreated worms, after 72 hours of exposure at 

20°C, worms exposed to CLD from a concentration of 10 µM exhibited significant and 

dose-dependent mortality (Figure 7a). We established a CLD working concentration of 

15 µM that induced a mortality of approximately 40% of the nematodes. All upstream 

experimental studies with CLD were performed only in remaining live and well-formed 

worms. We also observed an additional effect of CLD exposure: a significant decrease 

in the lifespan of the worms that had survived 3 days of exposure to 15 µM CLD (Figure 

7b). These observations suggest that temporary exposure to CLD in young adult worms 

is sufficient to induce long-term deleterious effects on health detectable from day 10 

after hatching. In the following experiments, we explored the mechanisms of CLD 

toxicity in worms less than 10 days old. 

 

3.8. Chronic exposure to CLD promotes DA cell loss in C. elegans worms 

Next, we addressed the neurotoxicity of CLD for DA neurons using the nematode C. 

elegans as an in vivo model. Specifically, we used a transgenic line of C. elegans 

expressing the GFP reporter in the dopaminergic system, which, in this animal, 
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comprises two pairs of cephalic (CEP) neurons and one pair of anterior deirid (ADE) 

neurons in the head and one pair of posterior deirid (PDE) neurons in a posterior lateral 

position (Dominguez-Meijide et al., 2021; Nass et al., 2002). Specifically, we exposed 

synchronized young adult worms (3 days after hatching) to various CLD concentrations 

(5, 10, 15, 30 µM) for three or six days. Taking advantage of the transparency of C. 

elegans, we were able to monitor neurodegenerative changes affecting DA neurons 

without an immunocytochemical procedure (Figure 8a and b). 

In C. elegans controlGFP line worms exposed to 5 µM CLD, we did not detect any 

significant lesion of the dopaminergic system irrespective of the exposure time. When 

worms were exposed to 10 µM CLD, a limited but significant loss of CEP, ADE and 

PDE dopaminergic neurons was observable only after an exposure time of six days. 

When the concentration of CLD was raised to 15 µM, a 3-day exposure was sufficient 

to promote neuronal loss within the three populations of DA neurons. This loss was 

further amplified if the exposure to 15 µM CLD was extended by three days. 

Specifically, we estimated that under these conditions, CEP, ADE and PDE 

dopaminergic neurons were reduced by approximately 25%, 45% and 50%, respectively 

(Figure 8a and b). DA cell loss was further aggravated in worms exposed to 30 µM CLD 

for either three or six days. 

In CLD-treated controlGFP worms, we also comparatively estimated the loss of 

DA cell bodies and dendrites in the population of CEP DA neurons (Figure 8a and b). 

We established that the loss of dendrites was always more severe than the loss of cell 

bodies in this population of DA neurons, suggesting that deficits in dopaminergic 

function precede the loss of DA cell bodies. In particular, we found that 48% of CEP 
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DA cell somas and 90% of corresponding dendrites were lost in nematodes exposed to 

15 µM CLD for 6 days (Figure 8a and b). Based on these data, a concentration of 15 µM 

CLD was used in subsequent experiments with C. elegans. 

 

3.9. C. elegans worms exposed to CLD exhibit locomotor behavior deficits due to 

alterations in food perception 

To assess dopaminergic dysfunction in C. elegans worms treated with CLD, we exposed 

various lines of C. elegans for 3 days to 15 µM CLD and measured their capacity to 

slow down when encountering food (bacteria). Indeed, this locomotor behavior, known 

as the basal slowing response (BSR), is mediated by dopaminergic CEP, ADE, and PDE 

neurons, which have sensory endings in the cuticle that detect the presence of bacteria 

by a tactile response (Rivard et al., 2010; Sawin et al., 2000). 

In the controlGFP line, we observed that exposure to 15 µM CLD abolished the 

BSR reflex in the presence of bacteria (Figure 9). This effect was prevented when CLD-

exposed worms were cotreated with 1 mM L-DOPA. As expected, L-DOPA restored 

normal dopaminergic behavior in cat-2 (e1112) mutant worms that were deficient in TH 

and consequently deprived of DA. This further validates that our BSR assay specifically 

detects changes in dopaminergic behaviors under the present experimental conditions. 

Finally, we also tested the impact of CLD in strain dat-1 (ok157), which lacks 

the DA transporter, as this transport system could possibly facilitate CLD accumulation 

in DA neurons, as it does for other dopaminergic toxins such as 6-OHDA (Nass et al., 

2002). This was not the case here, however, as the BSR remained impaired in dat-1 

(ok157) mutant worms exposed to 15 µM CLD. As expected, L-DOPA restored the BSR 
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in the dat-1 (ok157) line. 

 

3.3.10.    CLD exposure promotes abnormal tau phosphorylation in a transgenic C. 

elegans line expressing a human 1N4R tau isoform 

To test the possibility that CLD exposure could also promote abnormal tau 

phosphorylation in intoxicated animals, we used a transgenic C. elegans line that 

panneuronally expresses a human wild-type 1N4R tau isoform (Kraemer et al., 2003). 

Specifically, synchronized worms carrying the tau transgene were incubated with 15 

µM CLD for three days and then processed for the immunodetection of total tau (BR19 

antibody) and abnormally phosphorylated tau using BR19 and AT8 antibodies, 

respectively (Table 1) (Brion et al., 1991; Mercken et al., 1992). We more specifically 

analyzed tau immunosignals in neuronal cells located within the anterior nerve ring and 

associated ganglia (Figure 10a). As expected, visual examination of immunostained C. 

elegans samples showed that the tau transgene was robustly expressed in control and 

CLD-treated conditions (Figure 10b). However, total tau immunostaining also revealed 

that neuronal cell somas had a reduced volume in nematodes exposed to CLD. Most 

importantly, while the p-tau immunosignal in neurons from untreated worms was low, 

it was robustly elevated in CLD-treated C. elegans. Quantitative assessment 

demonstrated that the p-tau immunosignal was increased by approximately 3.5-fold in 

the neurons from the anterior nerve ring in CLD-treated worms (Figure 10c). 

 

3.3.11.     CLD exposure also affects cholinergic and serotoninergic 

neurotransmitter systems in C. elegans worms 
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To assess whether other neurotransmitter systems might be affected by CLD exposure, 

we used C. elegans transgenic lines expressing the GFP reporter protein in either 

cholinergic (LX929) or serotoninergic (SK4013) systems (Clark and Chiu, 2003; 

Zlotkowski et al., 2013). Synchronized young adult worms of both genotypes were 

exposed for 3 days to 15 µM CLD before being processed for morphological analyses. 

In the LX929 transgenic line exposed to 15 µM CLD, we observed a significant loss of 

cholinergic motor neurons located within the ventral nerve cord (Figure 11a). Cell 

counting of a median segment of the ventral nerve cord revealed that approximately 

33.2% of the cholinergic cell somas were lost in this area in CLD-treated worms (Figure 

11b). In the transgenic SK4013 line, we evaluated neurodegenerative changes affecting 

the population of serotoninergic neurons located in the head (Figure 11c). After CLD 

exposure, the loss of head serotoninergic cell bodies was relatively limited, as on 

average, it did not exceed 9%. However, 47% of these somas had lost their 

serotoninergic dendrites (Figure 11d and e). 

 

4. Discussion 

Using cell culture systems of mouse midbrain DA neurons and brain glial cells together 

with a C. elegans in vivo model, we showed that the pesticide CLD has the capacity to 

promote the death of DA neurons and other populations of brain neurons but not to 

promote glial neuroinflammation. CLD-mediated neurodegeneration appears to occur 

as a direct consequence of oxidative stress-mediated insults and mitochondrial 

disturbances. Remarkably, CLD also showed the capacity to promote tau 

phosphorylation in specific subsets of dopaminergic and nondopaminergic neurons in 
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both midbrain cultures and a transgenic C. elegans line expressing a human form of 

wild-type tau in neurons, indicating that CLD has the potential to contribute to atypical 

forms of degenerative Parkinsonism where DA cell degeneration is associated with a 

predominant tau pathology. 

Our results in cells showed that CLD exerts potent toxic effects on midbrain-

cultured DA neurons in midbrain cultures. Neurotoxic effects were closely dependent 

on the concentrations of CLD applied to the cultures and on the duration of exposure to 

this compound. The concentration of CLD that killed 50% of DA neurons after a 5-day 

exposure was 7.9 µM. Interestingly, concentrations of this order were also reported to 

reduce Ca2+ and K+ channel currents and cause dysfunction of Na/K ATPase in 

catecholaminergic PC12 cells (Inoue et al., 1991). Whether activity defects also 

contribute to CLD-induced DA cell death in our model system, however, remains to be 

established. 

As expected, we found that the uptake of DA, an index of the survival and 

function of DA neurons, was also severely impaired following CLD exposure. Similar 

to what we already observed with MPP+, the active metabolite of the prototypical 

dopaminergic toxin MPTP (Michel et al., 1990), we found that CLD (10, 15 µM) caused 

a decrease in DA uptake that was proportionally much more pronounced than the loss 

of TH+ neurons. This suggests that DA neurons that remain visually detectable after 

treatment with these concentrations of CLD are in fact already largely dysfunctional. 

Accordingly, the remaining TH+ neurons exhibited shrunken cell bodies and dystrophic 

neurites. However, the decrease in DA uptake and the loss of TH+ cell numbers were 

comparable in midbrain cultures exposed to lower concentrations of CLD, producing 



 

 124 

more limited toxic effects on DA neurons. This suggests that after exposure to subtoxic 

concentrations of CLD, the remaining TH+ neurons were still functional and not 

irreversibly affected by the treatment. 

Aging is considered a primary risk factor for PD and atypical forms of 

Parkinsonism (Park et al., 2021), and we wished to determine whether the state of 

maturation of midbrain cultures could modify the vulnerability of DA neurons to CLD. 

Contrary to our expectation, older DA neurons exposed to CLD did not demonstrate 

higher vulnerability to degeneration, indicating that the neurotoxic potential of CLD 

may depend predominantly on pesticide exposure duration and concentrations. Note, 

however, that we do not know to what extent increased maturation of the cultures 

reflects biological aging. 

 The midbrain cell culture system used for this study may present some intrinsic 

limitations, as it may not accurately model all aspects of brain neurodegeneration. In 

particular, our toxicity assay does not take into consideration the fact that CLD might 

be partly degraded by enzymatic systems in vivo and might be distributed in specific 

areas of the brain after systemic exposure (Fujimori et al., 1982; Saint-Hilaire et al., 

2021). To move toward a more integrated model system, we used a line of C. elegans 

expressing GFP under the DAT-1 promoter (dat-1p::gfp) in DA neurons (Dominguez-

Meijide et al., 2021). This line offers the advantage of allowing visualization of DA 

neurons without performing TH immunodetection. We found CLD exerted toxic effects 

on DA neurons at a concentration of 15 µM, which is also quite effective in midbrain 

cultures. Remarkably similar to our observations in vitro, DA cell loss developed 

progressively as a function of time between 3 and 6 days of continuous exposure to 
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CLD. Among the three groups of DA neurons distributed in the head (CEP, ADE) and 

body (PDE) (Nass et al., 2002), ADE and PDE neurons appeared most vulnerable to 

CLD. We also noted that the dendrites of CEP and PDE neurons were generally severely 

affected by CLD exposure, suggesting that, analogously to in the phenomena in 

midbrain cultures, DA neurons from CLD-treated worms become dysfunctional before 

ultimately dying. Based on these different observations, we may assume that CLD 

comes in contact with DA neurons in the head and the body after being absorbed through 

the mouth and/or the cuticle. This is not surprising in view of the high lipophilicity of 

this compound, denoted by a log P value of ~ 5.41 (Emond and Multigner, 2022). This 

lipophilic character might also explain why the concentrations of CLD affecting DA 

neurons in C. elegans and in midbrain cultures were relatively similar. 

Interestingly, damage to the dopaminergic system was further confirmed in a 

behavioral test showing that the BSR is impaired in CLD-treated worms transferred onto 

a bacterial lawn (Omura et al., 2012; Sawin et al., 2000). A similar response was 

observed in cat-2 (e1112) mutants (Salim and Rajini, 2017), i.e., TH-null mutant worms 

that were not treated with CLD, indicating that the defective behavior of CLD-treated 

worms was a direct consequence of DA cell degeneration. Confirming this 

interpretation, deficits in BSR observed in CLD-treated worms or in cat-2 (e1112) 

mutants were reversed by treatment with L-DOPA, the necessary precursor to DA. 

For a number of neurotoxins, such as MPP+, 6-OHDA and the pesticide/herbicide 

cocktail Paraquat/Maneb, which have the potential to kill midbrain DA neurons in 

animal models of PD, the DA transporter acts as an entryway (Richter et al., 2017). The 

possibility that CLD could become toxic after accumulation in DA neurons through the 
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DA transporter is, however, unlikely for the following reasons: (i) inhibiting this 

transport system with GBR12909 did not reduce the toxicity of CLD to DA neurons in 

culture, and (ii) the deficit in the slowing response observed in CLD-treated worms was 

not reversed in dat-1 (ok157) C. elegans, a deficient mutant lacking the presynaptic DA 

transporter (Felton and Johnson, 2014). We can therefore assume that due to its 

lipophilic character (Emond and Multigner, 2022), CLD enters DA neurons by passively 

diffusing through the plasma membrane. This probably also explains why CLD toxicity 

develops only progressively over time and why this pesticide affects non-DA neurons 

in midbrain cultures (not shown). Nondopaminergic neuronal populations in CLD-

treated C. elegans worms were also affected. In particular, we found that serotoninergic 

and cholinergic neurons underwent neurodegeneration after CLD exposure. The impact 

of CLD on these neurons seemed, however, to be proportionally less than that on DA 

neurons. 

 The present data indicate that CLD can exert direct effects on specific populations 

of neuronal cells. However, we also tested the possibility that CLD might become 

neurotoxic by activating microglial cells, brain parenchymal macrophages (Sevenich, 

2018), or astrocytes, another type of specialized glial cell in the brain (Sofroniew and 

Vinters, 2010). We established that the survival of cultured microglial cells was affected 

at concentrations of CLD that were also toxic to DA neurons. Cultured astrocytes, 

however, appeared much less vulnerable to CLD than microglial glial cells, which is 

consistent with data showing that astroglial cells are generally much more resistant to a 

large variety of noxious stimuli (Swanson et al., 2004; Zhao et al., 2017). When placed 

in the presence of subtoxic amounts of CLD, neither microglial cells nor astrocytes 
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responded by releasing TNF-, a prototypical cytokine involved in the progression of a 

number of brain inflammatory states related to neurodegeneration (Janelsins et al., 

2008), including PD (Acuña et al., 2019; Fischer et al., 2020). The release of TNF, 

however, was evident after exposure to the Toll-like receptor 2 agonist PAM3CSK4, 

used in the present setting as a reference inflammogen in both model systems (Dos-

Santos-Pereira et al., 2018). Overall, this set of data clearly indicates that CLD has no 

intrinsic proinflammatory properties toward brain glial cells. 

 We wished to determine whether CLD-induced neurodegeneration could 

promote the formation of p-Ser 129 S, the pathological form of S that accumulates 

in Lewy bodies in PD brains (Fujiwara et al., 2002; Lassozé et al., 2022) or could be 

associated to tau pathological changes (Iqbal et al., 2009) characteristic of atypical forms 

of Guadeloupean Parkinsonism (Caparros-Lefebvre et al., 2002). We found that a 

fraction of TH+ neurons overexpressed tau phosphorylated at Ser202/Thr205 in their 

soma and neuritic network in the course of CLD intoxication. p-tau was also strongly 

expressed in some of the non-DA neurons in CLD-treated midbrain cultures. Most 

interestingly, we also established that pathological tau phosphorylation is prominent in 

neurons from the anterior nerve ring in tau transgenic C elegans worms (Taylor et al., 

2018) exposed to CLD, confirming the view that CLD has the capacity to cause tau 

abnormalities. Conversely, p-Ser 129 S inclusions were never seen in either 

dopaminergic or nondopaminergic neuronal cell bodies in the course of CLD-induced 

neurodegeneration. However, p-S aggregates were readily detectable under 

experimental conditions known to promote S aggregation (Tourville et al., 2022), 

confirming our capacity to detect pathological p-S aggregates in the present setting. 
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Overall, we demonstrate that CLD promotes tau phosphorylation in specific subsets of 

neurons both in midbrain cultures and in the transgenic line of C. elegans worms 

expressing human tau. CLD therefore appears more likely to promote atypical forms of 

neurodegenerative Parkinsonism characterized by tau abnormalities rather than PD, 

classified as a synucleinopathy disorder. However, we cannot totally exclude that CLD 

could also promote PD neurodegeneration in a pathological situation by exacerbating 

ongoing S-related neurodegenerative events, as previously suggested regarding 

Dieldrin, another organochloride pesticide (Gezer et al., 2020). Addressing this 

question, however, is outside the scope of the present manuscript. 

 

We demonstrated that CLD intoxication results in mitochondrial depolarization 

and ROS production. Using the fluorogenic probe DHR-123 as a tool to detect 

intracellular oxidative stress (Douda et al., 2015; Rousseau et al., 2013), we found that 

ROS began to be produced relatively early in the course of CLD-induced 

neurodegeneration in midbrain cultures. ROS production peaked after two days of 

exposure to 15 µM CLD, a stage at which DA neurons start to degenerate. At this time, 

ROS were increased in a substantial fraction of midbrain neurons, presumably those 

becoming irreversibly committed to degeneration. Upon CLD exposure, ROS 

production correlated with a drop in ΔΨm, as demonstrated with the mitoprobe TMRM 

(Creed and McKenzie, 2019), suggesting that oxidative stress originated initially from 

depolarized mitochondria. This is consistent with the fact that DHR-123 is known to be 

preferentially retained by these organelles after oxidative conversion into its fluorescent 

derivative rhodamine 123 (O’Connell et al., 2002). The fact that the TMRM signal was 
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specifically decreased in the subpopulation of ROS-producing neurons indicated that 

CLD-mediated oxidative stress followed ΔΨm disruption. Note, however, that ROS 

were not significantly enhanced after disrupting ΔΨm with the uncoupler of 

mitochondrial oxidative phosphorylation FCCP, suggesting that ROS production may 

precede mitochondrial dysfunction. Consistent with this view, an acute challenge with 

H2O2 was sufficient to promote intracellular oxidative stress and a severe loss in ΔΨm. 

ROS have the potential to promote p-tau expression in other experimental settings (Du 

et al., 2022; Egaña et al., 2003), and one may assume that oxidative stress induced by 

CLD possibly contributed to p-tau induction in both midbrain cultures and tau transgenic 

worms. Severe oxidative stress is also believed to favor S aggregation in some animal 

models (Musgrove et al., 2019), and it remains to be explained why CLD intoxication 

did not result in the formation of p-S inclusions. 

 Given the capacity of CLD to stimulate ROS, we tested whether prototypical 

antioxidants known to be protective in other model systems against oxidative stress-

mediated insults (Rousseau et al., 2013) could protect DA neurons from CLD-mediated 

neurodegeneration. Neither the inhibitor of lipid peroxidation Trolox-C nor the iron 

chelator desferioxamine provided substantial protection against CLD. Blocking NMDA 

glutamate receptors with MK-801 was similarly ineffective, suggesting that the ROS 

produced by CLD exposure were not the consequence of glutamate-mediated 

excitotoxic insults (Brennan and Kantorow, 2009). Likewise, stimulating the glycolytic 

flux with 50 mM glucose to possibly overcome ATP deficits caused by dysfunctional 

mitochondria (Lannuzel et al., 2003) was also ineffective. The lack of efficacy of such 

treatments suggested that other key cellular functions may be concurrently impaired 
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during CLD intoxication, leading at some point to catastrophic neurodegenerative 

events. 

 

5. Conclusions 

Overall, although we are well aware of the limitations of the experimental models used 

for this study, our results clearly indicate for the first time that the risk of developing 

neurodegenerative Parkinsonism might be increased in Caribbean populations 

experiencing low-level but persistent environmental exposure to CLD. Our results will 

almost certainly further raise the awareness of the individuals most at risk of CLD 

exposure, leading to better compliance with protective measures against contamination. 

From an etiological perspective, our results may also indirectly improve our 

understanding of how environmental factors contribute to the development of PD and 

related disorders. 
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Figure legends 

Fig. 1. Characterization of CLD neurotoxic effects on midbrain-cultured DA 

neurons. (a) Counts of TH+ neurons in midbrain cultures exposed to 10 and 15 µM CLD 

for 1, 3 and 5 days. Data are means ± SEMs (n =6). ** p < 0.01, *** p < 0.001, **** p 

< 0.0001 versus untreated corresponding controls. One-way ANOVA followed by 

Dunnett’s test. (b) Counts of TH+ neurons in midbrain cultures exposed to increasing 

concentrations of CLD (3-20 µM) for 5 consecutive days. ** p < 0.01, *** p < 0.001 

versus untreated controls. One-way ANOVA followed by Dunnett’s test. (c) Illustration 

of the effects of treatment with 10 and 15 µM CLD on the number of TH+ cells and their 

morphology. (d) Comparison of the impact of CLD (5, 10, 15 µM) treatment on TH+ 

cell numbers and DA uptake. Data are means ± SEMs (n = 6). ** p < 0.01, *** p<0.001 

versus corresponding controls. ### p < 0.001 versus TH+ cell numbers at the same 

concentration of CLD. One-way ANOVA followed by SNK test. (e) Impact of the DA 

uptake inhibitor GBR12909 (5 µM) on TH+ cell numbers in cultures treated or not 

treated with 10 µM CLD. Data are means ± SEMs (n = 6). *** p < 0.001 versus untreated 

control cultures. One-way ANOVA followed by Dunnett’s test. 
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Fig. 2. Impact of culture age on CLD-induced neurotoxicity in midbrain DA 

neurons. Survival of DA neurons as a function of increasing CLD concentration (1-20 

µM) in 2-week midbrain cultures exposed to this compound between DIV 14-19 and 

then assessed for TH immunocytochemistry. *** p < 0.001, **** p < 0.0001 versus 

untreated controls. One-way ANOVA followed by Dunnett’s test. Inset: Representative 

illustrations showing the morphology of TH+ neurons in midbrain cultures exposed or 

not exposed to CLD (10 or 15 µM) between DIV 14-19. Scale bar: 20 µm. 

Fig. 3. CLD-mediated ROS production correlates with a drop in ΔΨm in cultured 

midbrain neurons. (a) Midbrain cultures exposed or not exposed to 15 µM CLD 

between DIV 7-9 and then processed for ROS measurement with the fluorescent probe 

DHR-123. ROS measurements were also performed in sister cultures acutely exposed 

to 500 µM H2O2 or 1 µM FCCP. **** p < 0.0001 versus untreated control cultures. One-

way ANOVA followed by Dunnett’s test. (b) Cultures exposed or not to 10 µM CLD 

between DIV 7-9 and then processed for ΔΨm measurements using TMRM. Changes 

in mitochondrial membrane potential were also evaluated in sister cultures acutely 

exposed to 500 µM H2O2 or 1 µM FCCP. **** p < 0.0001 versus untreated control 

cultures. One-way ANOVA followed by Dunnett’s test. (c) Concomitant changes in 

ROS production (green; upper panel) and ΔΨm (red; middle panel) within the same 

visual fields. The lower panel provides a combined illustration of the two fluorescent 

signals merged with the corresponding phase contrast (PHACO) image. White arrows 

point to some neuronal cells in which the elevation of ROS levels correlates with a drop 

in ΔΨm. Corresponding cell bodies are surrounded by a yellow dotted line. White 

arrowheads point to some neuronal cells in which ROS production remains low when 
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ΔΨm is at control levels. Corresponding cell bodies are surrounded by a white dotted 

line. 

Fig. 4. Evaluation of compounds with the potential to limit CLD neurotoxicity in 

DA neurons. (a) Midbrain cultures exposed to 10 µM CLD between DIV 7-12 in the 

presence or absence of the inhibitor of lipid peroxidation Trolox-C (TROL; 10 µM), the 

iron chelator desferrioxamine (DESF; 10 µM), the NMDA receptor antagonist MK-801 

(10 µM) or elevated glucose (+50 mM). *** p < 0.001 versus untreated control cultures. 

One-way ANOVA followed by Dunnett’s test. (b) Illustrations showing that the 

treatments described in (a) are not protective against CLD-mediated DA cell loss. Scale 

bars: 20 and 10 µm in (b). 

Fig. 5. Impact of CLD exposure on p-tau or p-S expression in midbrain DA 

neurons. (a) Percentage of TH+ somas with increased expression of p-tau (AT8 

immunosignal) in midbrain cultures treated from DIV 7-12 with 10 or 15 µM CLD. Data 

are means ± SEMs (n = 6). *** p < 0.001 versus untreated control cultures. One-way 

ANOVA followed by Dunnett’s test. (b) Representative illustration showing an increase 

in the p-tau immunosignal in TH+ neurons (white arrow) of a midbrain culture exposed 

between DIV 7-12 to 10 µM CLD. Note that the AT8 immunosignal is also elevated in 

another neuron (white arrowhead) that does not express TH. (c) Percentage of TH+ 

somas with increased expression of p-S (EP1536Y immunosignal) in midbrain 

cultures treated between DIV 7-12 with 10 or 15 µM CLD. Positive controls were 

exposed to 7 µg/ml  Sf during the same time period. Data are means ± SEMs (n = 6). 

*** p < 0.001 versus untreated control cultures. One-way ANOVA followed by 

Dunnett’s test. (d) Representative illustration showing that the p-S immunosignal is 
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not increased in an individual TH+ neuron exposed to 10 µM CLD between DIV 7-12, 

whereas a strong increase in the signal is observed in a TH+ neuron from a sister culture 

exposed to 7 µg/ml Sf during the same time period. In (b) and (d), yellow dotted lines 

represent virtual boundaries of TH+ somas without p-tau and p-S immunosignals, 

respectively. 

Fig. 6. Response of glial cells to CLD intoxication. (a) Survival of cultured CD45+ 

microglial cells exposed to CLD (5-15 µM) for 24 hours. Data are means ± SEMs (n 

= 6). *** p < 0.01 versus control cultures. One-way ANOVA followed by Dunnett’s 

test. (b) Illustration showing the impact of 24 hours of treatment with 5 and 10 µM CLD 

on CD45+ microglial cells. (c) TNF secretion in cultured microglial cells exposed for 

24 hours to CLD (1-5 µM) or the reference inflammogen PAMCSK4 (0.1 µg/mL) in the 

presence or absence of the immunosuppressive drug DEX (2.5 µM). Data are means ± 

SEMs (n = 6). *** p<0.01 versus untreated control cultures. ### p<0.001 versus 

PAM3CSK4-treated cultures. One-way ANOVA followed by SNK test. (d) Survival of 

cultured GFAP+ astrocytes exposed to CLD (5-15 µM) for 24 hours. Data are means ± 

SEMs (n = 6). ** p < 0.01 versus control cultures. One-way ANOVA followed by 

Dunnett’s test. (e) Illustration showing the impact of 24 hours of treatment with 10 and 

15 µM CLD on cultured GFAP+ astrocytes. (f) TNF secretion in cultured astrocytes 

exposed for 24 hours to CLD (1-15 µM) or to the reference inflammogen PAMCSK4 

(0.1 µg/ml) with or without the immunosuppressive drug DEX (2.5 µM). Data are means 

± SEMs (n = 6). *** p < 0.01 versus untreated control cultures. ### p < 0.001 versus 

PAM3CSK4-treated cultures. One-way ANOVA followed by SNK test. In (b) and (e), 

nuclei are counterstained with Hoechst 33342 (blue). 
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Fig. 7. General toxicity of CLD toward C. elegans worms. (a) Synchronized young 

adult worms (controlGFP) were chronically treated with CLD at various concentrations 

(0, 1, 5, 10, 20, 50 and 100 µM) for 3 days at 20°C. The proportion of live worms was 

assessed using a stereomicroscope to manually quantify the worms in good health that 

responded to a mechanical stimulus. Data are means  SEM n = 50 worms per condition 

and per experiment with three independent experiments. Statistical significance was 

calculated with one-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparisons test for 

all the tested compounds versus the untreated line condition; **p < 0.01 and ****p < 

0.001. A working concentration of 15 µM, which induced significant mortality of 

approximately 40%, was chosen for further experiments (red arrow). Lifespan assays 

were elaborated with L1 larvae stage transgenic worms cultured at 20°C on NGM petri 

dishes in the presence of E. coli OP50 and treated or not treated with CLD between day 

3 and day 6 (72 hours) after the beginning of the assay. (b, upper panel) Longevity of 

worms treated with CLD (15 µM) was scored. The daf-2 (e1370) and daf-16 (mu86) 

mutant lines were used as controls. (b, lower panel) Table indicating median survival 

for each experimental condition and statistical analysis; n = 25 worms per experiment 

with three independent experiments performed by an investigator blinded to the tested 

experimental condition; statistical significance of p values was determined by the log-

rank (Mantel‒Cox) test; ****p < 0.0001 for all versus controlGFP untreated. 

Fig. 8. CLD-induced neurodegeneration of DA neurons in C. elegans worms. (a) 

Synchronized young adult C. elegans expressing the GFP reporter protein in DA 

neurons (controlGFP) were incubated with or without CLD for 3 (day 6) or 6 days (day 

9), and living worms were recovered, fixed and mounted for analysis by fluorescence 
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microscopy (x63 objective). Representative images showing the impact of treatment 

with 15 µM CLD on the three classes of DA neurons located in the head region (CEPs, 

n=4 and ADEs, n=2) and in the tail region (PDEs, n =2). (b) Quantification of the 

number of CEP, ADE and PDE dopaminergic neurons and CEP dendrites after exposure 

to various concentrations of CLD (5, 10, 15 and 30 µM). Data are means ± SEMs, n = 

50 worms per experiment with three independent experiments performed by an 

investigator blinded to the treatment received. Statistical significance was calculated 

with one-way ANOVA followed by Dunnett’s multiple comparisons test for all 

concentrations versus the untreated condition; *p<0.05, ***p<0.001, ****p<0.01 versus 

untreated worms. 

Fig. 9. Loss of the basal slowing response in C. elegans worms exposed to CLD. 

Synchronized young adult worms from controlGFP and dat-1 (ok157) mutant strains were 

exposed for three days to 15 µM CLD and then placed on solid medium supplemented 

with food (bacteria) to evaluate deficits in the BSR. When specified, L-DOPA (1 mM) 

was also added to the plates three hours before assessment of the BSR. The BSR was 

also evaluated in cat-2 (e1112) mutant worms exposed or not exposed to L-DOPA (1 

mM). Data are means ±SEMs from three independent experiments performed by an 

investigator blinded to the test treatment, n=30 worms per condition and experiment. 

Statistical significance was calculated with one-way ANOVA followed by Dunnett’s 

multiple comparisons test for the untreated controlGFP line versus controlGFP, CLD-

treated dat-1 (ok157) and cat-2 (e1112) CLD-treated lines; ***p < 0.001, ###p < 0.001 

and §§§p < 0.001, respectively. 
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Fig. 10. Chronic CLD exposure promotes p-tau expression in transgenic C. elegans 

worms. (a) Young adult C. elegans worm imaged with Nomarski optics. (b) 

Synchronized young adult worms were treated or not treated with CLD for 3 days, and 

living worms recovered for fixation before being processed for immunodetection of total 

tau (green) or p-tau (red) using BR19 and AT8 antibodies, respectively. Animal samples 

were then mounted for fluorescence imaging by confocal microscopy (x63 objective). 

Note that the immunosignal of p-tau (but not total tau) is dramatically increased by CLD 

within the anterior nerve ring. The region of interest (ROI) is defined by the black dashed 

line rectangle in (a). (c) Quantitative analysis of the p-tau immunosignal within the ROI. 

The white dotted line indicates the virtual boundaries of the head in (b). Data are means 

 SEM, n = 50 worms per experiment, with three independent experiments performed 

by an investigator blinded to the test treatment. Statistical significance was calculated 

with a two-tailed unpaired t test; **p < 0.01. 

Fig. 11. C. elegans worms chronically exposed to CLD develop lesions in 

nondopaminergic neurotransmitter systems. Synchronized young adult worms 

expressing the GFP reporter protein in cholinergic or serotoninergic neurons were 

exposed for 3 days to 15 µM CLD, and living worms were recovered for fixation before 

being processed for imaging by fluorescence microscopy. (a, upper panel) Whole-body 

Nomarski/fluorescence image of a young adult C. elegans showing the entire 

cholinergic neurotransmitter system of the worm. (a, lower panel) Fluorescence images 

showing cholinergic neurons from the median ventral cord of C. elegans worms treated 

or not with CLD. Note the substantial loss of cholinergic cell bodies within this segment 

of the ventral cord. (b) Number of ventral cord cholinergic neurons in C. elegans worms 
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treated or not treated with CLD. (c, upper panel) Whole-body Nomarski/fluorescence 

image of a young adult C. elegans showing the entire serotoninergic neurotransmitter 

system of the worm. The ROI points to head serotoninergic neurons. (c, lower panel) 

High magnification fluorescence images showing serotoninergic neurons in the head of 

C. elegans worms treated or not treated with CLD. Note that there is a substantial loss 

of serotoninergic dendrites in the ROI. (d) Number of serotoninergic neurons in the head 

of C. elegans worms treated or not treated with CLD. (e) Number of serotoninergic 

dendrites in the head of C. elegans worms treated or not with CLD. Data are means 

SEM, n = 50 worms per experiment with three independent experiments performed by 

an investigator blinded to the experimental conditions. Statistical significance was 

calculated with a two-tailed unpaired t test; ***p < 0.001 and ****p < 0.0001. 
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III.A.6. Résultats supplémentaires 

III.A.6.a. Développement du modèle de toxicité du CLD.  

Avant de mettre en place le modèle de neurotoxicité du CLD pour le système 

dopaminergique, nous avons cherché à évaluer l’effet de la molécule sur la survie des 

nématodes. Plus précisément, nous avons déterminé la dose létale 50 et regardé les effets 

sur la survie à long terme après une exposition de 3 jours au CLD à partir d’animaux de 

stade larvaire (L1) puis chez des nématodes au stade jeune adulte (L4).  

III.A.6.b. Effets du CLD sur les nématodes au stade larvaire (L1) 

Nous avons quantifié la survie des animaux lorsqu’ils ont été exposés au CLD à des 

temps et à des concentrations différentes (Figure S1) et noté une augmentation de la 

toxicité du chlordécone en fonction de la concentration et du temps d’incubation. La 

concentration à 15 µM est la plus forte concentration pour laquelle il y a moins d’animaux 

morts à partir de 72h.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S 1. Effets du CLD sur la mortalité des nématodes au stade L1. 

Survie des animaux en fonction de différentes doses de chlordécone (gamme entre 0 et 30 µM) et du temps 

d’incubation (entre 24h et 96h) exposés dès le stade L1. Les résultats représentent la moyenne   s.e.m ; n 
= 75 animaux/condition/expérience pour 3 expériences indépendantes ; ANOVA post-hoc test de Dunnet ; 
ensemble des conditions expérimentales versus la condition contrôle, *p<0,05 ; ***p<0,001 et ****p<0,0001.  
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De manière intéressante nous avons observé une diminution très significative de la taille 

des animaux à partir de doses très faibles en CLD (à partir de 1 M) (Figure S2 A). A 5 

M la diminution de la taille des animaux atteint 50% (Figure S2 B). Par comparaison, la 

taille des nématodes survivant à 1 mM de MPP+ reste équivalente à celle des nématodes 

non traités. La diminution de la taille des animaux exposés au CLD est probablement la 

conséquence d’un retard développemental. Dans la perspective de travaux sur le système 

dopaminergique, le modèle de toxicité du CLD à un stade larvaire semble difficilement 

utilisable, car en cas d’absence de neurones DA, il serait difficile de déterminer si ce défaut 

est dû à un retard de développement ou à une perte neuronale directement liée à l’exposition 

au CLD.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S 2. Effets du CLD sur la morphologie et développement des nématodes. 

(A) Nous avons observé au stéréo-microscope, la taille des nématodes après une exposition durant 3 jours 
à différentes doses de CLD à partir de L1 synchronisés.  Nous avons mesuré que la taille des nématodes 

diminue de manière drastique à partir de 1 M de CLD et reste similaire à des doses plus élevées. (B) Après 

quantification de la taille des animaux, nous avons observé que la taille diminue de 50% à 5 M et de 70% 

à 50 M. Les résultats représentent la moyenne   s.e.m ; n = 3 expériences indépendantes pour 50 
animaux/condition/expérience ; ANOVA post-hoc test de Dunnet ; ensemble des conditions expérimentales 
versus la condition contrôle, ****p<0,0001. 
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III.A.6.c. Effets du CLD sur les nématodes au stade jeune adulte (L4) 

En conséquence des résultats obtenus après une incubation des animaux au stade L1, 

nous avons décidé de retarder l’exposition et nous avons exposé des animaux de stade jeune 

adulte (L4) pendant 3 jours au CLD. Nous avons déterminé la DL50 dans le but de 

déterminer une dose de travail pour la suite des expériences (Figure S3 A). Nous avons 

identifié que la DL50 est située entre 20 M et 50 M. Nous avons donc décidé d’utiliser 

les doses sub-toxiques de 10 M et 15 M pour les expériences suivantes.  

Des animaux jeunes adultes ont été exposés à 15 M de CLD pendant 3 jours et les 

animaux survivants ont été repiqués et incubés dans une boîte sans CLD afin de mesurer 

leur durée de vie (Figure S3 B). Nous avons observé que les animaux ayant été exposés au 

CLD présentent une durée de vie significativement diminuée (en moyenne 13 jours) par 

rapport aux animaux non exposés (en moyenne 19 jours). Cette diminution est comparable 

à celle observée chez le mutant daf-16. Les animaux daf-16 sont des mutants pour le gène 

daf-16 (facteur de transcription DAF-16) qui est l’orthologue du gène FOXO chez l’homme. 

Ce gène est impliqué dans la voie de signalisation IGF-1 (insulin-like growth factor-1 receptor) 

/Insuline qui affecte la longévité et permet au nématode de résister à différents stress tels 

que l’augmentation de la température ou une accumulation anormale de ROS. Les animaux 

mutants pour daf-16 ont donc une durée de vie diminuée. Les animaux daf-2 sont des 

mutants du gène DAF-2 qui code pour le récepteur de l’insuline et de l’IGF-1 chez 

l’Homme. Chez les mutants daf-2, cette voie est régulée négativement, entraînant ainsi une 

activation de DAF-16, ce qui induit une meilleure locomotion des animaux âgés et un 

allongement de la durée de vie (Uno and Nishida, 2016). Ces deux mutants nous ont servi 

de contrôle dans nos expériences de longévité. Comme attendu, on observe que daf-16 

présente un raccourcissement de la durée de vie et daf-2 un allongement de la durée de vie 

(Figure S3 C). 
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Figure S 3. Effets du CLD sur la mortalité et la survie des nématodes. 

A) Survie des animaux en fonction de différentes doses de chlordécone (gamme entre 0 et 30 µM) et du 

temps d’incubation (entre 24h et 96h) exposés dès le stade L1. Les résultats représentent la moyenne   
s.e.m ; n = 75 animaux/condition/expérience pour 3 expériences indépendantes ; ANOVA post-hoc test de 
Dunnet ; ensemble des conditions expérimentales versus la condition contrôle, *p<0,05 ; ***p<0,001 et 
****p<0,0001. B) Survie des animaux L4 en présence de chlordécone (gamme entre 0 et 100 µM) à 25°C 
pendant 72h. On observe une diminution de la survie des animaux. Cette toxicité est dépendante de la dose 

de chlordécone utilisée.  On observe que la DL50 se situe à 20 M. Quand on incube les animaux avec 1 

mM de MPP+, on observe 60% de mortalité. Les résultats représentent la moyenne   s.e.m ; n = 75 
animaux/condition/expérience pour 3 expériences indépendantes ; ANOVA post-hoc test de Dunnet ; 
ensemble des conditions expérimentales versus la condition contrôle, **p<0,01 et ****p<0,0001. C) Durée 
de vie des animaux L4 après exposition au CLD pendant 3 jours, on observe que leur survie diminue de 
manière significative par rapport aux animaux contrôles. Les résultats sont représentés par une courbe de 
survie ; n = 75 animaux/condition/expérience pour 3 expériences indépendantes ; Log-Rank Mantel-Cox test; 
ensemble des conditions expérimentales versus la condition contrôlegfp, ****p<0,0001. 
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III.A.6.d. Tests fonctionnels d’évaluation du système dopaminergique chez le C. 

elegans  

Afin de vérifier le fonctionnement des neurones dopaminergiques, nous avons mis 

au point deux tests comportementaux mettant en jeu le système dopaminergique chez C. 

elegans : 1°) la mesure de la vitesse après la nage ou 2°) l’évaluation de la vitesse de 

locomotion des vers en présence ou absence de bactéries.  

Le test de vitesse de la nage consiste à faire nager les animaux pendant 1 heure et puis 

de les transférer sur un milieu solide afin d’estimer leur vitesse de locomotion. Ce test 

phénotypique repose sur la locomotion des animaux après une transition d’un milieu liquide 

à un milieu solide précédemment décrite (Vidal-Gadea et al., 2011). Précisément, nous avons 

utilisé un test comportemental qui consiste à évaluer le pourcentage d’animaux immobiles 

lorsque ceux-ci sont placés en milieu solide supplémenté en bactéries, après une courte 

période initiale de nage en milieu liquide favorisant la synthèse de L-DOPA. En effet, 

l’immobilité du ver en milieu solide supplémenté en bactéries, traduit le fait que la 

transmission dopaminergique qui est impliquée dans la reconnaissance tactile des bactéries, 

est fonctionnelle. Dans le cas contraire, les vers se déplacent sur leur support sans ralentir 

car ils sont incapables de ressentir tactilement la présence de nourriture. Pour exemple des 

animaux exposés au MPP+ de manière chronique pendant 3 jours à 1 mM de MPP+ restent 

immobiles après 1h de nage. Des animaux exposés pendant 3 jours au CLD ont une vitesse 

très diminuée après la nage par rapport aux animaux non exposés (Figure S4 A).  

Le 2ème test est basé sur le fait que le nématode C. elegans modifie sa locomotion en 

ralentissant en présence de nourriture, c’est-à-dire de bactéries, et qu’un défaut dans le 

système dopaminergique induit une perte de ce mécanisme. Les vers sauvages diminuent 

leur vitesse de déplacement lorsqu’ils rencontrent de la nourriture alors que les vers dont le 

système dopaminergique est défaillant ne sont donc plus capables de ralentir en présence 

de bactéries. Ce comportement locomoteur connu sous le nom de « Basal Slowing 

Response » ou BSR est médié par les neurones dopaminergiques CEP, ADE et PDE, qui 

possèdent des terminaisons sensorielles dans la cuticule détectant la présence de bactéries 

via une réponse tactile (Sawin et al, 2000; Rivard et al, 2010). Pour exemple, les animaux 

sauvages ralentissent d’environ 50% en présence de bactéries alors que des animaux 

mutants déficients pour la dopamine (mutant cat-2, utilisé en tant que contrôle positif du 
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test), ont une vitesse élevée en présence de bactéries avec une vitesse très proche à la 

condition sans bactéries. Exposés au chlordécone, les animaux sauvages se comportent 

comme les mutants cat-2, ce qui témoigne d’un déficit fonctionnel dans le circuit neuronal 

impliquant le système dopaminergique (Figure S4 B). 

Le test de nage a été utilisé dans le manuscrit n°1 (étude de l’effet d’un inhibiteur de la 

COMT dans le modèle MPP+). Pour l’étude de la neurotoxicité du CLD, nous avons choisi 

d’utiliser le BSR, plus communément utilisé. Les résultats ont été exprimés sous forme de 

ratio de la vitesse des vers en présence de bactéries par rapport à leur vitesse en absence de 

bactéries.  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S 4. Effets du CLD sur la fonction des neurones dopaminergiques. 

Les animaux jeunes adultes synchronisés ont été incubés en présence de CLD (15 µM) durant 72 h à 20°C. 
A) Quantification de la vitesse des vers après la nage (en μm/s). Nous avons observé des déficits de 
comportement moteur chez les nématodes intoxiqués au MPP+. Le déficit moteur chez les animaux traités 
au MPP+ est équivalent à celui obtenu chez une lignée mutante dont le gène de la tyrosine hydroxylase 
(CB1112, cat-2) est invalidé et ce qui se traduit par une déficience dans la production de dopamine. Les 

résultats représentent la moyenne   s.e.m ; n = 25 animaux/condition/expérience pour 3 expériences 
indépendantes ; ANOVA post-hoc test de Dunnet ; ensemble des conditions expérimentales versus la condition 
contrôle, ****p<0,0001. B) Vitesse de locomotion des vers en présence et absence de bactéries. Le test 
repose sur le calcul du rapport entre le pourcentage du rapport entre la vitesse des vers en présence de 
bactéries et la vitesse en milieu sans bactéries. Pour la lignée déficiente pour la dopamine (CB1112, cat-2), 
on n’observe pas de diminution de la vitesse des vers en présence de bactéries. La lignée dat-1p::gfp , non 
traitée par le CLD, montre une diminution d’environ 50% de la vitesse des vers en présence de bactéries 
par rapport à la condition sans bactéries. En présence de CLD (15 μM), cette vitesse est augmentée de 

manière significative et s’assimile à la vitesse de la lignée mutante. Les résultats représentent la moyenne   
s.e.m ; n = 120 animaux/condition/expérience pour 3 expériences indépendantes ; ANOVA post-hoc test de 
Dunnet ; ensemble des conditions expérimentales versus la condition contrôle, **p<0,01. 
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III.B. Chapitre 2. Thérapeutiques de la maladie de Parkinson 

 

III.B.1. Article # 2 : Effets d'un nouvel inhibiteur naturel de la catéchol-O-méthyl 

transférase sur deux modèles in vivo de la maladie de Parkinson. 

III.B.1.a.  Contexte et problématique  

À ce jour, il n’existe aucun traitement capable d’inhiber la dégénérescence chronique 

des neurones dopaminergiques. Les traitements existants ont pour principal objectif de 

compenser le déficit en dopamine et le déséquilibre dopamine/acétylcholine au niveau du 

striatum. La thérapie la plus utilisée est l’administration de lévodopa (L-DOPA), le 

précurseur naturel de la dopamine. Cette molécule thérapeutique a été introduite à la fin 

des années 1960, et reste depuis, le traitement symptomatologique le plus efficace chez les 

patients atteints de MP. La L-DOPA est co-administrée avec un inhibiteur de la 

décarboxylase des acides aminés aromatiques (AADC) visant à bloquer la dégradation 

périphérique de L-DOPA et à prolonger ses effets (Illustration n°33). Bien que les effets 

moteurs soient positifs et stables pendant plusieurs années, l'utilisation à long terme de L-

DOPA/AADC aboutit à terme, à une perte d’efficacité avec une diminution de la réponse 

motrice et l’apparition d’effets secondaires tels que des dyskinésies ou des troubles psycho-

comportementaux. L'inhibition de la catéchol-O-méthyltransférase (COMT) réduit la 

dégradation de la L-DOPA en 3-OMD et prolonge l'efficacité de la L-DOPA en diminuant 

à la fois le métabolisme de la L-DOPA et celui de la dopamine. Les inhibiteurs de la COMT 

actuellement à disposition en thérapeutique chez l’Homme sont au nombre de 3 : 

l'entacapone, le tolcapone dont l’utilisation est limitée en raison d’une toxicité hépatique et 

l’opicapone récemment disponible dont la demi-vie, plus longue que celle de l’entacapone, 

autorise une seule prise quotidienne (Jenner et al., 2021). Ils sont prescrits chez les adultes 

souffrant de la MP et présentant des fluctuations motrices de fin de dose, non stabilisés 

sous association lévodopa/AADC. 
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Illustration n° 33. Inhibition de la COMT pour le traitement de la maladie de Parkinson. 
(Kurth and Adler, 1998). 

 

Les graines de Mucuna pruriens sont utilisées en médecine ayurvédique depuis des années 

pour traiter la MP entre autres affections. Des études phytochimiques ont démontré la 

présence dans cette plante de L-DOPA et deux dihydroxylés dérivés de tétrahydroisoquinoléine 

(diOH-THIQ) dont certains composés, ont une activité inhibitrice de la COMT similaire à 

l’activité de la tolcapone. Nous avons dans cette étude, testé l’effet de cette molécule, co-

administrée avec la L-dopa dans deux modèles in vivo de la MP, en la comparant à la 

tolcapone comme molécule de référence.  

III.B.1.b. Résultats 

1- Synthèse et tests biochimiques d’activité enzymatique de COMTi4 

La molécule d’intérêt, l’acide (1R,3S)‐6,7‐dihydroxy‐1‐méthyl‐1,2,3,4-

tétrahydroisoquinoléine-1,3-dicarboxylique (que l’on a nommé COMTi4) a été extraite et purifiée 

à partir de graines de M. pruriens. Des tests biochimiques d’activité enzymatique ont montré 

que le composé COMTi4 inhibe de manière sélective la COMT, une enzyme métabolisant 

à la fois de la dopamine (DA) et la L-DOPA. COMTi4 n’inhibe pas la MAO-B, une enzyme 

qui catalyse la déamination oxydative des monoamines, en particulier de la DA et n’exerce 

pas non plus d’effet significatif vis-à-vis de l’AADC, la décarboxylase des L-aminoacides 

aromatiques qui transforment la L-DOPA en DA. Enfin, COMTi4 ne possède pas d’effet 

agoniste vis-à-vis des récepteurs D1 et D2 à la dopamine. Au total, COMTi4 possède in vitro 
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un profil pharmacologique comparable à celui de la Tolcapone, un inhibiteur de référence 

de la COMT, utilisée pour augmenter et prolonger les effets de la L-DOPA. A noter, 

cependant, que cet inhibiteur a une utilisation limitée, du fait de sa toxicité hépatique. 

 

2- Impact fonctionnel de COMTi4 chez le c-elegans exposé au MPP+ 

Grâce au modèle C. elegans dont le système dopaminergique a été lésé par du MPP+, nous 

avons pu démontrer que la capacité de COMTi4 à améliorer significativement les effets de 

la L-DOPA, lorsque ce composé est utilisé à une concentration qui a peu d’effets sur les 

vers lésés (1 mM). Pour arriver à ce résultat, nous avons utilisé le test phénotypique de la 

« vitesse de la nage », permettant d’étudier l’impact fonctionnel de la perte et les 

dysfonctionnements des neurones induits par l’administration de MPP+. Lors de ce test les 

animaux exposés au MPP+ restent immobiles après 1h de nage. Nous avons quantifié le 

pourcentage d’animaux immobiles après un traitement à la L-DOPA, à la tolcapone ou 

l’inhibiteur COMTi4. Nous avons observé, chez les animaux ayant reçu un co-traitement L-

DOPA-tolcapone ou L-DOPA-COMTi4, une augmentation significative de la motilité par 

rapport à la condition L-DOPA seule (+50 % pour COMTi4 versus 55,5% pour la 

tolcapone). Dans ce modèle COMTi4 a donc un effet similaire à l’inhibiteur de référence de 

la COMT, la Tolcapone en présence de L-DOPA. 

 

3- Impact fonctionnel et analyse de la biodisponibilité de COMTi4 dans le modèle 

rongeur de neurotoxicité par la 6-OHDA 

Le composé COMTi4 ayant démontré son efficacité sur le modèle C. elegans présentant une 

lésion sélective du système dopaminergique, nous avons voulu confirmer ce résultat dans 

un modèle de rat hémiparkinsonien chez lequel on induit une lésion du système 

dopaminergique par injection stéréotaxique unilatérale de 6-OHDA dans le faisceau médian 

de la base du cerveau antérieur. Ce modèle se caractérise en partie par une lésion unilatérale 

des neurones s’étendant du mésencéphale au striatum.  

Dans ce modèle, la lésion au 6-OHDA induit un déficit du comportement rotatoire 

asymétrique, pouvant être mesuré de manière automatisée par un rotomètre qui quantifie 

le nombre de rotations controlatérales à la lésion. Comme prévu, la L-DOPA (6 mg/kg) en 

présence de Benserazide (12.5 mg/kg), un inhibiteur de l’AADC périphérique induit des 

rotations controlatérales, lorsqu’administrée seule, sa dégradation enzymatique et la relative 
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faible dose de L-DOPA utilisée dans notre paradigme expérimental, limitant l'intensité de 

son effet. Lorsque administré avec COMTi4, l’effet de la L-DOPA, est amplifié lorsque l’on 

mesure le nombre maximal de rotations controlatérales des animaux sur une période de 5 

min. L’effet du COMTi4 sur ce paramètre est du même ordre que celui de la Tolcapone. 

Cependant, la Tolcapone augmente le nombre total de rotations de manière significative, et 

sa durée d’action est plus longue.  

Des analyses HPLC et de détection électrochimique ont permis de quantifier les 

concentrations tissulaires en monoamines. Ces analyses nous ont permis d’observer que la 

co-administration de L-DOPA et de COMTi4 n’augmente pas la quantité de L-DOPA dans 

le striatum non lésé. Ce résultat suggère que la L-DOPA administrée est rapidement 

métabolisée par les enzymes AADC et par la COMT dans le SNC. L’inhibiteur COMTi4 ne 

serait donc pas capable de traverser la barrière hémato-encéphalique et d’atteindre une 

concentration efficace dans le SNC. Il est probable que COMTi4 inhibe uniquement la 

COMT périphérique, sans action sur la COMT au niveau cérébral.  

Au total, des expériences réalisées sur deux modèles in vivo de dégénérescence 

parkinsonienne dopaminergique nous permettent de valider le fait que le composé COMTi4 

opère aussi comme inhibiteur de la COMT dans un contexte physiopathologique. Plus 

précisément, nous avons montré que COMTi4 améliore les effets de la L-DOPA chez le 

nématode C. elegans et le rat ayant un système dopaminergique lésé par des toxines 

spécifiques de ce système. COMTi4 pourrait être un composé intéressant pour des stratégies 

visant à inhiber de la COMT périphérique.  
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III.B.1.c. Article n° 2. 
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III.B.1.d. Résultats supplémentaires : Développement du modèle MPP+. 

Ce modèle a été développé dans le cadre de l’étude pharmacologique de l’action des 

inhibiteurs de la COMT. 

Les animaux de la lignée N2 sauvage et ont été exposés à différentes concentrations 

de MPP+ (Figure S5). La DL50 est située à 0,75mM, ce qui est cohérent avec les résultats 

obtenus précédemment dans un autre laboratoire (Braungart et al., 2004). Nous avons choisi 

la concentration de travail sur des critères de taux de mortalité, mais également de mort 

neuronale et nous avons sélectionné la concentration de 1 mM de MPP+ pour les 

expériences suivantes. 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S 5. Détermination pharmacologique de la dose létale du MPP+ chez le nématode C. 
elegans. 

Analyse préliminaire de la toxicité du MPP+ sur les animaux incubés chroniquement durant 3 jours à 20°C. 
Nous pouvons observer que la Dose Létale à 50% (DL50) chez les animaux exposés est située à 0,75 mM. 
Les résultats représentent les moyennes ; n = 3 avec 100 animaux/condition/expérience, pour 3 expériences 
indépendantes.  
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III.B.2. Article #3 : La doxycycline réduit l’agrégation de l'α-synucléine et ses 

conséquences délétères dans des modèles in vitro et in vivo 

 

III.B.2.a. Contexte et problématique 

La MP et certaines maladies neurodégénératives apparentées comme les démences à 

corps de Lewy et les atrophies multi-systématisées sont des pathologies neurodégénératives 

caractérisées par l'agrégation de l'α-Syn, une protéine synaptique dont la fonction reste 

encore largement méconnue. Les agrégats intracellulaires pathologiques, ou corps de Lewy, 

qui résultent de ce processus, accumulent non seulement de l’α-Syn pathologique 

phosphorylée et agrégée, mais aussi des débris cellulaires comme des mitochondries et des 

fragments membranaires lipidiques (Shahmoradian et al., 2019). La formation de ces 

inclusions contribue vraisemblablement à la perte neuronale qui caractérise ces pathologies 

(Tourville et al., 2022). Aucune thérapeutique n’est à ce jour capable de limiter cette 

agrégation protéique pathologique et ses conséquences.  

Le rôle antiagrégant de la doxycycline vis-à-vis de l’α-Syn ayant été décrit 

précédemment, nous avons initié cette étude en ayant un double objectif ; 1) Mieux 

comprendre les mécanismes anti-agrégants de la doxycycline vis-à-vis de l’α-Syn et 2) 

Recueillir des arguments expérimentaux solides démontrant son efficacité potentielle 

comme agent neuroprotecteur dans le traitement des synucléinopathies. 

La doxycycline est un antibiotique à large spectre qui appartient au groupe des 

tétracyclines. Certains membres de cette famille d’antibiotiques ont aussi des propriétés 

neuroprotectrices (Reglodi et al., 2017; Santa-Cecília et al., 2019), probablement en lien avec 

leur propriétés anti-inflammatoires (Cronin and Grealy, 2017; Bortolanza et al., 2021). En 

plus de cette action anti-inflammatoire, la doxycycline est aussi capable d’inhiber la 

formation des formes fibrillaires de la protéine bêta-amyloïde (Aβ), de la protéine prion 

(PrP), de la β-microglobuline et de l'α-Syn (Costa et al., 2011; Giorgetti et al., 2011; Hannaoui 

et al., 2014; Schmitz et al., 2016; González-Lizárraga et al., 2017). Sur la base de ces résultats, 

il a été proposé que la doxycycline pourrait ralentir l’agrégation amyloïde pathologique dans 

les maladies neurodégénératives (Stoilova et al., 2013; Socias et al., 2018). Même si les effets 

antiagrégants de la doxycycline vis à vis de l’α-Sy sont déjà établis, ses effets 
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neuroprotecteurs méritent d’être mieux étudiés et son mécanisme d’action reste encore à 

élucider.  

Dans notre étude plusieurs modèles d’agrégation de l’α-Syn ont été utilisés pour 

explorer la nature des mécanismes anti-agrégants de la doxycycline: 1) La méthode 

acellulaire in vitro de la «Real-time quaking-induced conversion » ou RT-QuiC, un procédé 

automatisé permettant d’induire par agitation régulière, intermittente et contrôlée 

l’agrégation de monomères d’ -Syn en présence d’amorces fibrillaires de cette protéine, et 

de mesurer, quantitativement et en temps réel, la formation des espèces agrégées 

nouvellement formées grâce à la Thioflavine T (ThT), 2) Des cellules rénales embryonnaires 

de la lignée HEK293, exprimant de manière stable une protéine de fusion  -Syn-EGFP et 

ayant la capacité à former des agrégats protéiques après exposition à des fibrilles d’ Syn 

(PPF) ; 3) Des cellules de neuroblastome humain (SH-5Y5Y) qui produisent des espèces 

radicalaires de l’oxygène (ROS) en présence de PPF ; 4) Des cellules H4 de neurogliome 

humain dans lesquelles le processus d’agrégation découle de la surexpression conjointe d’un 

variant synthétique d’ -Syn (SynT) et de la Synphilin-1, un partenaire de l’ -Syn ; 5) Une 

lignée de nématode C-elegans surexprimant l’α-Syn, spécifiquement dans les neurones 

dopaminergiques.  

 

Nos résultats présentés en détail dans la publication qui suit, montrent 1) que la 

doxycycline module le nombre et la taille des inclusions d’α-Syn dans les modèles cellulaires 

HEK293 et H4, 2) que des PPFs formés en présence de doxycycline ont une capacité 

restreinte, à induire des espèces radicalaires par rapport à des PFFs témoins, dans les cellules 

de la lignée SHSY5Y, et 3) que la doxycycline provoque une redistribution des agrégats d’α-

Syn et une diminution de leur taille chez une lignée de nématode C. elegans qui surexprime 

l’α-Syn dans les neurones dopaminergiques, tout en corrigeant certaines anomalies 

morphologiques de ces neurones et des dysfonctionnements de comportement moteur 

associés à un déficit en dopamine. 
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III.B.2.b. Article n°3.  
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III.B.2.c. Synthèse des résultats 

Grâce à la technique de la RT-QuiC, nous avons observé une diminution de l'intensité 

de fluorescence de la Thioflavine ThT de manière concentration-dépendante en présence 

de doxycycline confirmant ce qui avait été démontré précédemment par une technique 

conventionnelle d’agrégation par agitation orbitale continue. En outre, quand l’incubation 

est réalisée avec la concentration de doxycycline la plus forte (10 µM), on observe une 

diminution précoce du signal basal ThT dès les premiers cycles d’amplification, suggérant 

que la doxycycline pourrait modifier la conformation de l'α-Syn agrégée et produire des 

structures polymorphes, non détectables par cette technique de fluorescence. 

Des analyses en imagerie cellulaire en temps réel sur cellules HEK293 surexprimant 

de manière stable une protéine de fusion α-Syn:EGFP, ont aussi permis de confirmer que 

la doxycycline pouvait moduler le nombre des agrégats formés en présence de fibrilles 

préformées d’α-Syn. Nous avons aussi montré que les PFFs stimulent la production de 

ROS mitochondriaux visualisés avec la sonde MitoSOX Red dans les cellules SHSY5Y. De 

manière intéressante les PFFs formés en présence de doxycycline perdent cette capacité, 

suggérant que les espèces nouvellement formées en présence de doxycycline sont aussi 

probablement moins toxiques. 

Dans le modèle cellulaire SynT/Synphilin-1 présentant des inclusions d'α-Syn sans 

ajout de fibrilles, on constate une réduction drastique du nombre total de cellules 

transfectées contenant > 10 inclusions, est observée en présence de 10 µM de doxycycline. 

A cette concentration de doxycycline des inclusions occupant une plus grande surface sont 

cependant observées, suggérant que les oligomères s'organisent différemment, peut-être en 

produisant des agrégats moins toxiques pour les cellules. A l’inverse à de plus faibles 

concentrations (0.01, 0.1 et 1M), le nombre de cellules transfectées contenant >10 

inclusions augmentent progressivement avec les concentrations croissantes de doxycycline 

alors que la surface totale de ces inclusions diminue.  

Dans une lignée transgénique de nématode C. elegans surexprimant l'α-Syn humaine 

dans les neurones dopaminergiques qui expriment la GFP sous contrôle du promoteur du 

transporteur de la DA, on observe une forte accumulation d’α-Syn au sein de ces neurones 

ainsi qu’une augmentation de leur volume et une perte d’expression de la GFP. Nous 

montrons que la doxycycline prévient les changements de morphologie des neurones 
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surexprimant l’α-Syn et aussi la diminution du signal GFP induit par l’expression de la 

protéine, ce qui pourrait suggérer que la doxycycline préserve le phénotype dopaminergique 

chez les animaux traités par la doxycycline. La doxycycline réduit aussi la surface occupée 

par les agrégats d’α-Syn dans les neurones dopaminergiques des vers transgéniques. Cet 

effet a été mis en évidence grâce à une détection de l'α-Syn par immunofluorescence une 

quantification de la surface de répartition de l’immunosignal dans chaque neurone. Au total, 

ces observations confirment nos résultats obtenus in vitro, où l’on a pu noter que la 

doxycycline modifiait la distribution et la taille des agrégats d’α-Syn.  

Nous avons aussi évalué le fonctionnement du système dopaminergique chez les 

nématodes C. elegans surexprimant l’α-Syn, en mesurant la vitesse de déplacement des 

animaux lorsqu’ils passent d’une goutte de liquide, à un milieu solide. Dans ce test, un déficit 

en DA conduit à un ralentissement des animaux, notamment chez la lignée mutante cat-

2(e1112), qui ne synthétise pas de DA. Nous montrons que la surexpression de l’α-Syn dans 

les neurones dopaminergiques peut ralentir le comportement moteur des animaux. Ce 

déficit comportemental peut être restauré partiellement par la L-DOPA en traitement aiguë 

et totalement par la doxycycline en administration chronique. La doxycycline restaure donc 

les perturbations motrices dopaminergiques induites par l’expression de l’α-Syn dans les 

neurones dopaminergiques du nématode C. elegans. 

 

L’ensemble de ces résultats obtenus sur les modèles acellulaires, cellulaires et chez le 

C. elegans fournit de nouvelles hypothèses quant aux mécanismes par lesquels la doxycycline 

pourrait inhiber l'agrégation de l'α-Syn et améliorer les anomalies motrices liées au déficit 

dopaminergique. Ainsi, la doxycycline pourrait agir à différents niveaux, (i) en modulant à 

la fois le processus d'agrégation de l’α-Syn et les effets délétères des assemblages 

moléculaires nouvellement formés, (ii) en modifiant la distribution et la taille des agrégats. 

Il est important de noter que les effets antiagrégants de la doxycycline conduisent à la 

récupération d’un comportement moteur impliquant le système dopaminergique du 

nématode C. elegans, confirmant que cette molécule pourrait être un médicament candidat 

d’intérêt pour le traitement maladie de Parkinson. 
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III.B.2.d. Résultats supplémentaires. 

i Développement d’un modèle exprimant la protéine α-Syn.  

Nous avons généré un modèle de surexpression de l'α-Syn humaine dans les 

neurones dopaminergiques chez C. elegans. Ces neurones sont identifiés par un marquage à 

l’aide d’une protéine fluorescente, la GFP, ce qui nous a permis d’étudier la morphologie et 

la perte des neurones in vivo et en temps réel (Figure S 6).. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Figure S 6. Expression de l’α-Syn dans les neurones dopaminergiques. 

Des animaux jeunes adultes co-exprimant l’α-Syn (rouge) et la GFP (vert) dans les neurones 

dopaminergiques ont été immunomarqués avec un anticorps dirigé contre l’α-Syn et la TH. Les animaux 
ont été observés avec un microscope à épifluorescence à fort grossissement (x63).  Nous avons mis en 

évidence que le marquage de l’α-Syn est localisé de manière spécifique dans les neurones GFP et TH positifs.  

 

La surexpression d'α-Syn n’induit pas de mort neuronale. Elle induit, en revanche, 

un déficit fonctionnel des neurones dopaminergiques par un test locomoteur spécifique de 

l’activité du système dopaminergique. De plus, la surexpression d'α-Syn induit des 

modifications morphologiques des neurones qui se traduisent à la fois par une 

augmentation significative de la surface des neurones DA et par une diminution significative 

de la densité de GFP exprimée par ces neurones, ce qui suggère l’induction d’un effet 

toxique induite par l'expression de l'α-Syn.  

Ce modèle a été mis au point et utilisé dans le cadre de l’étude de l’effet de la doxycycline 

sur l’agrégation de la protéine a-Syn.  

 

α-synucléine 
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IV. Discussion. 

IV.A. Discussion des travaux présents dans les différentes études 

 

Les travaux de cette thèse, nous ont permis de répondre en partie aux questions concernant (i) le profil 

neuro-toxicologique du CLD, de tester des composés à potentiel thérapeutique dans (ii) des modèles in vivo 

phénotypiques de mort ciblé des neurones dopaminergiques et (iii) dans différents modèles d’agrégation de 

l’α-Syn. 

Bien que chaque thématique abordée soit différente, les questions évoquées peuvent être importantes dans la 

compréhension des mécanismes neuropathologiques impliqués dans la maladie de parkinson. 

Dans cette discussion, nous détaillerons les différents points abordés pour chacun des travaux, puis nous 

élargirons la réflexion de façon plus générale sur les mécanismes physio-pathologiques relatifs à la MP. 

 

IV.A.1. Discussion des travaux #1 :  

Dans cette partie, nous allons discuter point par point les résultats obtenus dans le 

chapitre 1 sur l’étude de la toxicité du CLD dans les modèles in vitro et in vivo, en tenant 

compte des résultats supplémentaires. 

IV.A.1.a. La toxicité du CLD dans les neurones dopaminergiques en culture. 

Les effets neurotoxiques que nous observons dans nos expériences sont doses et 

temps dépendants. Les résultats étaient très reproductibles, puisqu’on observait 

régulièrement une perte neuronale progressive et significative à partir du 3ème jour 

d’incubation et optimale au 5ème jour pour une dose identique de CLD. Nous avons pu 

déterminer des conditions expérimentales en fixant un temps et une concentration 

d’exposition afin de pouvoir tester nos hypothèses expérimentales. En culture, la perte 

progressive des neurones dopaminergiques s’accompagne naturellement, d’une diminution 

de la recapture de la dopamine dans les mêmes conditions expérimentales. Cette 

observation est comparable aux résultats obtenus avec les modèles cellulaires d’intoxication 

par le MPP+. Cependant, les concentrations de CLD pour lesquelles nous observons une 

perte partielle des neurones dopaminergiques, montrent une diminution drastique de la 
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recapture de la dopamine. Ce résultat nous suggère que les neurones survivants dans ces 

conditions ne sont déjà plus fonctionnels malgré leur présence. De façon plus détaillée, 

nous avons observé que ces neurones présentent des altérations morphologiques avec une 

atrophie des corps cellulaires et de pertes neuritiques. Cependant, notre modèle in vitro 

présente quelques limitations à cause de l’absence d’un réseau neuronal intégré, l’absence 

de cellules gliales trophiques et de la fragilité des cultures de neurones primaires. De plus, 

notre test in vitro, par essence, exclue la possibilité de modifications/dégradations chimiques 

du CLD qui pourraient avoir lieu dans un organisme pluricellulaire avec l’implication des 

systèmes enzymatiques métaboliques (cytochrome CYP450), ou de s’accumuler dans 

d’autres types cellulaires (Saint Hilaire et al., 2021). Ces éléments pourraient jouer sur la 

pharmacocinétique et la biodisponibilité du CLD et dans ce sens, nous avons donc 

confronté nos résultats dans un modèle in vivo simplifié possédant un système neuronal 

intégré, le nématode C. elegans.  

 

IV.A.1.b. La toxicité du CLD chez C. elegans 

Nous avons établi différents protocoles d’exposition au CLD. Au départ, les animaux 

au stade L1 étaient exposés chroniquement au CLD pendant 3 jours, de façon similaire au 

protocole d’exposition de la neurotoxine dopaminergique MPP+ précédemment développé 

dans le laboratoire. Cependant, nous avons observé que les animaux exposés précocement 

au CLD présentaient des retards significatifs durant leur développement. En effet, au bout 

de 3 jours d’incubation à 25°C, les animaux présentaient une taille significativement plus 

petite que dans la condition contrôle et étaient dépourvus d’appareil reproducteur, ce qui 

est une des caractéristiques des animaux de stade adulte. De plus, nous avons également 

observé qu’une exposition des animaux pendant 3 jours au CLD à des stades précoces 

conduisait à une diminution significative de la durée de vie des animaux. Ces observations 

sur lesquelles nous n’avons pas organisé d’autres expériences complémentaires pourraient 

constituer des études ultérieures importantes à explorer, notamment dans la recherche des 

mécanismes d’action cellulaires du CLD comme une étude sur ses potentiels effets sur la 

fonction mitochondriale. En effet, les études montrent, qu’un stress métabolique 

mitochondrial léger engendré par des modifications génétiques (clk-1/CoQ, isp-1/complexIII) 

(Wong, 1995; Felkai et al., 1999; Feng et al., 2001) ou bien par des composés 



 

 200 

pharmacologiques comme l’Antimycin A (Dillin et al., 2002) prolonge la durée de vie de C. 

elegans (van der Bliek et al., 2017; Maglioni et al., 2019). En revanche, si le dysfonctionnement 

mitochondrial est très sévère comme il peut être observé dans le cas de la MP, les 

conséquences sur l’organisme des animaux peuvent être délétères. Nous pouvons observer 

par exemple l’arrêt du développement ou le raccourcissement de la durée de vie des 

animaux (Rea et al., 2007; Schiavi and Ventura, 2017). 

À la suite de ces observations, nous avons commencé l’exposition des animaux à l’âge adulte 

d’autant plus que nous pouvons tester dans ces conditions l’effet du vieillissement. 

 

IV.A.1.c. La toxicité du CLD dans les neurones dopaminergiques de C. elegans. 

L’utilisation d’une lignée exprimant la protéine fluorescente GFP spécifiquement dans 

les neurones dopaminergiques et la transparence des animaux nous a permis d’observer et 

de quantifier les neurones dopaminergiques en temps réel au cours du temps.  Nous avons 

mesuré une perte de neurones dopaminergiques significative après exposition chronique au 

CLD. De manière intéressante, les concentrations de CLD sont très proches des 

concentrations utilisées en culture cellulaire, pour des effets similaires. En effet, le CLD est 

une molécule très lipophile ayant un logP d’environ 5 (Emond and Multigner, 2022) et peut 

potentiellement traverser la cuticule et les membranes cellulaires des nématodes, 

contrairement à d’autres molécules plus hydrophiles. Le MPP+, molécule polaire par 

exemple, doit être administré à des concentrations 10 fois supérieures à celles en culture 

cellulaire pour observer des effets notables. 

En parallèle, nous avons mis en place un test de comportement chez le nématode 

dénommé le « Basal Slowing Response » (BSR). Ce test comportemental a été établi par Sawin 

et ses collaborateurs et permet d’évaluer spécifiquement le fonctionnement des neurones 

dopaminergiques (Sawin et al., 2000). En effet, lorsque les animaux sont en présence de 

bactéries, les neurones dopaminergiques leur permettent de percevoir mécaniquement, par 

la texture, la présence de bactéries (Chen et al., 2013). Par conséquent, en présence de 

nourriture les animaux vont avoir le réflexe de diminuer sensiblement leur vitesse de 

locomotion. Les animaux exposés chroniquement au CLD ont échoué à ce test en ne 

ralentissant pas en présence de nourriture, ces observations suggèrent que le CLD pourrait 

affecter le fonctionnement des neurones dopaminergiques.  L’ajout exogène de L-DOPA 
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dans la nourriture des animaux permet de restaurer la réponse au test BSR, ce qui 

confirmerait une atteinte des neurones dopaminergiques par le CLD et de la fonctionnalité 

des neurones encore présents. 

 

IV.A.1.d. Étude du mécanisme d’entrée du CLD. 

Le transporteur de la recapture de la dopamine, DAT est une importante voie 

d’entrée intracellulaire pour le MPP+, la 6-OHDA et le cocktail pesticide/herbicide 

Paraquat/Maneb (Uversky, 2004). Ces neurotoxines sont connues pour provoquer des 

lésions spécifiquement dans les neurones dopaminergiques chez l’Homme et dans de 

nombreux modèles animaux (Richter et al., 2017). Nous avons donc réalisé plusieurs 

expériences in vitro et in vivo afin de déterminer si le CLD pouvait s’accumuler dans les 

neurones via le transporteur DAT. Nous avons observé que le CLD n’est pas spécifique du 

transporteur DAT car lorsque nous avons bloqué ce transporteur avec l’inhibiteur 

GBR12909 dans les neurones en culture, la concentration effective de toxicité du CLD n’est 

pas été diminuée.  Afin de confirmer ce résultat obtenu in vitro, nous avons utilisé une 

souche mutante de C. elegans invalidée de façon fonctionnelle pour le gène exprimant le 

transporteur DAT, dat-1 (ok157) (Felton and Johnson, 2014). Nous avons observé qu’après 

une exposition au CLD, les animaux mutants dat-1 (ok157) présentent des 

dysfonctionnements de neurones dopaminergiques similaires à celui observé chez la souche 

sauvage. En nous basant toujours sur les caractéristiques biochimiques du CLD, nous 

pouvons supposer qu'en raison de son caractère lipophile, le CLD pénètre dans les 

neurones dopaminergiques en diffusant passivement à travers la membrane plasmique et 

en s’accumulant dans le compartiment intracellulaire. Cela pourrait expliquer probablement 

la raison pour laquelle la toxicité du CLD est progressive et affecte d’autres populations de 

neurones non dopaminergiques dans les cultures de mésencéphale. Dans le modèle C. 

elegans, nous avons confirmé ces observations en utilisant des souches transgéniques ayant 

d’autres systèmes marqués en GFP, tels que le système cholinergique (unc-17p::gfp), 

sérotoninergiques (tph-1p::gfp) et GABAergiques (unc-25p::gfp). De manière intéressante, 

nous avons relevé que les neurones dopaminergiques, sérotoninergiques et cholinergiques 

étaient plus vulnérables que les neurones GABAergiques face à la toxicité du CLD. 
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Nous n’avons malheureusement pas pu examiner plus amplement quant à la 

vulnérabilité des neurones glutamatergiques face au CLD, ceci fera l’objet d’études 

ultérieures. De plus, afin de valider ces résultats, il aurait été intéressant de quantifier la mort 

des neurones dopaminergiques et les autres systèmes neuronaux dans des animaux mutants 

pour le transporteur DAT et marquées par la GFP pour chacun d’entre eux. Ces 

expériences nous auraient permis d’explorer plus amplement les mécanismes impliqués 

dans la différence de vulnérabilité neuronale observée qui ouvrent le champ sur des 

perspectives mécanistiques intéressantes. 

 

IV.A.1.e. Le CLD est toxique pour les cellules gliales sans induire de réponse 

inflammatoire. 

L’activation des cellules gliales semble être liée à plusieurs mécanismes déclencheurs 

de la maladie de Parkinson. Nous avons donc testé le CLD dans des cultures primaires 

purifiées de microglies et d’astrocytes. Les microglies semblaient être particulièrement plus 

vulnérables au CLD que les astrocytes. Ces observations sont à confronter avec les études 

montrant que les astrocytes ont une propension particulière à combattre le stress oxydatif 

et à maintenir les niveaux d'ATP via la glycolyse aérobie (Swanson et al., 2004; Giordano et 

al., 2022), suggérant ainsi que la toxicité induite par le CLD pourrait impliquer ce type de 

processus cellulaire.   

Cependant, ni les microglies ni les astrocytes ne montrent une libération dans le milieu 

extracellulaire de TNF-α, une cytokine impliquée dans la progression d'un certain nombre 

d'états inflammatoires cérébraux liés à la neurodégénérescence pathologique (Janelsins et 

al., 2008), y compris celle caractérisant la MP (Acuña et al., 2019; Fischer et al., 2020). 

Les cellules gliales ayant été exposées à l’inflammogène de référence PAM3CSK4, 

montrent une libération de TNF-α et donc une activation inflammatoire. Cette activation 

est cependant absente des cultures exposées au CLD. D’autre part, des études suggèrent 

que les neurones co-cultivés avec des cellules gliales pourraient se montrer plus vulnérables 

aux neurotoxines que les cultures pures de neurones (Emmrich et al., 2013). Il serait donc 

intéressant d’explorer cette voie et pour ce faire, de développer des expériences de co-

culture neurones/microglies en présence de CLD afin de pouvoir évaluer si la présence de 
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cellules gliales pouvait aggraver la toxicité induite par le CLD dans les neurones 

dopaminergiques. 

 

IV.A.1.f. Le degré de maturation des cultures ne permet pas de moduler pas la 

susceptibilité des neurones dopaminergiques au CLD 

Le vieillissement étant considéré comme un facteur de risque de la MP (Koller et al., 

1987; Collier et al., 2017) et du parkinsonisme dégénératif atypique(Litvan et al., 1996; 

Lannuzel et al., 2018) nous avons souhaité déterminer si des cultures plus matures de 

neurones de mésencéphale pouvaient être plus susceptibles au CLD. Pour cela, nous avons 

exposé les cultures âgées de 14 jours durant 5 jours à une gamme de concentration de CLD 

de 3 à 20 µM (l’âge des cultures utilisées précédemment était de 7 jours). 

Nous avons constaté que dans les cultures matures, l'exposition au CLD entraînait 

une perte de neurones dopaminergiques dépendante de la concentration du pesticide 

comparable aux résultats obtenus dans les cultures plus jeunes. Contrairement à nos 

attentes, le CLD ne montre pas une efficace plus importante vis-à-vis de neurones 

dopaminergiques plus matures. Nous pouvons conclure que dans notre modèle, la 

neurotoxicité du CLD pour les neurones dopaminergiques n'est pas influencée par le degré 

de maturité des cultures, mais dépendrait des concentrations de CLD et de la durée de 

l'exposition au pesticide. 

 

IV.A.1.g. L'intoxication au CLD engendre une dépolarisation mitochondriale et la 

production de ROS. 

Afin d’étudier les mécanismes de mort cellulaire induit par le CLD, nous avons estimé 

la quantité de ROS intracellulaire à l’aide de la sonde fluorescente DHR-123 (Douda et al., 

2015). Nous avons constaté que les ROS commencent à être produits relativement de 

manière précoce pendant le mécanisme de neurodégénérescence induite par la CLD. La 

production de ROS culmine après 48 h d'exposition à 15 µM de CLD, un stade qui coïncide 

avec le début de la perte des neurones dopaminergiques. Nous avons noté que la production 

de ROS a augmenté dans une fraction substantielle des neurones du mésencéphale, 

vraisemblablement ceux qui deviennent irréversiblement engagés dans un processus 
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dégénératif. Lors de l'exposition au CLD, la production de ROS est corrélée à une 

diminution du ΔΨm, évaluée avec la sonde mitochondriale TMRM (Creed et McKenzie, 

2019), suggérant que le stress oxydatif est généré initialement au niveau des mitochondries 

dysfonctionnelles. Ceci est aussi cohérent avec le fait que le DHR-123 s'accumule 

préférentiellement dans cette organelle (O’Connell et al., 2002). Cependant, lorsque nous 

avons provoqué une chute du ΔΨm avec le FCCP, un découpeur de la phosphorylation 

oxydative mitochondriale, nous n’avons pas observé d’augmentation des ROS. Ce résultat 

suggère que le CLD et le FCCP pourraient opérer via des mécanismes relativement distincts 

et que les ROS seraient produits à des échelles de temps différentes. Le dysfonctionnement 

mitochondrial associé à un stress oxydatif généré par l’exposition au CLD pourrait 

également expliquer pourquoi les astrocytes développent une certaine résistance au 

pesticide. 

 

IV.A.1.h. Modulateurs potentiels de la mort neuronale dopaminergique médiée 

par le CLD 

Compte tenu de la capacité du CLD à générer des ROS, nous avons testé l’hypothèse 

si les antioxydants prototypiques, connus pour être protecteurs dans d'autres systèmes 

modèles contre le stress oxydatif (Rousseau et al, 2013 ; Lavaur et al, 2017), pouvaient 

également protéger les neurones dopaminergiques vis-à-vis de la toxicité du CLD. Pour ce 

faire, nous avons testé un inhibiteur de la peroxydation lipidique (e Trolox-C) et un le 

chélateur du fer (la desferioxamine). Aucun de ces composés n'a montré de protection 

substantielle contre le CLD. De la même manière, le blocage des récepteurs NMDA du 

glutamate avec du MK-801 n’a pas induit d’effet protecteur, ce qui suggère que les ROS 

produits par exposition au CLD ne résulteraient pas forcément d’un processus exito-

cytotoxique médié par le glutamate (Brennan and Kantorow, 2009).  De même, nous 

n’avons pas quantifié d’effet protecteur après une stimulation du flux glycolytique en 

augmentant le glucose dans le milieu de culture, ce qui aurait pu permettre aux cellules de 

surmonter les déficits en ATP causés par un dysfonctionnement mitochondrial (Lannuzel 

et al, 2003). Le manque d'efficacité de ces traitements suggère que d'autres fonctions 

cellulaires importantes pourraient être simultanément altérées lors d'une intoxication au 
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CLD, entraînant instantanément des événements neurodégénératifs irréversibles qui 

seraient difficiles de prévenir. 

Des analyses plus avancées dans le modèle in vivo C. elegans nous permettront sans doute de 

mieux comprendre les mécanismes impliquant les ROS et les altérations mitochondriales, 

notamment par l’utilisation de modèles d’invalidation génétique ciblés pour les complexes 

mitochondriaux (Dancy et al., 2015) ou des modèles d’induction de stress oxydatif (Sarasija 

and Norman, 2018). 

Tenant compte du niveau d’atteinte mitochondriale observée avec le CLD, nous 

avons aussi cherché à comparer le potentiel toxique du CLD vis-à-vis des neurones 

dopaminergiques à celui de l’annonacine (Lannuzel et al, 2008). Dans les conditions actuelles, 

nous avons montré que l'annonacine peut-être environ 100 fois plus puissante que le CLD 

pour induire la mort des cellules dopaminergiques, les EC50 des deux composés étant 

estimées à 0,06 µM et 7,8 µM, respectivement. Nous nous sommes ensuite interrogés quant 

à une potentielle coopération d’activité moléculaire entre l’annonacine et le CLD pour faire 

dégénérer les neurones dopaminergiques, en particulier dans une situation où le CLD est 

utilisé à des concentrations provoquant peu d’effets toxiques (dose sub-toxique). Nos 

résultats montrent clairement que le CLD et l’annonacine n’agissent pas de manière 

synergique, et donc pourraient induire une toxicité par des mécanismes indépendants.  

 

IV.A.1.i. Le processus dégénératif induit par le CLD conduit à une accumulation de 

p-tau mais pas de p-α-Syn. 

Précédemment, avons abordé la possibilité que le CLD puisse éventuellement 

contribuer à l’étiologie du Parkinson atypique dans les Antilles françaises, une condition 

pathologique répertoriée comme étant une tauopathie. Nous avons donc souhaité 

déterminer si la neurodégénérescence induite par le CLD était associée à une expression 

anormale de tau hyperphosphorylé (p-tau) dans les neurones TH+ et éventuellement dans 

d'autres types de neurones des cultures primaires de mésencéphale. Nous avons constaté 

qu'une fraction des neurones TH+ sur-exprimait la p-tau dans leur soma et leur réseau 

neuritique dans une courte période qui précède la mort neuronale. Nous avons observé que 

la p-tau est également fortement exprimé dans certains des neurones non-dopaminergiques. 

Plus intéressant encore, nous avons démontré également qu’un hyperphosphorylation 
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anormale de la tau protéine humaine se produit également dans les neurites et les neurones 

contenus dans les ganglions antérieurs chez les animaux C. elegans traités par le CLD. Nous 

avons utilisé une souche transgénique exprimant l’isoforme 1N4R de la protéine tau 

humaine dans l’ensemble du réseau neuronal (aex-3p::tau  (Kraemer et al., 2003)), confirmant 

l'idée que le CLD pourrait avoir la capacité de favoriser des anomalies post-

transcriptionnelles pathologiques de la protéine tau. Dans l'ensemble, nous démontrons 

que la phosphorylation de tau peut se produire dans des sous-populations de neurones 

dopaminergiques et non-dopaminergiques, à la fois dans le modèle de culture cellulaire du 

mésencéphale et chez le nématode C. elegans. Une augmentation de l'expression de p-tau 

rappelle ce qui a été observé avec l’annonacine, possiblement impliquée dans des formes 

de parkinsonisme neurodégénératif atypique (Lannuzel et al, 2008). En effet, des 

changements dans la distribution et la phosphorylation de tau ont été rapportés dans des 

neurones striataux de souris en culture et des neurones humains exposés de manière 

chronique à de l'annonacine (Escobar-Khondiker et al., 2007; Bruch et al., 2017). Les ROS 

ayant le potentiel de promouvoir l'expression de p-tau (Egaña et al., 2003), on peut supposer 

que le stress oxydatif induit par le CLD pourrait causer l'induction de p-tau dans les cultures 

de mésencéphale et chez les nématodes transgéniques exprimant la protéine tau humaine.  

Contrairement à p-tau, la présence de l’hyperphosphorylation de l’α-Syn (p-α-

syncléine) qui s'accumule dans les CL dans les cerveaux des sujets Parkinsoniens (Fujiwara 

et al., 2002; Lassozé et al., 2022) n’est pas observée dans les corps cellulaires neuronaux 

dopaminergiques ou non-dopaminergiques au cours de la neurodégénérescence induite par 

le CLD. Des contrôles appropriés ont confirmé l'efficacité de notre anticorps pour détecter 

les agrégats de p-α-Syn produits par des fibrilles d’α-Syn recombinante humaine dans le 

même contexte expérimental. Ceci indique que la molécule organochlorée pourrait activer 

des mécanismes de signalisation qui favoriseraient plus spécifiquement la phosphorylation 

pathologique de tau. Par conséquent, le CLD semble plus enclin à favoriser un 

Parkinsonisme neurodégénératif atypique, caractérisé par des anomalies de tau plutôt 

qu’une MP, qui est une synucléinopathie. Cependant, nous ne pouvons pas totalement 

exclure que le CLD puisse également favoriser le processus neurodégénératif associé à la 

MP, en exacerbant des événements neurodégénératifs résultant de l’agrégation de l’α-Syn, 

comme suggéré précédemment pour la Dieldrine, un autre pesticide organochloré (Geser 

et al, 2020). Des analyses complémentaires, en utilisant la lignée transgénique exprimant la 
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protéine α-Syn humaine dans les neurones dopaminergiques chez C. elegans, sont nécessaires 

afin de répondre aux questions concernant une possible agrégation induite par le CLD.  

 

Dans l'ensemble, même si nous sommes bien conscients des limites des modèles 

expérimentaux utilisés pour cette étude qui ne couvrent pas l’ensemble des aspects et la 

complexité du sujet étudié, nos résultats indiquent clairement que le risque de développer 

un Parkinsonisme neurodégénératif pourrait être accru dans les populations antillaises 

subissant une exposition environnementale faible, mais chronique au CLD. Il est possible 

que nos résultats permettent de sensibiliser les populations à risque et de participer à la 

communication sur le risque d'exposition au CLD. En ce sens, ces recherches 

complémentaires à celles déjà existantes pourraient conduire à un meilleur respect des 

mesures de protection contre une contamination relatives à ce pesticide. D'un point de vue 

étiopathogénique, ces résultats peuvent également contribuer à améliorer notre 

compréhension du rôle exercé par les facteurs environnementaux dans le développement 

de la MP et d’autres formes de parkinsonisme dégénératif. 

Enfin, des travaux ont pu mettre en évidence que l’accumulation de l’α-Syn pourrait 

commencer au niveau du système entérique, dans les nerfs du tractus gastro-intestinal 

supérieur (Travagli et al., 2020). Les assemblages d’α-Syn ainsi produits pourraient se 

propager par le nerf vague jusqu’au SNC ce qui suggérerait l’importance de la route 

physiologique intestin-SNC dans le développement de la MP (Liddle, 2018). En ce sens, 

nous pouvons émettre l’hypothèse que le CLD puisse être à l’origine d’une modification de 

la protéine tau/α-Syn intestinale qui engendrerait des espèces moléculaires formant des 

structures amyloïdes qui se propageraient le long des nerfs du tractus supérieur gastro-

intestinal pour atteindre le SNC. Nous avons observé dans nos conditions expérimentales 

in vitro et in vivo que le chlordécone pouvait induire une hyper-phosphorylation pathologique 

de la tau, protéine qui peut être associée à des synucléopathies. Des expériences 

complémentaires seraient intéressantes à mener afin de montrer un lien entre le CLD/tau 

et la formation d’agrégats d’α-Syns. 
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IV.A.2. Discussion des travaux #2. 

 

Dans cette deuxième partie, nous allons discuter des résultats de l’article sur le modèle 

MPP+ dans la validation de l’action d’un nouveau composé thérapeutique inhibiteur de de 

la COMT dans deux modèles in vivo.  Nous allons étudier en quoi ces résultats peuvent être 

prometteurs dans la recherche de nouveaux composés thérapeutiques dans la maladie de 

Parkinson. 

 

IV.A.2.a. Synthèse et caractérisation du l’inhibiteur de la COMT : le composé 

COMTi4 

Nous avons synthétisé le composé COMTi4 à partir de graines de M. pruriens, une 

plante connue dans la médecine ayuverdique pour traiter les maladies liées à l’âge. D’après 

les analyses électrochimiques, cette plante serait composée de L-DOPA et d’inhibiteurs de 

la COMTi4. La synthèse de composés issus de cette plante nous a donc semblé être une 

bonne stratégie pour générer un nouveau composé à potentiel thérapeutique dans la 

maladie de parkinson. 

Nos analyses enzymatiques nous ont permis de sélectionner notre composé en 

fonction de son action sur l’inhibition de la COMT et sur la cytotoxicité. Afin de valider 

son action thérapeutique, nous avons décidé de tester ce composé sur deux modèles 

pharmacologiques in vivo de la MP.  

 

IV.A.2.b. Validation du modèle in vivo d’intoxication par le MPP+ et évaluation de 

l’efficacité thérapeutique du composé COMTi4. 

Dans le modèle de C. elegans, le composé COMTi4 a montré une synergie significative 

avec la L-DOPA pour des concentrations (1 mM) qui sont inefficaces lorsque la L-DOPA 

est administrée seule. Afin d’estimer les effets du composé COMTi4 et de la L-DOPA, nous 

avons généré un modèle pharmacologique déjà publié par Braungart en 2003. Cependant, 

contrairement à ses observations, on observe un effet moins toxique du MPP+ à 1mM. Cela 

pourrait s’expliquer par les différences d’efficacité des lots commerciaux différents de 

MPP+ utilisés dans les deux études. En effet, nous avions identifié une variabilité de toxicité 
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lorsqu’on changeait de lot de MPP+ car c’est une molécule très instable. Cependant, nous 

avons constaté une dégénérescence significative des neurones dopaminergiques dans ce 

modèle et un déficit au test comportemental qui repose sur la capacité des neurones 

dopaminergiques à détecter différence de résistante entre deux milieux (milieu liquide 

versus milieu solide).  Ainsi, dans le test comportemental que nous avons utilisé, 

l'implication de la dopamine dans l'activité motrice affecte spécifiquement le système 

dopaminergique.  

Contrairement aux observations rapportées par Braungart (Braungart et al., 2004a), 

nos données ont montré une amélioration du système dopaminergique altéré chez les 

animaux exposés au MPP+ lorsqu'ils sont traités avec 1 mM de L-DOPA. De plus, il a été 

montré que l'administration de L-DOPA 5 mM peut induire un phénotype d'immobilité 

avec des effets musculaires périphériques (Hughes et al., 2022).  Dans nos expériences, nous 

n'avons pas dépassé une concentration de 3 mM de L-DOPA afin d’éviter ces effets 

secondaires. 

Dans l’objectif de mieux caractériser le composé COMTi4, il serait intéressant 

d’utiliser ce modèle de neurotoxicité dopaminergique dans les souches de C. elegans 

mutantes pour les différentes isoformes de la COMT. Il serait ainsi possible de pouvoir 

caractériser les différentes affinités de ce composé thérapeutique. 

 

IV.A.2.c. Efficacité du composé COMTi4 dans un modèle lésionnel 6-OHDA chez le 

rat. 

Des études in vivo sur des rats et des données neurochimiques associées suggèrent 

fortement que le composé COMTi4 ne pénètre pas dans le cerveau et inhibe uniquement la 

COMT périphérique. Le tolcapone est un puissant inhibiteur de référence de la COMT 

périphérique et centrale avec une demi-vie de 2,9 heures chez le rat 6 (1 à 3 heures chez 

l'homme 48). La puissance de l'effet du COMTi4 est similaire à celle du tolcapone. Nous 

n’avons pas observé d’effet dose dépendant et la durée de l’effet est moins longue que celle 

mesurée avec le tolcapone. Nous pouvons émettre l’hypothèse que la puissance de l'effet 

puisse être limitée par la saturation des enzymes ou des systèmes de transport. Donc la dose 

efficace administrée peut seulement être déterminée de manière empirique et seule la durée 

de traitement serait importante, car nous connaissons la demi-vie sérique du composé 
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COMTi4. Cette limitation de la dose peut également être liée à la nature périphérique ou 

centrale de l’inhibition. 

 

IV.A.2.d. Conclusion. 

Dans cette étude, nous avons pu confirmer les résultats sur l’efficacité du composé 

COMTi4 obtenus au sein de deux modèles de mort neuronale dopaminergique induite par 

l’administration chronique de MPP+. À l’avenir, le modèle invertébré C. elegans pourrait 

constituer un outil expérimental in vivo simple et rapide pour nous permettre de développer 

et de cribler à moyen/haut débit de nouveaux composés à potentiel thérapeutiques vis-à-

vis de processus neurotoxiques sélectifs. 
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IV.A.3. Discussion des travaux #3. 

 

Comme énoncé dans l’introduction, l'agrégation de l’α-Syn est l'une des caractéristiques des 

synucléinopathies. La molécule doxycycline, un dérivé des tétracyclines, quant à elle a été souvent étudiée 

pour ses propriétés anti-inflammatoires (Lazzarini et al., 2013; Bortolanza et al., 2021). Plus 

récemment, il a été proposé que la doxycycline possèderait non seulement des propriétés anti-neuro-

inflammatoires, mais pourrait également inhiber l'agrégation de la protéine α-Syn (González-Lizárraga 

et al., 2017)  

 

IV.A.3.a. Inhibition de l’agrégation dans des modèle in vitro « cell-free ». 

Nous avons utilisé la technique de RT-QuiC dans l’objectif d’étudier l’effet de la 

doxycycline sur la formation d’agrégats en temps réel et ex vivo. Pour ce faire, des protéines 

recombinantes d’α-Syn ont été mises en contact avec des fibres d’α-Syn agrégée et en 

présence d’un mix réactionnel contenant de la thioflavine T (ThT) qui possède la propriété 

de pouvoir se fixer aux structure conformationnelles enrichies en  -feuillets (McGuire et 

al., 2016), nous avons pu suivre en temps réel la formation des espèces moléculaires 

agrégées d'α-Syn dans un appareil de RT-Quic. Nos résultats obtenus ont montré que la 

diminution de la l’intensité de la ThT pouvait dépendre de la dose de doxycycline. Ceci est 

probablement dû non seulement à une diminution du taux d'agrégation de l’α-Syn mais 

aussi à une éventuelle modification de la conformation des espèces moléculaires d'α-Syn 

néoformés qui ne sont plus reconnus par la ThT. En effet, il est possible qu’un changement 

dans les processus d’agrégation d’-Syn pourrait conduire à une diminution de la force de 

la liaison ThT-agrégat et, par conséquent, se une diminution de la fluorescence de la ThT 

(Wu et al., 2009). Des études infrarouges ont démontré que la doxycycline pouvait induire 

un changement dans le repliement des feuillets  (Celej et al., 2012). De plus, nos résultats 

WB, EM et DLS confirment les observations précédentes où il a été rapporté que la 

présence de doxycycline induit un remodelage des oligomères d’α-Syn en espèces non 

toxiques, à hauts poids moléculaire et qui n’induisent pas l’agrégation et (González-

Lizárraga et al., 2017).  Nous avons pu détecter des polymorphes de fibrilles dont il a été 
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précédemment démontré que leur liaison à la ThT est plus faible (De Giorgi et al., 2020) ; 

L’effet dose dépendant de la doxycycline nous montre que les agrégats perdent 

progressivement leur capacité à initier les processus d’agrégation de l’α-Syn recombinante.  

 

IV.A.3.b. Inhibition de l’agrégation dans des modèle in vitro cellulaire 

SynT/Synph1. 

Nos résultats montrent que la doxycycline peut moduler les inclusions d’α-Syn 

intracellulaires, car nous avons pu observer une augmentation significative du nombre 

d'inclusions par cellule qui s'accompagnait d'une diminution de leur taille. Ces observations 

ont été confirmées par imagerie cellulaire en temps réel. De plus, des études suggèrent que 

les fibrilles d’α-Syn pourraient être internalisées et agir comme modèles pour la formation 

d'agrégats sur le modèle « prion-like » (Volpicelli-Daley et al., 2016; Masaracchia et al., 2018; 

Grassi et al., 2019). Ces résultats, combinés à ceux observés dans les systèmes « cell-free » ou 

acellulaires, soutiennent davantage l'idée que la doxycycline serait en mesure d’inhiber 

l’initiation des processus relatifs à l’agrégation. Ainsi, la doxycycline pourrait être capable 

d’induite directement/indirectement la dégradation des agrégats déjà formés, mais pourrait 

également inhiber la formation de nouveaux assemblages. Nous pouvons noter que les 

effets de la doxycycline peuvent varier en fonction du type cellulaire utilisé. En effet, à de 

fortes concentrations de doxycycline, dans les modèles BiFC aSyn-VC et VN-Synphilin-1, 

nous avons observé une formation plus importante d’agrégats de grande taille, tandis que 

dans le modèle SynT/Synph-1, nous avons observé la formation d’inclusions de plus petites 

tailles. Des études ont montré qu'une concentration équimolaire entre la doxycycline et d’α-

Syn serait appropriée pour atteindre un effet protecteur optimal (González-Lizárraga et al., 

2017). Il est possible que la concentration de doxycycline que nous utilisons ait été 

supérieure à celle de l’α-Syn intracellulaire - sans être trop importante pour autant - pour 

pouvoir observer une activité anti-inflammatoire de la doxycycline.  

L’agrégation de l’α-Syn ne pourrait être un des éléments déclencheurs parmi d’autres 

parmi l’ensemble des acteurs impliqués dans les mécanismes de la mort neuronale. Il a été 

montré que l’agrégation pourrait induire un dysfonctionnement de l’activité mitochondriale 

qui peut être associée à une production accrue de ROS, ce qui, à son tour, modulerait 

davantage la production et la cytotoxicité de l’α-Syn. En ce sens, il est possible que la 
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génération de ROS induite par la présence d’agrégats d’α-Syn pourrait affecter les 

macromolécules ou activer les voies de signalisation qui aboutissent in fine à la 

neurodégénérescence de neurones au sein du système nerveux central (Park et al., 2020). 

 

IV.A.3.c. La doxycycline réduit l'agrégation de l’α-synucléine et les ROS 

intracellulaires dans un modèle de cellules SH-SY5. 

La neuro-propagation de l’α-Syn pourrait engendrer des effets pathologiques 

supplémentaires. Pour cette raison, nous émettons l’hypothèse que l'inhibition du stress 

oxydatif pourrait offrir une approche thérapeutique efficace pour atténuer la progression 

de la MP. En accord avec ce concept, nous avons montré que les agrégats d’α-Syn 

augmentent sensiblement la production de ROS dans les cellules SH-SY5Y différenciées. 

Cependant, les agrégats d’α-Syn formés en présence de doxycycline sont moins susceptibles 

d'induire un stress oxydatif dans les cultures cellulaires. En effet, le mécanisme proposé 

d'inhibition des processus d'agrégation de l’α-Syn pourrait également réduire ses effets 

néfastes sur la fonction mitochondriale (Garcia-Martinez et al., 2010; Santa-Cecília et al., 

2016), de ce fait, le traitement par la doxycycline a été proposée comme molécule pouvant 

protéger contre le dysfonctionnement mitochondrial. 

Au cours des dernières années, plusieurs modèles cellulaires pour moduler l’expression de 

l’α-Syn ont été développés, y compris les systèmes inductibles TET-ON et TET-OFF, qui 

sont respectivement basés sur l'induction ou le blocage de l'expression d’α-Syn en présence 

de doxycycline (Zhu et al., 2002; Vekrellis et al., 2009). Ces systèmes de contrôles 

d’expression génétique ont été développés au sein de plusieurs lignées cellulaires et modèles 

animaux (Wakabayashi et al., 2013; Vasquez et al., 2018). Dans les systèmes TET-ON, l'ajout 

de doxycycline conduit à l'expression d'α-Syn à des niveaux induisant la formation 

d'inclusions (Vasquez et al., 2018). Les concentrations de doxycycline utilisées dans ces 

publications varient entre 2,25 et 6,7 μM (Harding et al., 1997). Nos résultats obtenus dans 

les modèles cellulaires montrent qu'une concentration minimum de 10 μM serait nécessaire 

pour affecter efficacement les mécanismes d’agrégation de l’α-Syn. Par conséquent, dans 

notre contexte de culture, la concentration de doxycycline requise pour moduler ces 

processus agrégatifs des protéines est supérieure à celle requise pour induire l'expression de 

l’α-Syn dans des modèles cellulaires inductibles. 
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IV.A.3.d. Élaboration chez C. elegans d’un modèle transgénique d’expression l’α-

Syn humaine dans les neurones dopaminergiques. 

Pour confirmer les propriétés biochimiques de la doxycycline dans un autre modèle 

expérimental in vivo, nous avons généré un nouveau modèle transgénique d’expression de l’ 

α-Syn humaine dans les neurones DA (8 neurones) chez le nématode C. elegans. Pour ce 

faire, nous avons développé des vecteurs d’expression dans lesquels nous avons utilisé le 

promoteur de DAT-1 qui est l'orthologue du transporteur de recapture de la dopamine 

humaine chez le nématode et permet d’exprimer spécifiquement l’α-Syn dans le système 

DA des animaux. Afin de vérifier la qualité du ciblage du transgène dans les neurones DA 

des animaux, nous avons en utilisé la protéine fluorescente GFP comme protéine 

rapportrice du promoteur DAT. L'α-Syn humaine sauvage a été co-exprimé avec le 

rapporteur GFP sous la même séquence régulatrice génétique dans le soma des neurones 

DA. Au sein de la population d’animaux jeunes adultes, et ceci, jusqu’à 6 jours d’incubation 

(à 20°C), nous avons observé que la surexpression d’α-Syn n’induisait pas d’effets délétères 

significatifs, à part des changements morphologiques au niveau des neurones DA dans 

lesquels celle-ci était exprimée. Dans un autre modèle de C. elegans exprimant l’α-Syn dans 

le système DA développé par un autre groupe de recherche, les auteurs ont décrit la 

présence de lésions neuronales α-Syn-dépendantes, résultant probablement de différences 

dans les niveaux d'expression du transgène (Cao et al., 2005). Cependant, dans notre modèle, 

la protéine α-Syn induit un changement morphologique anormal des neurones 

dopaminergiques qui se traduit par une dysfonction du système DA. En effet, par 

l’utilisation de tests comportementaux spécifiques, nous avons mis en évidence une 

altération significative du comportement associé aux neurones DA, suggérant que la 

surexpression de l’α-Syn pourrait avoir un impact sur l'homéostasie des neurones 

dopaminergiques. Ces morphologies neuronales anormales et ces perturbations 

comportementales associées au système DA ont été restaurées par un traitement chronique 

à la doxycycline. Ces résultats sont en cohérence avec les effets que nous avions observés 

sur le modèle cellulaire et renforce ainsi l'hypothèse selon laquelle la doxycycline pourrait 

agir comme un agent neuroprotecteur de l’atteinte neuronale DA induite par la 

surexpression de l’α-Syn. 
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Afin de générer notre lignée, nous avons utilisé une technique de transgénèse par 

irradiation aux rayons X (Mello and Fire, 1995a), aboutissant à la production d'animaux 

transgéniques porteurs de plusieurs copies du gène SNCA, pouvant induire une importante 

expression de l'α-Syn qui pourrait se traduire in fine par l’induction de processus 

neurobiologiques non spécifiques. Certaines études ont montré avec un système de 

reconstitution de GFP qu’une isoforme de l'α-Syn couplée avec une partie de la GFP (N-

terGFP) exprimée dans les neurones dopaminergiques chez C. elegans pouvait se disséminer 

vers les neurones sérotoninergiques voisins et interagir avec un autre hôte ciblé par une 

autre isoforme d’ α-Syn couplée avec la partie complémentaire de la GFP (C-terGFP) afin 

d’illustrer le passage d’une inter-cellulaire par le biais de la reconstitution de la GFP (Tyson 

et al., 2017). Le système de mesure de fluorescence utilisé est le BiFC (Outeiro et al., 2008), 

il s’agit d’un système bimoléculaire de fluorescence par complémentation, c’est une 

méthode qui permet le suivi des interactions spatiales des protéines dans la cellule en temps 

réel. Dans cette méthode, une protéine fluororescente (par exemple la GFP) est divisée en 

deux fragments amino-et carboxy-terminale qui sont fusionnées à deux protéines d'intérêt. 

L’interaction entre les deux protéines permet de reconstituer la GFP et donc l’apparition 

de signal fluorescent nous indique qu’il y a eu interaction entre les deux protéines. Les 

processus de neuro-propagation ont été largement décrits chez les mammifères pour les 

synucléinopathies et autres protéinopathies (Peng et al., 2009). 

Dans notre modèle nous n'avons pas observé de propagation neuronale de l’α-Syn 

sauvage, ce qui pourrait s'expliquer par le fait qu’elle reste séquestrée dans les neurones 

dopaminergiques ciblés. Cependant nous n’avons pas étudié en détail et à plus long terme 

les effets de la surexpression de l’α-Syn dans nos modèles. En effet, des études ultérieures 

menées dans le laboratoire avec d’autres modèles transgéniques chez C. elegans exprimant 

une α-Syn humaine fusionnée avec une protéine rapportrice (mCherry) ont montrés la 

présence d’un transport axonal important avec une probable dissémination dans les cellules 

environnantes de l’α-Syn humaine. 
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IV.A.3.e. Étude des effets de la doxycycline dans modèle transgénique de C. 

elegans exprimant l’α-synucléine humaine dans les neurones 

dopaminergiques. 

L’exposition à la doxycycline induit une diminution du taux de croissance dû à son 

activité antibiotique (Letizia et al., 2018), et il semble favoriser la longévité via l'inhibition 

de la protéine ribosomique mrps-5 et des voies mitochondriales du facteur de transcription 

atf-4 (Molenaars et al., 2020). La doxycycline a été décrite comme jouant un rôle dans 

l'inhibition de l'effet du processus de traduction en supprimant la liaison des ARNt au 

système de la machinerie ribosomale et en induisant une diminution globale de la 

production de protéines (Nelson and Levy, 2011). Ainsi, nous ne pouvons pas exclure que 

dans nos conditions expérimentales, l'effet neuroprotecteur de la doxycycline puisse 

également s'expliquer par une activation indirecte des voies cellulaires métaboliques du 

vieillissement et l'effet observé sur les mitochondries et les niveaux de ROS, car une 

diminution des ROS peut conduire à une diminution de la neuroinflammation et des effets 

neuroprotecteurs (Picca et al., 2021). Le vieillissement étant le principal facteur de risque de 

MP, il serait intéressant de pouvoir évaluer l'interaction potentielle entre les voies associées 

au vieillissement et l’agrégation de l’α-Syn dans notre modèle.  

Nous avons observé une réduction de la distribution subcellulaire de la protéine α-

Syn dans le soma. Ce résultat vient renforcer l’hypothèse sur la capacité de la doxycycline à 

moduler la distribution de l’α-Syn in vivo et complémentant les résultats observés in vitro et 

dans des modèles d’agrégation « cell-free ». La formation d'inclusions moins nombreuses et 

plus grandes à l'intérieur des cellules ressemble aux résultats obtenus in vitro dans les 

conditions traitées à de fortes doses de doxycycline. Ces modifications conduisent à une 

diminution globale de l'aire occupée par la protéine α-Syn par rapport à la surface totale du 

soma des neurones dopaminergiques postérieurs. Il pourrait s’agir de la combinaison de 

différents effets, à savoir, l'inhibition de l'agrégation, la perturbation des inclusions 

préformées, le blocage de l'ensemencement et les modifications de la zone d'inclusion. De 

plus, la restauration de la morphologie et du fonctionnement des neurones en présence de 

doxycycline pourrait s’expliquer par une inhibition des espèces agrégées d’α-Syn à stimuler 

la production de ROS mitochondrial. En effet, nos résultats dans les modèles cellulaires 



 

 217 

indiqueraient que la doxycycline pourrait inhiber la production des ROS, ce qui pourrait 

expliquer la restauration du fonctionnement des neurones dopaminergiques observé.  

Dans une autre étude, nous avons noté que la doxycycline était capable de restaurer 

un déficit locomoteur induit par l’expression d'un variant pathogène humain de la β2-

microglobuline (D76N de β2-m) provoquant l’induction d’une amyloïdose dans le muscle 

chez C. elegans (Faravelli et al., 2019). Dans ce modèle, l’action de la doxycycline est de 

diminuer la proportion de fractions oligomériques produites par l'agrégation de β2-m, 

entraînant ainsi une amélioration des symptômes moteurs (Raimondi et al., 2017). 

 

En conclusion, nos résultats permettent d’ajouter des éléments en faveur du rôle 

neuroprotecteur et anti-agrégatif de la doxycycline contre les effets induits par 

l’accumulation d’α-Syn (Costa et al., 2011; Santa-Cecília et al., 2019; Paldino et al., 2020).  
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V. Conclusion 

Au total, mon travail de thèse m’a permis d’aborder plusieurs thématiques en lien avec 

la maladie de Parkinson et de manière plus générale, avec le parkinsonisme dégénératif. Le 

dénominateur commun de tous ces travaux a été la mise en œuvre d’un organisme modèle, 

le nématode C. elegans pour valider les résultats expérimentaux, obtenus dans des tests 

biochimiques et/ou des modèles cellulaires. Quand cela a été possible, nous avons aussi 

complété notre étude grâce à des données obtenues dans un modèle animal rongeur de la 

maladie. 

 

Dans un premier temps, je me suis plus spécifiquement intéressé au rôle que pourrait 

avoir un pesticide organochloré, le chlordécone (CLD) dans la survenue de syndromes 

parkinsoniens en Guadeloupe et en Martinique. Il y a trois raisons qui justifie ce travail: (i) 

le CLD contamine les écosystèmes de ces iles, où il a été utilisé jusqu’en 1993 pour lutter 

contre le charançon du bananier (Multigner et al, 2016; Dereumeaux et al, 2020) ; (ii) de 

nombreuses études épidémiologiques indiquent que les pesticides organochlorés pourraient 

augmenter le risque de maladie de Parkinson (Moisan et al, 2015; Dardiotis et al, 2020) ; 

(iii) il y a une proportion anormalement élevée de parkinsonisme dégénératif atypique sur 

ces deux iles (Lannuzel et al, 2008). 

 

De ce travail découle plusieurs observations intéressantes. Notamment, nous montrons 

(i) que dans un modèle de culture primaire de neurones de mésencéphale, le CLD induit 

une dégénérescence des neurones dopaminergiques, dépendante de la concentration et du 

temps d’exposition, en stimulant la production de ROS et en causant une perte du potentiel 

membranaire de la mitochondrie, (ii) que les effets du CLD dans ce modèle cellulaire ne 

sont pas synergiques avec ceux d’une toxine végétale, l’annonacine, un inhibiteur du 

complexe I de la mitochondrie, impliqué dans la survenue des syndromes parkinsoniens 

atypiques des Antilles françaises, (iii) que le CLD stimule l’accumulation d’une forme 

phosphorylée pathologique de tau qui est caractéristique des tauopathies mais pas de la 

forme phosphorylée d’α -Syn observée classiquement dans la maladie de Parkinson,  (iv) 

que dans le modèle C. elegans, le CLD induit une dégénérescence dopaminergique 

progressive qui est associée à un déficit comportemental spécifique, corrigé par la L-DOPA, 
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(v) que le CLD favorise l’accumulation de phospho-tau dans une lignée transgénique de C. 

elegans exprimant une isoforme de la protéine tau humaine, et (vi) que les systèmes de 

neurotransmetteurs neuronaux cholinergiques et sérotoninergiques sont également affectés 

chez le nématode suite à une exposition au CLD.  

Nos résultats indiquent clairement que le risque de développer un parkinsonisme 

neurodégénératif de type tauopathie, pourrait être accru dans les populations des Caraïbes 

subissant une exposition environnementale au CLD, de faible intensité, mais persistante, 

au cours du temps. A ce stade, ces résultats demandent à être confirmés par des études 

complémentaires d’intoxication chronique à bas bruit chez le rongeur.  

 

Dans un second temps, j’ai développé un travail de recherche visant à préciser les effets 

et à mieux comprendre les mécanismes d’action de molécules pouvant avoir soit des effets 

symptomatiques, soit des effets neuroprotecteurs/neurorestaurateurs dans la maladie de 

Parkinson. 

Ainsi, je me suis tout d’abord intéressé à une molécule qui est présente dans les graines 

de Mucuna pruriens, une plante utilisée en médecine ayurvédique pour le traitement de la 

maladie de Parkinson (Casani et al, 2016). Nous avons utilisé dans notre projet, la même 

molécule obtenue par synthèse chimique. Etant donné que ce composé qui est appelé 

COMTi4, agit comme un inhibiteur spécifique de la COMT dans des tests biochimiques, 

nous avons voulu déterminer s’il pouvait être utilisé pour retarder la dégradation 

enzymatique de la L-DOPA, pour en améliorer l’efficacité thérapeutique. Nous avons donc 

évalué l’efficacité de la molécule COMTi4 par rapport à la Tolcapone, un inhibiteur de 

référence de cette enzyme (à noter, que cet inhibiteur qui n’est pratiquement plus utilisé 

pour le traitement symptomatique de la maladie de Parkinson, est remplacé en clinique par 

d’autres composés comme l’Entacapone ou l’Opicapone).   

 

Mes résultats montrent (i) que COMTi4 restaure un comportement moteur 

dopaminergique, lorsqu'il est utilisé en co-traitement avec de la L-DOPA (i) sur des 

nématodes C. elegans ayant subi une destruction partielle de leur système dopaminergique 

avec une toxine dopaminergique de référence, le MPP+, (ii) ou dans un modèle de lésion 

unilatérale de la voie nigrostriée chez le rat avec de la 6-OHDA. Dans le modèle C. elegans, 

l’amélioration du comportement moteur a été obtenue, avec une concentration de 1 mM 
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L-DOPA qui n’a pas d’effet propre. Chez le rat, la co-administration de 30 mg/kg de 

COMTi4 et de 6 mg/kg de L-DOPA plus du benzérazide comme inhibiteur de la 

décarboxylase des acides aminés aromatiques ou AADC, renforce l'effet de la L-DOPA 

lorsque l’on mesure le comportement rotatoire, controlatéral, des animaux lésés. COMTi4 

est seulement légèrement moins efficace que la Tolcapone à 30 mg/kg mais possède une 

durée d’action plus courte. Les dosages de la L-DOPA, de la DA et de leurs métabolites au 

niveau cérébral, indiquent que COMTi4 ne traverse probablement pas la barrière hémato-

encéphalique et agit vraisemblablement comme un inhibiteur périphérique de la COMT 

alors que la Tolcapone agit au niveau périphérique et central, ce qui pourrait expliquer la 

différence de durée d’action des deux composés.  

 

Au total, l'efficacité de l’inhibition de la COMT démontrée par COMTi4 valide davantage 

l'utilisation traditionnelle de M. pruriens pour le traitement de la maladie de Parkinson. Les 

effets des graines de M. pruriens pourraient être, en fait, dus à la présence combinée COMTi4 

et de L-DOPA dans ces graines. Ainsi, COMTi4 a le potentiel d’un traitement adjuvant à la 

L-DOPA. Sa structure chimique de base, de type tétrahydroisoquinoline qui est différente 

des inhibiteurs de référence, pourrait servir de modèle pour le développement d'autres 

inhibiteurs de la COMT périphérique.  

 

Enfin, dans un dernier temps, j’ai essayé de mieux comprendre comment la doxycycline, 

un antibiotique à large spectre qui appartient au groupe des tétracyclines, pourrait exercer 

des effets protecteurs dans le contexte dégénératif de maladie de Parkinson. Mon travail 

qui découle de travaux expérimentaux suggérant que cette tétracycline, exerce des effets 

protecteurs/anti-inflammatoires/antiagrégants dans différents modèles de maladie de 

Parkinson (González-Lizárraga et al., 2017; Lazzarini et al, 2014 ; Ferreira et al, Cells 2021), 

s’est concentré sur l’étude des effets inhibiteurs de ce composé sur l’agrégation 

pathologique de l’α-Syn.  

 

Plus précisément, j’ai d’abord confirmé le potentiel anti-agrégant de la doxycycline en 

utilisant la RT-QuiC, une technique acellulaire, automatisée, permettant de mesurer 

l’agrégation amyloïde des monomères d’-Syn en temps réel. En utilisant différents modèles 

cellulaires permettant de suivre l’évolution du processus d’agrégation de l’-Syn (cellules 
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HEK293, exprimant une protéine de fusion -Syn-EGFP et ayant la capacité à former des 

agrégats protéiques après exposition à des fibrilles d’−Syn; cellules H4 de neurogliome 

humain dans lesquelles le processus d’agrégation découle de la surexpression conjointe d’un 

variant synthétique de l’-Syn, SynT et de la Synphilin-1), nous avons montré que la 

doxycycline module le nombre et la taille des inclusions d’-Syn. Nous avons aussi montré 

que des fibrilles formées en présence de doxycycline perdent leur capacité à induire des 

espèces radicalaires par rapport à des fibrilles témoins, dans des cellules de la lignée 

SHSY5Y, ce qui suggère que les espèces nouvellement formées avec la doxycycline, ont un 

moindre potentiel toxique. Enfin, nous montrons que la doxycycline provoque une 

redistribution des agrégats d’-Syn et une diminution de leur taille dans une lignée de 

nématode C. elegans dans laquelle l’-Syn humaine est surexprimée dans les neurones 

dopaminergiques. Ces effets s’accompagnent d’une restauration de certains paramètres 

morphologiques et d’une correction des dysfonctionnements de comportement moteur, 

associés au déficit en dopamine. 

 

L’ensemble de ces résultats obtenus sur les modèles acellulaires, cellulaires et chez le C 

elegans nous permet donc de formuler de nouvelles hypothèses quant aux mécanismes par 

lesquels la doxycycline pourrait inhiber l'agrégation de l'α-Syn et améliorer les anomalies 

motrices liées au déficit dopaminergique. 

 

Au total, notre travail s’est focalisé sur l’étude des mécanismes dégénératifs pouvant être 

impliqués dans la maladie de Parkinson et plus généralement dans le parkinson dégénératif 

ainsi que sur l’évaluation de nouvelles stratégies thérapeutiques pour ces pathologies. Nous 

sommes bien conscients des limites des modèles expérimentaux utilisés pour cette étude. 

En effet, ils ne peuvent pas totalement récapituler les mécanismes neurodégénératifs 

complexes et multiples associés à la maladie de Parkinson ou aux pathologies apparentées. 

Néanmoins, la combinaison de plusieurs de ces modèles a été très probablement un atout 

dans le cadre de notre travail de thèse, car cela nous a permis de consolider nos hypothèses 

de travail et de préciser la nature de certains des mécanismes physiopathologiques pouvant 

être mis en jeu. 
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