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"La vie n'est facile pour aucun de nous. Mais quoi, il faut avoir de la persévérance, 

et surtout de la confiance en soi. Il faut croire que l'on est doué pour quelque chose, 

et que, cette chose, il faut donc l'atteindre coûte que coûte" 

Marie Curie 
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INTRODUCTION 
 

I. Maladie de Parkinson  

 

I.1. Epidémiologie 

 

 En France, plus d’un million de personnes sont affectées par une maladie neurodégénérative 

(MND), dont 160 000 personnes par la maladie de Parkinson (MP), ce qui en fait la seconde MND la plus 

fréquente après la maladie d’Alzheimer (Moisan et al., 2017). De plus, la MP représente la deuxième 

cause de handicap moteur chez la personne âgée, après les accidents vasculaires cérébraux (Moisan et 

al., 2017). Ainsi, la MP constitue un véritable enjeu sociétal et économique mondial puisque, comme la 

plupart des MNDs, son incidence augmente avec le vieillissement de la population. En effet, l’âge 

représente le principal facteur de risque de la MP, qui se déclare le plus souvent autour de 70 ans (Moisan 

et al., 2017). Le nombre de patients atteints de la MP s’accroit ainsi constamment en corrélation avec 

l’augmentation de la longévité, avec notamment 26 000 nouveaux cas par an en France en 2015 (Moisan 

et al., 2017). Le nombre de cas a alors plus que doublé entre 1990 et 2015, bien que ce chiffre est à revoir 

à la hausse à cause du potentiel sous-diagnostic des sujets les plus âgés (Moisan et al., 2017). De plus, 

cette croissance pourrait encore plus s’intensifier d’ici 2030 avec 1 personne affectée sur 120 de plus de 

45 ans (Moisan et al., 2017). Par ailleurs, il apparait que les hommes ont 1,5 fois plus de risques de 

développer la MP que les femmes et la prévalence de la maladie serait également plus forte au sein des 

pays industrialisés (Kalia & Lang, 2015). Enfin, l’espérance de vie des personnes atteintes de la MP est 

réduite (Macleod et al., 2014), notamment par le développement de comorbidités telles que des 

infections pulmonaires, une démence ou des chutes (Xu et al., 2014).  

 

I.2. Historique 

 

La MP a été premièrement décrite en 1817 par le médecin londonien Sir James Parkinson (Figure 

1). Il caractérisa ce syndrome évolutif neurologique de « paralysie agitante » par des mouvements 

involontaires, un tremblement de repos, des anomalies de la posture et de la marche, un affaiblissement 

de la puissance musculaire, une propension à se plier vers l’avant, tout en gardant les sens et l’intellect 

indemnes (Parkinson, 1817). Cet essai documenté est reconnu comme travail fondateur décrivant la 

maladie, bien que l’exposé ne se limite qu’aux atteintes motrices. Une cinquantaine d’années plus tard, 

Jean-Martin Charcot définit plus largement le spectre clinique de la MP, de la bradykinésie (difficulté à 

initier un mouvement ainsi que la perte de finesse à l’exécuter) aux tremblements de repos comme des 

caractéristiques des patients atteints de la MP qu’il observait (Charcot, 1872). Il permit ainsi de 

différencier cette maladie d’autres pathologies telles que la sclérose en plaques, et le nom de « maladie 

de Parkinson » est donné définitivement à cette paralysie agitante. 
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En 1912, Frederic Lewy décrivit au sein de cerveaux de patients atteints de la MP des structures 

intraneuronales particulières, découverte qu’il publia dans le manuel de neurologie de Lewandowsky 

(Lewandowsky, 1912). Il donnera ainsi plus tard son nom à ces inclusions protéiques pathologiques : les 

« corps de Lewy » (CLs) et les « neurites de Lewy » (NLs). Puis, grâce à l’analyse post-mortem de cerveaux 

de patients atteints de la MP, Konstantin Tretiakoff identifia en 1919 la substance noire (SN) comme 

principale région affectée par la MP (Trétiakoff, 1919). Cette observation fut confirmée vingt ans plus 

tard par Rolf Hassler, ajoutant par ailleurs que des structures liées à la SN, le striatum (ST) et le globus 

pallidus (GP), ne seraient pas atteintes (Hassler,1938). Puis, Arvid Carlsson caractérisa la dopamine (DA) 

comme neurotransmetteur localisé dans le ST, ainsi que son rôle physiologique et l’impact de sa 

déplétion dans le cas de la MP (Carlsson & Waldeck, 1958). Ses travaux lui valent le Prix Nobel de 

Physiologie ou Médecine 2000. Quant à Ehringer et Hornykiewicz, ils observèrent la déplétion striatale 

de DA (Ehringer & Hornykiewicz, 1960). En 1961, l’équipe d’Adams caractérisa la dégénérescence de la 

voie nigrostriée comme une caractéristique anatomopathologique de la MP (Adams et al., 1961). Ainsi, 

l’avancée des connaissances concernant les déficiences biochimiques liées à la MP a permis la mise au 

point de thérapies basées notamment sur l’administration de précurseur de la DA.  

 

 

Figure 1 : Historique de la maladie de Parkinson 

1817 : Première description de la « paralysie agitante » (gallica.bnf.fr). 1872 : Définition plus large de la pathologie, alors nommée 

« maladie de Parkinson » (dessin réalisé par Jean-Martin Charcot du visage inexpressif d’un patient atteint de la MP). (Walusinski, 

2018). 1912 : Première description des inclusions intraneuronales, les CLs (dessins réalisées par Frederic Lewy) (Goedert et al., 

2013). 1919 et 1958 : Identification de la SN comme structure atteinte dans la MP, sans impact sur le ST et les GP (biorender.com). 

1958 : Caractérisation de la DA comme neurotransmetteur en défaut dans la MP (Andersen, 2009). 1983 : Découverte de l’induction 

d’un parkinsonisme par administration de MPTP, neurotoxine affectant la mitochondrie (biorender.com). 1997 : Identification du 

premier gène impliqué dans dans la MP, SNCA codant pour l’α-syn et composant majeur des CLs (Goedert et al., 2013).  

 

Du côté de l’étiologie de la MP, d’une part, William Langston mis en lumière que l’administration 

d’un dérivé narcotique et analogue de la DA, le 1-méthyl-4-phényl-1,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP), 

peut induire un parkinsonisme (Langston, 1983), en endommageant la SN notamment par la production 

d’un métabolite, le MPP+ (1-Methyl-4-phenyl-pyridinium) qui induit le blocage de la chaîne respiratoire 

mitochondriale au niveau du complexe I (NADH-cytochrome C oxido-reductase) (Poirier & Barbeau, 

1985; Ramsay et al., 1986) (Langston et al., 1983). Cette observation a ainsi permis de faire le lien entre 

MP et environnement, et a notamment permis le développement de modèles animaux de la pathologie. 

D’autre part, dans les années 90, l’équipe de Mihael Polymeropoulos montre pour la première fois 

l’implication d’un gène dans le développement précoce de la MP : le gène SNCA codant pour l’alpha-
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synucléine (α-syn) (Polymeropoulos et al., 1997). Cette implication de l’α-syn dans la physiopathologie 

de la MP est confirmée la même année par Maria Spillantini qui caractérise cette protéine comme 

composant majeur des CLs (Spillantini et al., 1997).  

 

I.3. Anatomopathologie et physiopathologie 

 

 La MP est une pathologie chronique, lente et progressive caractérisée par le développement de 

deux principales signatures histopathologiques au sein du système nerveux central (SNC) : la 

dégénérescence progressive des neurones dopaminergiques (DAergiques) de la substance noire pars 

compacta (SNpc) conduisant à l’altération de la voie nigrostriée et donc à une perte importante de DA, 

ainsi que la présence de CLs contenant de l’α-syn. 

 

I.3.1. Neurodégénérescence de la SNpc : impact sur le système 

moteur 

 

La SN est formée d’une partie pars reticulata (SNpr), composée de neurones libérant le 

neurotransmetteur acide γ-aminobutyrique (GABA), ainsi que d’une partie pars compacta (SNpc), 

composée de neurones DAergiques. Ces derniers synthétisent comme neurotransmetteur une 

catécholamine, la DA, qui peut également être produite par l’aire tegmentale ventrale (VTA) et 

l’hypothalamus (en tant que neurohormone). La synthèse de DA est initiée par un précurseur primaire, 

la tyrosine, qui est converti dans le neurone par la tyrosine hydroxylase (TH) en L-3,4-

dihydroxyphénylalanine (L-Dopa). Cette dernière est ensuite transformée en DA par la dopa-

décarboxylase (ou décarboxylase des acides aminés aromatiques, AADC). La DA est libérée par exocytose 

à la fente synaptique et se lie à ses récepteurs au niveau post-synaptique. Les corps cellulaires des 

neurones DAergiques se trouvent dans la SNpc, ils sont riches en DA et présentent des taux élevés en 

fer. Chez l’Homme, ces neurones sont enrichis en neuromélanine, ce qui leur donne une teinte sombre. 

 

La MP se caractérise par une dégénérescence progressive et spécifique des neurones 

DAergiques de la SNpc conduisant à une forte perte de la quantité de DA produite. Ceci induit la 

dérégulation d’un ensemble d’aires sous-corticales, les ganglions de la base (GB) - dont la SN fait partie 

- qui sont impliqués dans la régulation des mouvements, comme leur automatisation ou l’annulation 

des mouvements involontaires. Cependant, la dégénérescence ne se limite pas à ces neurones. Il a ainsi 

été observé une perte de neurones cholinergiques dans le noyau pédonculopontin (Hirsch et al., 1988) 

et une atteinte des neurones noradrénergiques dans le locus coeruleus (Gesi et al., 2000).  

 

Bien qu’ils ne constituent qu’environ 1% de l’ensemble des neurones du SNC, les neurones 

DAergiques jouent un rôle fondamental dans la régulation des fonctions motrices et psychologiques 

(Chinta & Andersen, 2005). En effet, ils apparaissent liés à trois différentes aires cérébrales. La première, 

la VTA, contrôle le cortex frontal impliqué notamment dans la prise de décision, ainsi que le système 
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limbique (hippocampe, amygdale, septum, ST ventral) impliqué dans la régulation des émotions et la 

formation de la mémoire. La deuxième aire cérébrale est l’hypothalamus auquel sont connectés les 

neurones DAergiques et qui projette via l’éminence médiane à l’hypophyse, permettant la régulation du 

système nerveux autonome (SNA) et de multiples processus métaboliques. La troisième aire reliée aux 

neurones DAergiques de la SNpc est le ST qui est impliqué dans le contrôle moteur mais aussi le circuit 

de la dépendance. En temps normal, la SNpc est liée par la voie nigrostriée au ST, plus spécifiquement 

au putamen, qui fait ensuite relais avec les GP interne et externe. Par un jeu d’inhibition (GABA) et 

excitation (Glutamate), cette structure permet la régulation de l’activité du noyau sous-thalamique (STN) 

et du thalamus, qui stimule les aires motrices corticales et qui est donc impliqué dans le contrôle moteur 

(Figure 2). Il existe ainsi une voie directe et indirecte d’activation du ST. La première, lorsqu’elle est 

activée, permet l’inhibition des neurones inhibiteurs du GPi et de la SNpr, favorisant l’excitation du 

thalamus et des aires corticales motrices, induisant in fine le mouvement. Quant à elle, l’activation de la 

voie indirecte induit l’excitation des neurones inhibiteurs du GPi et de la SNpr, bloquant au final le 

mouvement. Ainsi, le circuit des GB est fonctionnel grâce à un système DAergique contrôlé. Toutefois, 

ce dernier se détériore progressivement dans le cas de la MP, induisant une dérégulation des voies des 

GB et donc l’apparition des troubles moteurs due à une plus faible stimulation du cortex moteur (Purves 

et al., 2001). 

 

 

Figure 2 : Voies de régulation des ganglions de la base, en condition physiologique ou 

pathologique dans le cas de la maladie de Parkinson (Adaptée de Przedborski, 2017) 

Chez le patient sain, les neurones DAergiques de la SNpc activent les neurones du ST (putamen) de la voie directe, et inhibent 

ceux de la voie indirecte des GB. Une fois activée par le cortex et le ST, la voie directe inhibe le GP interne. Bien qu’elle soit inhibée 

à faible mesure par la SNpc, la voie indirecte est activée par le cortex et inhibe le GP externe, qui réprime à son tour le noyau 

subthalamique et le GP interne. Ceci induit une forte diminution de l’inhibition du thalamus, permettant in fine l’activation du 

cortex. Ainsi, une augmentation de l’activité de la SNpc a conduit à l’initiation d’activité motrice. Dans le cas de la MP, la 

dégénérescence de la SNpc induit une diminution de l’activation de la voie directe et de l’inhibition de la voie indirecte. Ce 

déséquilibre favorise l’inhibition du GP externe, qui n’inhibe quasiment plus le noyau subthalamique ni le GP interne. L’inhibition 

du thalamus par le GP interne est ainsi bien plus importante, donnant lieu à une activation d’autant plus faible du cortex moteur. 

Ainsi, la perte des neurones DAergiques de la SNpc induit une diminution de l’activité motrice. 
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I.3.2. Formation et propagation des corps de Lewy 

 

Une des singularités communes aux MNDs se trouve dans l’agrégation de protéines mal-

conformées. Ainsi, une des caractéristiques de la MP réside dans la présence d’inclusions 

intracytoplasmiques, présentes dans le soma (les CLs) ou dans les projections neuronales (les NLs), mais 

peuvent aussi être retrouvées sporadiquement dans l’espace extracellulaire (Roy & Wolman, 1969) 

(Figure 3). Ainsi, ils représentent un critère diagnostic post-mortem et sont aussi retrouvés dans un 

ensemble de pathologies que sont les démences à CLs (Schulz-Schaeffer, 2010). Bien que leur formation 

reste encore mal connue, ces corps correspondent à des agrégations protéiques, notamment de l’α-syn 

insoluble, agrégée et/ou mal-conformée, mais aussi de neurofilaments, d’ubiquitine ou encore de divers 

débris cellulaires (Mahul-Mellier et al., 2020). Toutefois, leur composition apparait hétérogène : il a 

notamment été montré une disparité dans leur proportion en α-syn, estimé à 31% dans les CLs corticaux 

contre 64% dans la SNpc (Sakamoto et al., 2002). De façon intéressante, il a aussi été montré, au sein 

des CLs, la présence de protéines dont les gènes sont impliqués dans des formes familiales de la MP, 

telles que Parkin, PINK1 (Pten-Induced Kinase 1), UCH-L1 (Ubiquitin carboxy-terminal hydrolase L1) 

(Wakabayashi et al., 2007) ou encore LRRK2 (Leucine-Rich Repeat Kinase 2) (Zimprich et al., 2004).  

 

 

Figure 3 : Principales caractéristiques neuropathologiques de la maladie de Parkinson (Adaptée de 

(Poewe et al., 2017)  

A. Visualisation macroscopique d’une section transversale du mésencéphale par marquage de la TH. La MP (à droite) se caractérise 

par une dépigmentation de la SN, comparé à un patient contrôle (à gauche), liée à la neurodégénérescence des cellules DAergiques 

contenant de la neuromélanine. B. C. D. Visualisation microscopique de la région ventrale de la SN par marquage à 

l’hématoxyline/éosine, chez un patient sain (B), et des patients atteints de forme modérée (C) ou sévère (D) de la MP E. F. G. 

Visualisation microscopique par marquage de l’α-syn de CLs, inclusions sphériques et intracytoplasmiques (E), également 

observées dans les prolongements des neurones, les NLs, mais aussi plus sporadiquement dans le milieu extracellulaire (F, G).  
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Les CLs s’accumulent au sein des neurones mais sont aussi retrouvés en dehors du SNC, 

notamment dans la moëlle épinière, le plexus cardiaque ou encore les glandes salivaires (Braak et al., 

2004; Del Tredici et al., 2010; Iwanaga et al., 1999). De plus, Braak et son équipe furent les premiers à 

observer la présence précoce de ces agrégats intraneuronaux dans les plexus nerveux intestinaux de 

patients atteints de la MP, qui précéderaient la propagation au sein du SNC par le biais du nerf vague 

(Braak et al., 2003). De plus, la perte neuronale est observée de façon très précoce au sein du SNA. C’est 

par cette observation que s’est basée l’hypothèse selon laquelle la MP pourrait prendre pour origine le 

système nerveux entérique et se propager jusqu’aux structures cérébrales via le nerf vague. Depuis, cette 

hypothèse a pu être confirmée par différentes équipes (Kim et al., 2019 ; Luk et al., 2012 ; C. Peng et al., 

2018 ; Watts et al., 2013), et notamment par des vagotomies (Svensson et al., 2015) et appendectomies 

(Killinger et al., 2018 ; Mendes et al., 2015) qui ont permis de réduire le risque de développer la MP. En 

outre, il apparait que les neurones à longs axones non-myélinisés – tels ceux au sein du SNC appartenant 

à la SNpc, au locus coeruleus, au noyau du Raphé, aux noyaux pédonculopontins ou encore du noyau 

basal de Meynert (Sulzer & Surmeier, 2013) - semblent les plus vulnérables à la formation de CLs 

(Falkenburger et al., 2016). Ceci peut s’expliquer par le fait qu’ils sont soumis à une exposition constante 

au stress oxydant de par leur fort besoin énergétique nécessaire à leurs impulsions, ce qui n’est pas le 

cas des neurones dont les axones sont protégés par une gaine de myéline (Bartzokis et al., 2003). De 

plus, il apparait que certaines populations neuronales soient plus susceptibles à former des agrégats 

d’α-syn, notamment les neurones DAergiques, noradrénergiques, glutamatergiques et cholinergiques 

mais très peu les GABAergiques (Gómez-Tortosa et al., 2000 ; Seidel et al., 2015 ; Spillantini et al., 1998 ; 

Tredici & Braak, 2013 ; Wakabayashi et al., 2007). Toutefois, les populations neuronales ne peuvent pas 

être uniquement classées selon leur neurotransmetteur, puisque par exemple les neurones DAergiques 

de la SNpc apparaissent plus vulnérables que ceux de la VTA (Braak et al., 2004). De plus, aucune étude 

n’a montré que tous les neurones connectés aux régions impactées par la MP et les CLs allaient eux aussi 

développer la pathologie (Henderson et al., 2018 ; Sorrentino et al., 2017). Ainsi, cette plus forte 

susceptibilité pourrait s’expliquer, d’une part, par le niveau d’expression de l’α-syn dans ces neurones 

(Erskine et al., 2018 ; Taguchi et al., 2016). D’autre part, elle pourrait s’expliquer par la plus faible présence 

de machinerie moléculaire participant à la dégradation de l’α-syn pathologique (Cao et al., 2017).  

 

L’ensemble de ces observations concernant la propagation des CLs a permis l’établissement de 

six stades d’évolution de la pathologie, les stades de Braak, en fonction de la progression centripète de 

propagation des CLs au sein du SNC (Braak et al., 2003) (Figure 4). Les deux premiers stades d’évolution 

pourraient correspondre à la phase prodromale de la MP, durant laquelle le patient ne présente pas de 

symptômes cliniques bien que certaines affections se développent, notamment olfactives en lien avec la 

présence de CLs dans les bulbes associés. Puis, les CLs gagnent des structures cérébrales plus internes, 

notamment la SN, l’amygdale et le noyau sub-thalamique, possiblement en lien avec l’initiation des 

troubles moteurs du patient. Enfin, les CLs se propagent jusqu’au cortex, en corrélation avec le 

développement des troubles cognitifs du patient. L’ensemble de ces éléments montrent ainsi une 

nouvelle fois que la MP est une pathologie dynamique et généralisée. A l’heure actuelle, cette hypothèse 

de propagation stéréotypique des CLs reste toujours un élément central de la recherche sur la 
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physiopathologie de la MP. Elle a ainsi pu être démontrée en 2008 par la présence de CLs au sein de 

neurones mésencéphaliques fœtaux greffés dans des cerveaux de patients atteints la MP (Kordower et 

al., 2008 ; Li et al., 2008). De plus, l’injection de broyats d’homogénats protéiques de CLs, issus de la 

SNpc de patients atteints de la MP, au sein de la SNpc de souris et de macaques induit la 

neurodégénérescence de cette structure (Recasens et al., 2014).  

 

 

Figure 4 : Les stades de Braak (Adaptée de Halliday et al., 2011) 

La répartition des CLs évolue avec la progression de la maladie. Dans un premier temps (stades 1 et 2 de Braak), les CLs apparaissent 

dans les noyaux inférieurs du tronc cérébral, ainsi que dans les bulbes olfactifs. Les premiers symptômes apparaissent lors de la 

propagation caudale des CLs jusqu’à la SNpc et les aires néocorticales (stades 3 et 4) et jusqu’à l’émergence de troubles cognitifs 

durant les phases tardives de la maladie (stades 5 et 6). 

 

Cependant, le rôle délétère de ces CLs reste débattu. Notamment, la présence de CLs au sein de 

la SNpc ne semble pas être corrélée avec la perte neuronale dans cette même structure, contrairement 

aux bulbes olfactifs ou au cortex (Iacono et al., 2015). Ainsi, l’expansion des CLs n’apparait pas 

directement liée à la mort neuronale et donc au développement des symptômes cliniques (Parkkinen et 

al., 2005). De plus, certains patients peuvent présenter des signes cliniques clés de la pathologie, une 

baisse de synthèse de DA, une dégénérescence des neurones DA dans la SNpc, en absence de CLs 

détectables. Par ailleurs, il semble que le développement de CLs soit lié aux symptômes non-moteurs 

de la MP comme les troubles cognitifs (Kalia & Lang, 2015). En outre, il semblerait que la présence 

corticale de CLs soit corrélée au développement du déficit cognitif et notamment de démence (Selikhova 

et al., 2009). Enfin, à défaut des CLs, il se pourrait que de plus petits agrégats de protéines mal-

conformées, telle que l’α-syn oligomérique, soient plus toxiques pour les neurones (Schulz-Schaeffer, 

2012).   
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I.4. Symptomatologie 

 

La MP est une maladie chronique dont le début est insidieux et la phase prodromale dure 

probablement de nombreuses années avant l’apparition des tous premiers symptômes cliniques. Durant 

cette période, le cerveau va compenser la perte en DA par plasticité, permettant au patient de rester 

asymptomatique. Les premiers symptômes moteurs surviennent entre 45 et 65 ans mais peuvent se 

présenter dès 40 ans pour certaines formes précoces de la pathologie. Il a d’ailleurs été estimé que les 

premiers symptômes moteurs apparaissent lorsqu’environ 50 à 70% des neurones DAergiques de la 

SNpc ont dégénéré et lorsque le taux de DA dans le ST est déplété de 80% environ (Kordower et al., 

2013 ; Miller & O’Callaghan, 2015). Ainsi, les symptômes observés chez les patients atteints de la MP 

peuvent concorder avec l’évolution des zones cérébrales affectées (Figure 5). 

 

 

Figure 5 : Evolution des symptômes cliniques en lien avec la progression de la maladie de 

Parkinson (Kalia & Lang, 2015). 

Le diagnostic de la MP s’établit par l’apparition des premiers symptômes moteurs (temps 0). Toutefois, il peut se passer jusqu’à 

20 ans avant que soit posé le diagnostic. Cette phase prodromale se caractérise par un ensemble de symptômes non-moteurs, 

tels qu’une constipation, des troubles du sommeil ou encore une dépression. Avec la progression de la maladie, le patient 

développe de plus en plus de troubles à la fois moteurs et non-moteurs, engendrant un handicap de plus en plus impactant. 

(EDS=excessive daytime sleepiness. MCI=mild cognitive impairment. RBD=REM sleep behaviour disorder) 

 

I.4.1. Symptômes moteurs 

 

Classiquement, la MP se caractérise par la triade parkinsonienne : un tremblement de repos, une 

difficulté à initier et coordonner les mouvements (akinésie) ainsi qu’une raideur et douleur unilatérale 

musculaire (hypertonie) modifiant la posture et la démarche. Ces caractéristiques apparaissent de façon 

progressive, unilatérale ou asymétrique. De plus, le développement de ces symptômes moteurs reste 

hétérogène selon le patient (Kalia & Lang, 2015). D’un côté, il existe aussi des formes incomplètes ne 

présentant pas l’ensemble des aspects de cette triade (Bloem et al., 2021). D’un autre côté, il existe 

d’autres pathologies dont les premiers symptômes corrèlent fortement avec ceux de la MP, rendant le 

diagnostic difficile (Bloem et al., 2021). Ces pathologies sont regroupées au sein des syndromes 
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parkinsoniens, tels que l’atrophie multisystématisée, la paralysie supranucléaire progressive, la 

dégénérescence corticobasale et la maladie à CLs. Les symptômes sont évolutifs et la maladie est alors 

de plus en plus invalidante pour les patients, jusqu’à l’impossibilité de marcher et la perte totale 

d’autonomie. 

 

I.4.2. Symptômes non-moteurs 

 

Bien que la MP soit généralement caractérisée par ses troubles moteurs, cette maladie est aussi 

liée à des perturbations neuropsychiatriques, autonomiques et cognitives en lien avec la dégénérescence 

d’autres populations neuronales (sérotoninergiques du noyau du Raphé, noradrénergiques du locus 

coeruleus, cholinergiques du noyau basal de Meynert…) (Bloem et al., 2021). Bien que considérés comme 

secondaires, ces symptômes apparaissent jusqu’à 20 ans en amont du déploiement des dysfonctions 

motrices et sont donc indicateurs du développement de la MP (Figure 5). De ce fait, cette phase 

prodromale pourrait servir de fenêtre temporelle thérapeutique. Parmi ces troubles sont retrouvés une 

psychose, une dépression, de l’anxiété, une constipation chronique, des troubles du sommeil, de 

l’odorat, de la concentration, de l’élocution (Kalia & Lang, 2015; Martínez-Martín et al., 2007). L’ensemble 

de ses symptômes, qui s’ajoutent aux troubles moteurs, dégradent considérablement la qualité de vie 

quotidienne et sociale du patient.  

 

I.5. Diagnostic clinique 

 

Le diagnostic de la MP reste à l’heure actuelle un véritable challenge. En effet, par sa complexité 

due à la variété de sa progression ou encore de ses causes, l’établissement d’un diagnostic clair reste 

difficile. La référence pour établir un diagnostic définitif réside dans l’examen post-mortem des cerveaux 

de patients, mettant en lumière la dégénérescence de la SNpc ainsi que la présence de CLs (Kalia & 

Lang, 2015). Chez le patient vivant, le diagnostic est alors clinique, basé sur l’évaluation des symptômes 

(notamment ceux de la triade de symptômes moteurs) et le constat neurologique. L’évaluation est 

ensuite confirmée par la réponse positive et prolongée au traitement à la L-Dopa (ou Levodopa, 

précurseur de la DA), et possiblement par des approches de médecine nucléaire (« DAT-SPECT », pour 

Dopamine Transporter Single Photon Emission Computed Tomography ; ou TEP, pour Tomographie à 

Emission de Positrons) (Brooks, 2010) et/ou d’imagerie par résonnance magnétique (IRM) (Chougar et 

al., 2020). Le traitement le plus approprié peut ainsi être prescrit et adapté suivant l’évolution de la 

maladie.  

 

Il a ainsi été décrit en 1967 par Hoehn et Yahr différents stades clinique d’évolution de la 

pathologie (Hoehn & Yahr, 1967). Le stade I correspond aux premiers défauts unilatéraux à handicap 

minime. Le stade II caractérise les signes unilatéraux gênants. Le stade III distingue les signes bilatéraux 

modifiant la posture et l’équilibre. Le stade IV dénote un handicap plus sévère avec un début de perte 

d’autonomie. Finalement, le stade V désigne une perte d’autonomie totale avec notamment une marche 

rendue impossible. Cette échelle est toujours communément utilisée, bien qu’elle reste peu sensible.  
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Aujourd’hui, le diagnostic de la MP reste difficile, d’autant plus dans les stades précoces de la 

pathologie et aussi puisque l’évolution de la maladie peut diverger selon le patient. A l’heure actuelle, il 

n’existe pas d’examen permettant la détection de biomarqueur à la fois précoce et à haute sensibilité. Il 

reste donc toujours difficile d’établir un diagnostic pré-clinique net des patients atteints. C’est pourquoi 

il est, notamment, nécessaire de découvrir de nouveaux marqueurs prédictifs de la pathologie, que cela 

soit en termes de phénotype comportemental, de facteur génétique, protéomique, tissulaire ou encore 

de biomarqueurs de neuroimagerie (Poewe et al., 2017). De même, le développement de ces nouveaux 

biomarqueurs permettra d’établir un diagnostic plus précoce mais aussi de suivre la progression de la 

pathologie de manière plus optimale. Parmi ces nouveaux potentiels biomarqueurs, ont été décrit le 

taux plasmatique d’acide urique (Weisskopf et al., 2007), l’altération du microbiote intestinal 

(Scheperjans, 2016) ou encore le taux d’α-syn agrégée dans des tissus périphériques comme la peau 

(Gibbons et al., 2016).  

 

I.6. Etiologie 

 

Les causes de la MP restent mal comprises mais résulteraient d’une interaction complexe entre 

facteurs génétiques et environnementaux. La MP apparait donc multifactorielle. En outre, le 

vieillissement reste le facteur de risque majeur au développement de la pathologie.  

 

I.6.1. Causes génétiques 

 

Il est estimé que 5 à 10% des cas de MP sont familiaux, c’est-à-dire liés à une mutation 

héréditaire. Ce sont ainsi des formes familiales monogéniques à transmission mendélienne (Corti et al., 

2011). En 2018 avaient été identifiés 23 loci et 19 gènes liés et/ou induisant la MP (Deng et al., 2018). Le 

Tableau 1 résume les principaux gènes impliqués dans la MP. De plus, la génétique des protéines α-syn 

et LRRK2 sera développée plus en détails respectivement dans les parties II.1 et III.1. 

 

Ainsi, au sein même de ces formes héréditaires de la maladie, il est à noter leur grande diversité 

que ce soit dans l’âge d’apparition de la pathologie, leur forme d’héritabilité ou encore la fonction de 

leur protéine associée. Il est également observé qu’une majorité des protéines citées ont un rôle dans 

l’homéostasie mitochondriale et/ou les régulations de l’autophagie, même si d’autres fonctions 

fondamentales à la survie cellulaire soient aussi impactées au sein de ces formes familiales de la MP. En 

outre, il apparait que les formes autosomales dominantes de la MP sont liées à une apparition tardive 

de la maladie, similairement aux formes sporadiques.  
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Tableau 1 : Génétique de la maladie de Parkinson (Adapté de Blauwendraat et al., 2020; Corti et al., 

2011; Michel et al., 2016; Poewe et al., 2017) 

 

  

I.6.1.1. Formes autosomiques dominantes 

 

Le concept de formes familiales de la MP est apparu suite à la découverte du gène SNCA de l’α-

syn, et notamment d’une mutation pathogène. En effet, il a pu être discriminé au sein d’une famille 

italienne la mutation faux-sens à transmission autosomale dominante sur l’acide aminé (AA) 53 de la 

protéine, d’une Alanine mutée en Thréonine (Ala53Thr ou A53T) (Polymeropoulos et al., 1997). Les 

mutations au sein de SNCA induisent ainsi soit des mutations non-sens, par une substitution de 

nucléotide, soit une multiplication (duplication ou triplication) de son locus et donc une augmentation 

de l’expression de la protéine. Ceci augmente la capacité d’agrégation de l’α-syn qui en devient ainsi 

pathogénique (Devine et al., 2011). Bien que les mutations de SNCA soient rares, leurs découvertes ont 

permis de mettre en lumière l’importance de l’α-syn dans la MP et sa présence au sein des CLs et NLs 

(Spillantini et al., 1997). Plus de détails sur la génétique de l’α-syn seront apportés en partie II.1. . 

 

Les mutations au sein du gène LRRK2 sont les plus fréquentes dans les formes familiales de la 

MP (Corti et al., 2011). Son locus PARK8 a pu être identifié au sein d’une famille japonaise présentant 

une forme autosomale dominante de la maladie (Funayama et al., 2002, 2005). Il a ainsi été mis en 

évidence sept mutations de LRRK2 identifiées comme pathogéniques : N1437H, R1441G/C/H, Y1699C, 

G2019S et I2020T (Aasly et al., 2010; Fan et al., 2016; Healy et al., 2008; Lubbe & Morris, 2014). Ces 

mutations sont ainsi retrouvées dans environ 4% des formes familiales de la maladie mais aussi dans 

environ 1% des cas sporadiques (Healy et al., 2008). Identifiée en 2005 (Kachergus et al., 2005), sa 

mutation G2019S est la plus fréquente et augmente son activité kinase, phénomène qui la rendrait 

potentiellement pathogénique (Greggio et al., 2006 ; West et al., 2005). Remarquablement, cette 

substitution est très fréquente chez les juifs ashkénazes (Ozelius et al., 2006) et chez les arabes berbères 

du nord de l’Afrique (Lesage et al., 2006) et peut atteindre jusqu’à 30-40% des cas. En outre, les patients 
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présentant la mutation G2019S sont cliniquement très proches des patients sporadiques (Zimprich et al., 

2004). Plus de détails sur la génétique associée à LRRK2 seront apportés en partie III.1. . 

 

I.6.1.2. Formes autosomiques récessives  

 

Les formes récessives apparaissent liées à un développement précoce de la MP, et cliniquement 

proches des formes sporadiques. De façon intéressante, une grande majorité des gènes liés aux formes 

autosomales récessives semble impliquée dans la régulation de la mitochondrie.  

 

Les mutations au sein du gène codant pour Parkin, E3-ubiquitine ligase intervenant dans la 

régulation du protéasome ainsi que dans la mitophagie, sont les plus fréquentes au sein des formes 

autosomales récessives de la pathologie. De manière intéressante, les patients déclarant précocement 

la MP (avant 45 ans) présentent ces mutations dans 50% des cas familiaux à transmission récessive et 

15% des cas sporadiques (Lücking et al., 2000 ; Periquet et al., 2003). Ces mutations entraînent la perte 

de fonction de la protéine, induisant une dérégulation de l’homéostasie mitochondriale (Song et al., 

2016). Les patients porteurs de ces mutations sont marqués par une neurodégénérescence de la SNpc 

et du locus coeruleus (Corti et al., 2011), sans pour autant présenter de CLs (Schneider & Alcalay, 2017). 

 

Les mutations au sein des gènes codant pour PINK1 et DJ-1 sont peu fréquentes (1-8% et 1-2% 

des formes autosomiques récessives) (Singleton et al., 2013). Ces mutations entraînent la 

dégénérescence de la SNpc ainsi que la formation de CLs (Samaranch et al., 2010 ; Taipa et al., 2016). De 

manière remarquable, les protéines codées par ces deux gènes semblent avoir des activités 

neuroprotectrices. D’un côté, PINK1 est une kinase localisée dans le cytoplasme et à la mitochondrie. 

Elle pourrait aussi avoir un rôle dans la régulation de la différenciation neuronale (Matsuda et al., 2013). 

D’un autre côté, DJ-1 a été décrit comme intervenant dans la défense antioxydante, et pourrait être un 

allié utile dans la régulation de l’environnement oxydant présent dans les neurones DAergiques (Ariga 

et al., 2013). Enfin, les mutations de ATP13A2 (ATPase cation transporting 13A2) peuvent induire le 

développement très précoce de la maladie, dès 20 ans (Lunati et al., 2018). Toutefois, les mutations de 

ce gène restent principalement associées au développement du syndrôme de Kufor-Rakeb, une forme 

atypique de parkinsonisme précoce (Corti et al., 2011).  

 

I.6.1.3. Facteurs de risques génétiques 

 

Il apparait que le terme « forme sporadique » de la MP est une simplification. En effet, ce terme 

fait référence à une pathologie qui se développe de façon spontanée, sans origine ou cause connue. 

Toutefois, il a été décrit qu’un nombre considérable de cas de la MP est lié à des facteurs de risques 

génétiques, détectés par de larges études d’association pangénomiques (Genome Wide Association 

Study, GWAS) (Nalls et al., 2019). Les premiers loci liés à la MP furent identifiés par GWAS en 2009 sur 

environ 14000 individus, dont 5000 individus atteints de la MP (Simon-Sanchez et al., 2009). En 2019, 

près de 90 facteurs de risques indépendants ont pu être identifiés sur une cohorte de 37 000 patients 
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pour 1 – 4 millions d’individus contrôle (Nalls et al., 2019). Parmi ces facteurs de risque identifiés, le plus 

fréquent réside dans des polymorphismes de GBA, qui code pour la glucosylcéramidase (GCase), une 

enzyme lysosomale dont la déficience liée à certaines mutations entraîne différentes formes de la 

maladie de Gaucher (Sidransky & Lopez, 2012). Ces variants sont ainsi retrouvés jusque dans 20% des 

patients atteints de la MP (Senkevich & Gan-Or, 2019). En outre, il existe d’autres variants génétiques 

(polymorphismes) contribuant à augmenter le risque de développer la MP dans les gènes codant pour 

l’α-syn et LRRK2 (Lill, 2016). 

 

L’identification de ces gènes prend une part importante dans la meilleure compréhension des 

mécanismes responsables du développement de la MP, et ainsi permettrait de trouver de nouvelles 

pistes thérapeutiques. De plus, leur identification a aussi permis de développer des modèles 

expérimentaux de la pathologie (plus de détails en partie I.8.3.2.). Néanmoins, il apparait qu’une grande 

partie de ces gènes détient une pénétrance incomplète, et leurs variants ne peuvent donc pas à eux-

seuls expliquer le développement de la pathologie. Ainsi, l’identification de ces facteurs de risque ne 

sont en rien prédictif du développement de la maladie. Cela suggère que d’autres facteurs doivent entrer 

en jeu pour développer la MP, notamment des facteurs liés à l’environnement.  

 

I.6.2. Causes environnementales 

 

Les cas sporadiques représentent ainsi 90 à 95% des cas, la pathologie se développant suivant 

l’exposition à un ou plusieurs facteurs environnementaux chez une personne génétiquement 

prédisposée mais qui ne présente cependant pas de mutation dans les gènes impliqués dans les formes 

familiales de la MP. Le rôle des facteurs environnementaux dans le développement de la MP avait 

initialement été montré par l’intoxication de toxicomanes au MPTP, sous-produit d’opioïde de synthèse, 

qui ont développé un parkinsonisme (Langston, 1983). Après passage de la barrière hémato-

encéphalique (BHE), le MPTP est converti dans les cellules gliales en 1-méthyl-4-phényl-pyridinium 

(MPP+). Ce dernier a la capacité d’entrer dans les neurones DAergiques via le DAT (Transporteur de la 

DA) et va ainsi inhiber le premier complexe de la chaîne respiratoire mitochondriale, induisant in fine la 

dégénérescence de la SNpc (Obeso et al., 2017).  

 

Une méta-analyse a permis de mettre en lumière des facteurs de risques environnementaux qui 

modifient le risque de développer la MP. Parmi les facteurs augmentant ce risque, sont retrouvés 

l’exposition aux pesticides (vie en milieu rural, professions agricoles), les traumatismes crâniens ou 

encore l’utilisation de β-bloquants (Noyce et al., 2012). Il est à noter que la MP fait ainsi partie des 

maladies professionnelles du régime agricole depuis 2012 (source : santepubliquefrance.fr). A contrario, 

il existerait des facteurs environnementaux protecteurs tels que la consommation de café ou d’alcool, le 

tabagisme ou encore l’utilisation d’anti-inflammatoires non-stéroïdiens (Noyce et al., 2012). D’autres 

études ont aussi montré que l’exposition aux solvants organiques, notamment au trichloroéthylène 

utilisé en industrie, augmenterait le risque de développer la MP (Goldman et al., 2012). Par ailleurs, il est 

possible de corréler l’exposition à ces facteurs environnementaux avec les stades de Braak 
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précédemment décrits. En effet, Braak émis l’hypothèse selon laquelle la porte d’entrée au 

développement de la MP se situe dans les voies digestives et/ou nasales. Ces deux voies sont notamment 

en lien direct avec l’environnement et le système nerveux, et pourraient ainsi favoriser le passage des 

toxines puis permettre l’atteinte des structures cérébrales (Chen & Ritz, 2018). Des analyses 

complémentaires restent toutefois nécessaires pour confirmer l’ensemble de ces associations.  

 

Ces composantes génétiques et environnementales pourraient jouer de concert dans le 

développement de la MP. Notamment, des études ont mis en évidence des gènes dont la mutation 

pouvait moduler l’impact de facteurs environnementaux dans le développement de la MP. Ainsi, la 

répétition polymorphique dinucléotidique Rep1 dans le promoteur du gène SNCA modifie le risque de 

développer la MP suite à un traumatisme crânien (Goldman et al., 2012). De même, il apparait que la 

mutation G2019S de LRRK2 (LRRK2G2019S) peut augmenter la sensibilité au MPTP chez la souris 

(Karuppagounder et al., 2016). Enfin, il a récemment été montré l’interaction entre le trichloroéthylène 

et LRRK2 : ce solvant organique est en effet capable d’induire l’activité kinase de LRRK2 et in fine 

conduire à la neurodégénérescence DAergique au sein d’un modèle murin âgé de la MP (De Miranda et 

al., 2021). De ce fait, une meilleure compréhension de l’interaction entre facteurs génétiques et 

environnementaux est nécessaire dans la caractérisation des mécanismes pathogéniques de la MP, mais 

aussi dans l’identification de biomarqueurs et enfin dans l’établissement de thérapie personnalisée. 

 

I.6.3. Systèmes biologiques mis en cause 

 

Tout d’abord, les mécanismes liés à la perte spécifique des neurones DAergiques de la SNPc 

dans la MP restent mal compris. Cette mort neuronale peut ainsi s’expliquer par la vulnérabilité 

intrinsèque de la SNpc, mais aussi par la défaillance de multiples systèmes cellulaires fondamentaux. 

Parmi eux sont retrouvés un dérèglement des fonctions mitochondriales, une dysfonction du réticulum 

endoplasmique (RE), la neuroinflammation ou encore une défaillance des systèmes de dégradation 

cellulaire comme l’autophagie. Toutefois, le déroulement manifeste de leur implication dans la maladie 

reste mal compris. Il se pourrait même que la MP résulte de la combinaison de différents systèmes, de 

façon concomitante ou bien conséquentielle. La partie suivante constitue ainsi un résumé des principaux 

systèmes mis en cause dans la MP. En tant que thème majeur de ce projet de thèse, l’atteinte de 

l’autophagie dans la MP sera développée de façon plus conséquente en partie V.3. . 

 

I.6.3.1. Fragilité de la substance noire pars compacta 

 

La MP est ainsi caractérisée par la dégénérescence spécifique de la SNpc. Les neurones 

DAergiques seraient donc plus vulnérables que d’autres populations neuronales (Figure 6). Les 

mécanismes qui régissent cette vulnérabilité préférentielle ne sont pas connus. Néanmoins, plusieurs 

hypothèses ont été émises qui peuvent être brièvement rappelées ici. Ces neurones présentent une 

arborescence axonale massive, non-myélinisée et très longue (jusqu’à 4,5 mètres chez l’Homme). Un 

seul neurone DAergique chez l’Homme pourrait ainsi former jusqu’à 2,4 millions de synapses avec le ST. 
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Cette morphologie particulière nécessite ainsi un fort apport bioénergétique afin de maintenir à la fois 

sa structure mais aussi la fonctionnalité du neurone. De ce fait, toute perturbation de cet apport pourrait 

perturber l’homéostasie de ces cellules, les rendant ainsi plus fragiles (Bolam & Pissadaki, 2012). Du 

point de vue de leur activité, les neurones DAergiques peuvent être considérés comme des pacemakers 

à activité autonome et spontanée, définie par de fortes oscillations des niveaux calciques intraneuronaux. 

Les taux de calcium cytosolique au sein de ces neurones se doivent alors d’être finement régulés 

(Ghiglieri et al., 2018; Surmeier et al., 2017). Enfin, les toxines MPTP et 6-hydroxydopamine (6-OHDA) 

utilisées au sein de modèles animaux de la MP (plus de détails en partie I.8.) agissent sélectivement sur 

les neurones DAergiques en pénétrant ces cellules via le DAT.  

 

 

Figure 6 : Le stress oxydatif dans la substance noire pars compacta (Adaptée de Trist, 2019) 

Chez l’individu âgé et sain, la SNpc est soumise à un environnement oxydatif. Ce stress basal est lié à de multiples facteurs, tels 

que le métabolisme de la DA ou la faible présence de défenses antioxydante. Cependant, la neuromélanine présente dans les 

neurones DAergiques permet de limiter l’impact de ce stress oxydant. Dans le cas de la MP, la SNpc est fortement soumise au 

stress oxydant, de par la superposition de stress auxquels elle est contrainte (dysfonctionnement mitochondrial, accumulation de 

fer labile, mort des neurones DAergiques…) La SNpc en ressort donc d’autant plus fragilisée. 

 

La DA et ses métabolites joueraient également un rôle central dans la vulnérabilité des neurones 

DAergiques. En effet, ils participent à la production d’espèces réactives de l’oxygène (EROs) (Olney, 1990) 

mais aussi de dérivés azotés (comme l’oxyde d’azote NO ou le peroxyde d’azote ONOO). Les neurones 

DAergiques seraient donc soumis à un état basal de stress important associé à un environnement 

oxydant au sein de la SNpc (Trist, 2019). La SNpc présente, chez les patients de nombreuses traces 

d’oxydation, que ce soit au niveau des protéines, des lipides ou encore des AA (Mor et al., 2017). 

Notamment, la SNpc contiendrait jusqu’à deux fois plus de protéines oxydées que le ST ou le cortex 

frontal de patients atteints de la MP (Floor & Wetzel, 1998). La SNpc présente de plus des défenses 

contre le stress oxydant qui seraient plus faible que celles d’autres structures cérébrales, telle que le 

glutathion (Sian et al., 1994). La SNpc détient également un taux important de fer (Moreau et al., 2018), 
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cofacteur enzymatique essentiel à la production de catécholamines. Ceci peut alors accentuer le stress 

déjà présent dans la SNpc, notamment par la génération de radicaux libres due au cycle oxydation-

réduction du fer (Dickson, 2007). De plus, il apparait que la monoamine oxydase (MOA), qui participe à 

la régulation de la disponibilité en DA à la fente synaptique, induit par son fonctionnement la production 

de peroxyde d’hydrogène qui peut réagir avec le fer libre et former, via la réaction de Fenton, des 

radicaux hydroxyls très réactifs (Lotharius & Brundin, 2002b). En outre, les neurones DAergiques 

présentent une forte concentration en neuromélanine. En premier lieu, ce pigment sombre se forme à 

partir de la polymérisation de différentes molécules en lien avec l’oxydation de la DA en excès, et 

participe à l’élimination des espèces toxiques présentes dans la cellule notamment en jouant le rôle de 

chélateur du fer (Sulzer & Zecca, 2000). Cependant, dans le cas de la MP, la neuromélanine ne serait plus 

capable de jouer ce rôle protecteur et se retrouve dégradée, favorisant ainsi le dépôt extracellulaire en 

fer et en conséquence la réactivité des cellules gliales environnantes (Zecca et al., 2006). Finalement, de 

façon intéressante, il s’avère que tous les neurones DAergiques ne sont pas soumis à la dégénérescence 

liée à la MP. En effet, à titre d’exemple, les neurones DAergiques présents dans la VTA ne dégénèrent 

pas (Braak et al., 2004).  

 

Enfin, il se peut que ce stress soit aussi lié à la présence de protéines à conformation anormale, 

telle que l’α-syn, dont les modifications post-traductionnelles pourrait notamment favoriser la 

production de stress oxydant (Trojanowski & Lee, 1998). L’α-syn pourrait ainsi interagir avec la TH, en 

diminuant son activité (Perez et al., 2002). Par ailleurs, il a aussi été montré que la DA oxydée pouvait 

empêcher la formation de formes fibrillaires de l’α-syn (Norris et al., 2005). 

 

I.6.3.2. La mitochondrie 

 

La mitochondrie est un organite très souvent décrit comme centrale énergétique de la cellule, 

notamment par son apport en ATP (Adénosine triphosphate) via la chaîne respiratoire mitochondriale. 

Elle représente également un élément majeur dans la régulation de multiples signalisations ou encore 

dans la mort cellulaire. Cet organite est ainsi un élément incontournable de la physiopathologie de la 

MP (Macdonald et al., 2018) (Figure 7). D’une part, dès 1983 a été montré le lien entre la perturbation 

de la chaîne respiratoire mitochondriale et le développement de la MP par lésion DAergique irréversible, 

par injection de MPTP qui inhibe le premier complexe de la chaîne respiratoire mitochondriale (Langston, 

1983). De plus, une déficience de ce complexe a été observée au sein du ST (Mizuno et al., 1989) et de 

la SNpc (Schapira et al., 1990) de patients atteints de la MP. D’autre part, le rôle fondamental de la 

mitochondrie dans la MP a été mis en lumière par la découverte de gènes impliqués dans l’étiologie de 

la maladie et qui ont un lien avec l’homéostasie mitochondriale, tels que ceux codant pour Parkin, DJ-1 

ou PINK1 (Dawson & Dawson, 2010).  

 

La dérégulation de l’homéostasie mitochondriale a pu être observée au sein de neurones 

DAergiques de la SNpc de patients (Anglade et al., 1997). Il a aussi été montré que la SNpc, déjà sujette 

à l’environnement oxydant résultant du métabolisme de la DA, est aussi soumise à un important stress 
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mitochondrial basal (Surmeier et al., 2012). Toutefois, l’atteinte mitochondriale dans la MP ne semble 

pas se limiter à la SNpc puisqu’elle est aussi retrouvée dans d’autres régions cérébrales et même dans 

les cellules musculaires squelettiques ainsi que dans les plaquettes (Schapira, 2008). En outre, et d’autant 

plus puisque l’âge est le principal facteur de la MP, il apparait que le vieillissement aurait un impact sur 

le bon fonctionnement des mitochondries. En effet, avec l’âge apparaissent de plus en plus de délétions 

de l’ADN mitochondrial, perturbant ainsi l’homéostasie mitochondriale et donc également la chaîne 

respiratoire (Wong & Krainc, 2017). L’ADN mitochondrial est d’autant plus vulnérable car il n’est pas 

protégé par des histones comme peut l’être l’ADN nucléaire (Richter et al., 1988). Des dommages de 

l’ADN mitochondrial ont ainsi pu être visualisé chez des patients souffrant de formes héréditaires de la 

MP (Gonzalez-Hunt et al., 2021). Enfin, la mitochondrie a aussi été liée aux protéines dont les gènes sont 

impliqués dans les formes familiales de la MP. Ainsi, il a été montré que l’α-syn peut interagir et/ou 

s’accumuler au sein de cet organite et l’altérer (Martin et al., 2006a ; Nakamura et al., 2011). De façon 

intéressante, il a été observé que la délétion de l’α-syn chez la souris soumise à une administration 

chronique de MPTP prévient les déficiences motrices ainsi que la mort des neurones DAergiques, 

obtenue usuellement par ce modèle pharmacologique, suggérant que le phénotype parkinsonien 

résultant de la défaillance de la mitochondrie pourrait être dépendante de l’α-syn (Fornai et al., 2005). 

 

 

Figure 7 : Dysfonctions mitochondriales dans la maladie de Parkinson (Adaptée de Moon & Paek, 

2015) 

De multiples facteurs, tel que des mutations génétiques, l’exposition à des toxines environnementales ou encore le vieillissement, 

sont impliqués dans l’étiologie de la MP. Ainsi, des perturbations de la mitochondrie ont été identifiées dans la pathogenèse de 

la MP, que ce soit des fonctions métaboliques de l’organite, une morphologie anormale ou encore une balance fission-fusion 

déséquilibrée. L’ensemble de ces perturbations peut engendrer la formation de stress oxydant, impactant le bon fonctionnement 

d’autres systèmes biologiques, tels que le protéasome et l’autophagie, induisant in fine la mort des neurones. 
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Enfin, les dérégulations de la mitochondrie dans la MP se retrouve également dans des défauts 

de la mitophagie. Cette forme sélective de l’autophagie (plus de détails en partie V.1.4.) permet le 

recyclage des mitochondries vieillissantes et/ou endommagées afin de maintenir le pool de ces 

organites nécessaire au maintien de l’intégrité neuronale. D’un point de vue mécanistique, il a été montré 

que Parkin (Narendra et al., 2008) et PINK1 (Geisler et al., 2010 ; Matsuda et al., 2010 ; Narendra et al., 

2010) jouent de concert dans la régulation de ce processus. De façon intéressante, les gènes codant 

pour ces deux protéines sont mis en cause dans certaines formes familiales de la MP (Corti et al., 2011). 

De plus, il a été montré qu’à la fois l’α-syn (Shaltouki et al., 2018 ; Wilkaniec et al., 2021) mais aussi LRRK2 

(Vilas et al., 2015) favorisent le dérèglement de la mitophagie. Enfin, la mitophagie fait le lien entre deux 

aspects critiques de la physiopathologie de la MP : des défauts de l’autophagie (ceci sera décrit plus en 

détails dans la partie V.2.) ainsi que des défaillances de l’homéostasie mitochondriales. 

 

I.6.3.3. Le réticulum endoplasmique 

 

 Le RE est un organite essentiel des cellules eucaryotes, notamment dans la synthèse des 

protéines (McCaffrey & Braakman, 2016). Ainsi, face à une dérégulation chronique de son homéostasie 

également nommé stress du RE, la cellule se révèle incapable d’induire une réponse UPR (Unfolded 

Protein Respons) permettant d’augmenter les capacités de maturation et de repliement des protéines 

(Foufelle & Ferré, 2007). Une dérégulation du RE peut alors induire l’accumulation de protéines mal-

conformées, telle que l’α-syn dans le cadre de la MP. Ainsi, les oligomères d’α-syn, en perturbant le trafic 

vésiculaire entre le RE et l’appareil de Golgi, pourrait induire une surcharge du RE et donc son 

dysfonctionnement (Cooper et al., 2006). L’α-syn pourrait également s’accumuler au sein de la lumière 

du RE, de façon précoce dans l’étiologie de la MP (Colla et al., 2012). De plus, l’expression de l’α-syn 

mutée A53T (α-synA53T) a été associée à une augmentation du stress du RE (Smith et al., 2005). Enfin, il a 

été observé, au sein de neurones DAergiques de la SNpc de patients atteints de la MP, une forte 

activation de la réponse UPR (Selvaraj et al., 2012). Cette activation apparait concomitante avec 

l’accumulation d’α-syn cytoplasmique dans ces neurones (Hoozemans et al., 2007). Par ailleurs, il a été 

montré que des mutations de Parkin, ubiquitine ligase associée à des formes familiales de la MP, peut 

induire l’accumulation de ses substrats dans le RE des neurones DAergiques, favorisant le stress de cet 

organite et in fine la mort cellulaire (Imai et al., 2001). Egalement, la sous-expression de Parkin induit un 

stress du RE en lien avec les dysfonctions mitochondriales, ce qui sous-entend le lien étroit entre ces 

deux organites intracellulaires (Bouman et al., 2011). D’autre part, il a été montré que des neurones 

DAergiques dérivés de cellules souches pluripotentes induites (CSPi), dont le gène GBA codant pour la 

GCase est muté, présentaient un important stress du RE (Fernandes et al., 2016). De ce fait, la régulation 

fine de la réponse UPR apparait être un élément important pour contrecarrer la progression de la MP.  

 

I.6.3.4. La neuroinflammation 

 

La neuroinflammation représente une réaction de défense du SNC faisant intervenir le système 

immunitaire inné et adaptatif, notamment à la suite d’un évènement perturbant l’homéostasie cérébrale. 
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Comme dans la plupart des MNDs, la neuroinflammation jouerait un rôle crucial dans la 

physiopathologie de la MP (Moehle & West, 2015), bien qu’elle ne serait pas à l’origine même de la 

pathologie (Ransohoff, 2016). Tout d’abord, la neuroinflammation dans la MP a été mise en évidence 

par analyse des taux de molécules pro-inflammatoires telles que l’interféron γ, le facteur de nécrose 

tumorale TNFα, l’interleukine 6 ou 1β (Hunot et al., 1999 ; McGeer et al., 1988 ; Mogi et al., 1994 ; 1996). 

Il a également été montré l’importante gliose, liée à la réactivité à la fois des astrocytes et des cellules 

microgliales, mais aussi l’infiltration des lymphocytes T au sein des aires cérébrales de patients affectés 

par la MP (Imamura et al., 2003 ; McGeer et al., 1988 ; Sulzer et al., 2017) mais aussi au sein de modèles 

animaux de la maladie (Duffy et al., 2018 ; Liberatore et al., 1999). D’un côté, cette gliose induit la 

libération de nombreux facteurs neurotrophiques, mais aussi, d’un autre côté, la libération de cytokines 

pro-inflammatoires, de monoxyde d’azote et d’EROs (Phani et al., 2012), auxquels les neurones 

DAergiques de la SNpc sont particulièrement sensibles. Cette neuroinflammation serait alors un 

évènement antérieur à la mort DAergique, et prendrait donc part à la neurodégénérescence (Duffy et 

al., 2018 ; Maatouk et al., 2018 ; Wu et al., 2003). De plus, elle pourrait être plus importante dans la SNpc 

que dans les autres structures cérébrales car c’est dans cette région cérébrale que se trouve la plus forte 

densité de cellules microgliales (Yang et al., 2013). Il a notamment été montré par imagerie TEP que les 

individus atteints de la MP présentent une forte activation microgliale au sein de leur voie nigrostriée 

(Lavisse et al., 2021). Par ailleurs, la communication étroite entre la périphérie et le SNC sous-tend que 

les infections et/ou les inflammations peuvent jouer le rôle de facteur environnemental induisant ou 

contribuant à la pathogenèse de la MP. Cette hypothèse est notamment soutenue par des études 

épidémiologiques, associant notamment le développement de symptômes parkinsoniens après 

infection par la grippe espagnole (Ravenholt & Foege, 1982 ; Toovey et al., 2011), par la tuberculose 

(Shen et al., 2016) ou encore l’inflammation intestinale chronique (Park et al., 2019). En outre, il a 

également été décrit que l’α-syn sous sa forme agrégée pouvait activer l’immunité innée et adaptative, 

dans le SNC mais aussi en périphérie (Reish & Standaert, 2015). Réciproquement, il semble aussi que la 

neuroinflammation elle-même peut favoriser le mauvais repliement et ainsi l’agrégation de l’α-syn (Gao 

et al., 2008). Enfin, il a été montré qu’une approche pharmacologique immunosuppressive permettait de 

réduire la mort des neurones DAergiques chez un modèle rongeur de la MP (Van der Perren et al., 2015). 

Toutefois, il est encore mal compris si cette neuroinflammation a seulement un effet délétère pour la 

survie des neurones DAergiques, puisque les cellules microgliales sont notamment capables de 

phagocyter l’α-syn (Park et al., 2008). De même, la microglie activée par la surexpression de l’α-syn 

produit également des molécules anti-inflammatoires (Lastres-Becker et al., 2012). Ces cellules montrent 

d’autant plus leur importance dans le cadre de la MP puisqu’il a été montré que l’ablation de la microglie 

augmentait l’impact du MPTP chez la souris (Yang et al., 2018). Enfin, les mécanismes sous-tendant la 

neuroinflammation ont pu être détournés dans le développement d’immunothérapie contre l’α-syn (plus 

de détails en partie II.7.) (George & Brundin, 2015) .  
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I.7. Approches thérapeutiques 

 

A l’heure actuelle, la majorité des traitements restent symptomatiques et ont pour but 

l’atténuation des stigmates moteurs et le ralentissement de la progression de la pathologie. Il n’existe 

pas de thérapie curative à ce jour. Ceci peut s’expliquer par la méconnaissance des mécanismes 

moléculaires associés à la MP, la variabilité interindividuelle dans la progression de la maladie mais aussi 

par ses causes multiples. Il reste ainsi primordial de mettre au point des thérapies innovantes capables 

de ralentir, voire d’arrêter la progression de la pathologie.  

 

I.7.1. Approche médicamenteuse 

 

L’objectif de l’approche médicamenteuse est avant-tout de compenser chimiquement la 

déficience en DA afin de rétablir la neurotransmission au sein de la voie nigrostriée. Le traitement de 

référence vise donc à augmenter la concentration intracérébrale en DA et/ou jouer sur l’activation des 

récepteurs de la DA (Figure 8). Ainsi, l’approche de première intention consiste en un apport exogène 

par administration de L-Dopa (ou Levodopa), qui peut traverser la BHE et pallier ainsi la déficience en 

DA (Olanow et al., 2004). Ce traitement peut aussi être complété par des inhibiteurs de la monoamine 

oxydase de type B (MAO-B, rasagiline), enzyme responsable de la dégradation de la DA dans la fente 

synaptique ; ou par des inhibiteurs de la dopadécarboxylase périphérique (carbidopa) ou de la catéchol-

o-méthyltransférase (COMT), en charge de la métabolisation de la L-Dopa en DA et diminuant alors la 

disponibilité cérébrale de la DA (Bloem et al., 2021). La compensation en DA peut aussi être permise par 

apport d’agonistes DAergiques tels que l’apomorphine (Bloem et al., 2021). Ces traitements doivent être 

préférentiellement prescrits lorsque le patient présente un handicap léger, et adaptés suivant l’évolution 

de la pathologie. Ainsi, le patient répond favorablement dès les premières prises à une dose adaptée, et 

voit ses symptômes moteurs se dissiper. Si ce n’est pas le cas, le diagnostic de MP peut être remis en 

cause.  

 

 Toutefois, ces traitements n’agissent ni sur la neurodégénérescence ni sur l’intégralité des 

symptômes non-moteurs (Chaudhuri & Schapira, 2009). De même, il reste difficile d’atténuer 

complétement les tremblements du patient, contrairement à la bradykinésie et la rigidité musculaire. Le 

traitement DAergique doit alors être complété par des anticholinergiques (Kalia & Lang, 2015). En outre, 

ces traitements médicamenteux ne sont valides que pour une petite dizaine d’années, période nommée 

communément « lune de miel ». Après cela, les patients, notamment ceux traités avec de la L-Dopa, 

doivent augmenter la fréquence de leur prise de médicament et développent des mouvements 

involontaires difficilement contrôlables (Dauer, 2003). Cette dyskinésie serait en partie due à la 

stimulation pulsatile du ST, en lien avec la concentration oscillante de DA. Par ailleurs, la concentration 

striatale en DA est normalement maintenue à une valeur relativement constante, ce qui n’est plus le cas 

dans le cas de la MP puisqu’en absence de terminaisons nigrostriatales cette concentration dépend de 

la disponibilité périphérique en L-Dopa. Une des pistes envisagées afin de maintenir un apport constant 

en L-Dopa réside dans son administration continue par implantation d’une pompe directement dans le 
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duodénum (Olanow et al., 2014). Néanmoins, les patients en phase tardive de la MP ne répondent 

quasiment plus à la L-Dopa. L’accroissement de leurs symptômes peut notamment s’expliquer par le 

dysfonctionnement d’autres voies de neurotransmission (Kalia et al., 2013). Il a notamment été montré 

que la démence des patients atteints de la MP, développée à un stade avancé de la pathologie, mais 

aussi les défauts de postures étaient en corrélation avec la défaillance des structures cholinergiques 

(Yarnall et al., 2011). Enfin, ces traitements peuvent également induire d’autres effets indésirables 

(nausée, somnolence diurne, œdème, impulsivité, hallucinations…), notamment via la prise d’agonistes 

de la DA (Kalia & Lang, 2015). L’ensemble de ces réactions peut, à long-terme, être bien plus invalidant 

que les symptômes de MP en eux-mêmes. 

 

 

Figure 8 : Médication actuelle pour traiter la maladie de Parkinson (parkinsonsdisease.net) 

 

I.7.2. Approche chirurgicale 

 

Il existe une autre approche thérapeutique, qui est notamment propice chez ces patients ne 

répondant plus, ou mal, à la L-Dopa : la stimulation cérébrale profonde. Cette technique de 

neurochirurgie interventionnelle repose sur l’implantation d’électrodes dans les zones mal-afférentées 

(le noyau subthalamique, le GP et le thalamus) afin d’y émettre des impulsions électriques. Les 

mouvements involontaires sont ainsi réduits, ainsi que les tremblements du patients implantés (Kalia et 

al., 2013). Il a aussi été montré que certains symptômes non-moteurs, tels que les troubles du sommeil 

pouvaient être atténués par cette approche chirurgicale (Fasano et al., 2012). A cause de son caractère 

invasif, cette approche thérapeutique reste toutefois réservée aux patients soumis à un handicap modéré 

voire important et 10 – 13 ans après le diagnostic clinique de la MP (Kalia et al., 2013). Toutefois, il a été 

décrit que l’intervention précoce chez des patients diagnostiqués depuis moins de 8 ans et souffrant de 

fluctuations motrices depuis moins de 3 ans leur avait permis d’améliorer considérablement leur qualité 

de vie, avec des bénéfices supérieurs qu’avec un traitement médicamenteux classique (Schuepbach et 

al., 2013).  
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I.7.3. Vers les thérapies de demain…  

 

Il apparait nécessaire d’améliorer l’efficacité des traitements, afin de restreindre les symptômes 

tout en ralentissant la progression de la pathologie et limiter les effets indésirables liés notamment à la 

prise chronique de L-Dopa. Ces dernières années ont vu l’émergence de deux nouvelles approches 

majeures dans le but de restaurer les lésions liées à la MP, à la fois d’un point de vue structural mais 

aussi neurochimique : la thérapie génique et la transplantation de cellules. Le succès de leur 

développement pourrait alors représenter une réelle avancée thérapeutique dans la prise en charge des 

patients. 

 

La stratégie par thérapie génique consiste à introduire du matériel génétique dans des cellules 

pour compenser l’expression d’un ou plusieurs gènes déficients. Dans le cas de la MP, ces stratégies se 

sont basées sur l’injection localisée de vecteurs viraux permettant l’expression de facteurs de croissance 

ou d’enzymes participant à la biosynthèse de la DA. D’un côté, la neurturine, appartenant à la famille 

des facteurs neurotrophes de la glie et identifiés comme protecteurs envers les neurones DAergiques 

(Kordower et al., 2013), a été injecté à l’aide d’un virus adéno-associé (AAV) directement dans le putamen 

et/ou la SNpc de patient afin d’améliorer leurs symptômes, bien que l’effet neuroprotecteur se révéla 

limité (Bartus & Johnson, 2017). Néanmoins, cette approche par neuroprotection nécessite un dépistage 

le plus précoce possible, durant la phase prodromale de la MP, ce qui n’est à l’heure actuelle pas 

envisageable. D’un autre côté, d’autres essais cliniques se basent sur l’injection dans le ST de vecteurs 

viraux permettant l’expression de la TH, de co-facteurs essentiels à la synthèse de la DA ainsi que de la 

dopadécarboxylase, afin d’y permettre une synthèse et libération locale et continue de DA (Björklund et 

al., 2009; Palfi et al., 2014). Un suivi à long terme des patients ayant reçu une infusion intra-striatale de 

Prosavin (Palfi et al., 2014) – un vecteur viral équin permettant l’expression d’enzymes essentielles à la 

production de DA, l’AADC, la TH ainsi que CH1 (GTP-cyclohydrolase 11) - est en cours et prévue jusqu’en 

2022. Toutefois, les patients pourront bénéficier de cette approche seulement s’ils présentent une 

réponse adéquate à la L-Dopa ainsi qu’un début d’handicap moteur.  

 

D’autre part, l’approche par transplantation de cellules, également dénommée thérapie 

cellulaire, consiste à greffer des cellules souches provenant du patient lui-même ou d’un donneur, dans 

un tissu donné afin d’y restaurer sa fonction. En premier lieu, dans le début des années 2000, la greffe 

de neurones DAergiques immatures issus de fœtus s’est révélée infructueuse, avec un moindre bénéfice 

clinique et même le développement de dyskinésie chez certains patients (Hagell et al., 2002 ; Lindvall & 

Hagell, 2002 ; Olanow et al., 2003). En outre, l’utilisation de ce type de cellules demeure difficile, 

notamment par leur faible accessibilité mais aussi par les questions éthiques qu’elle soulève. La 

recherche s’est alors tournée vers l’emploi de cellules souches, que ce soit des cellules souches 

embryonnaires humaines ou bien des CSPi humaines. Ces cellules peuvent se différencier 

homogènement en neurones fonctionnels afin de compenser la neurodégénérescence, notamment dans 

le cas de la MP en les reprogrammant artificiellement en neurones DAergiques. Bien que cette stratégie 

prometteuse ait montré ses avantages chez l’animal, cette approche est toujours en cours de mise au 
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point chez l’Homme, notamment en veillant à la bonne implantation des cellules et leur fonctionnalité 

mais aussi en prenant en compte une stratégie d’immunosuppression (Barker et al., 2015 ; Osborn et al., 

2020 ; Takahashi, 2020) 

 

Enfin, ces dernières années ont aussi permis l’acquisition de nouvelles connaissances concernant 

les mécanismes moléculaires impliqués dans la physiopathologie de la MP. Ceci a permis d’envisager de 

nouvelles stratégies thérapeutiques permettant de cibler pharmacologiquement les éléments mis en 

cause dans la MP, notamment des thérapies visant l’α-syn (plus de détails en partie II.7.). 

 

I.8. Modèles expérimentaux de la maladie de Parkinson 

 

Il apparait nécessaire de définir de nouvelles stratégies thérapeutiques pour, d’une part, soulager 

les patients atteints, et d’autre part ralentir voire interrompre la progression de la maladie. Cependant, 

le développement de ces thérapies passe par une meilleure compréhension de la pathogenèse de la MP, 

mais surtout dans la disponibilité de modèles expérimentaux permettant de tester ces nouvelles 

approches. Actuellement, les modèles de la MP ne reproduisent pas l’intégralité des marqueurs 

pathologiques. Ceci peut s’expliquer par le manque de connaissance sur l’étiologie des cas sporadiques 

de la MP (et donc l’impossibilité de reproduire avec exactitude cette forme la plus fréquente de la MP), 

mais aussi par la difficulté de développer un modèle reproduisant la maladie de façon rapide, simple et 

fiable. Les modèles établis représentent alors un ou des aspects de la pathologie. Il n’existe donc pas de 

modèle « parfait » de la MP, comme il n’en existe pour aucune autre MND (Figure 9).  

 

I.8.1. Un large spectre de modèles animaux et cellulaires  

 

I.8.1.1. Modèles animaux 

 

 Les modèles animaux sont largement utilisés dans le cadre de la recherche sur la MP. Parmi eux 

sont retrouvés le rongeur, le primate non-humain (PNH) ainsi que les espèces non-mammifères telles 

que le poisson-zèbre, le nématode Caenorhabditis elegans (C. elegans) ou la drosophile. 

  

Ainsi, les rongeurs, tels que la souris et le rat, apparaissent être des modèles expérimentaux de 

choix, notamment par leur facilité d’hébergement et la multiplicité de souches de souris transgéniques. 

De plus, tout comme chez l’Homme, la dégénérescence des neurones DAergiques induit aussi des 

déficits moteurs chez ces animaux et sont communément mesurés par différents tests comportementaux 

(Chia et al., 2020). Il est aussi possible d’observer certains symptômes non-moteurs tels que la dépression 

(Can et al., 2012) ou la compulsivité (Taylor et al., 2010).  

 

Quant à eux, les PNH sont d’autant plus utilisés lors d’études pré-cliniques (Grow et al., 2016). 

Ils permettent en effet d’apporter de nombreuses informations mécanistiques aux plus proches de la 

maladie grâce à leur lien phylogénique étroit avec l’Homme (Phillips et al., 2014). Le modèle primate 
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présente ainsi des symptômes similaires à ceux des patients atteints de la MP, qui peuvent être mesurés 

par tests comportementaux - plus nombreux et spécifiques que ceux utilisés chez le rongeur - et par 

neuroimagerie (Chia et al., 2020). Néanmoins, ce modèle présente des désavantages, que ce soit en 

termes de coûts mais aussi de questions éthiques. De plus, il n’existe pas de modèle PNH transgénique.  

 

Enfin, les modèles non-mammifères sont aussi utilisés pour étudier les mécanismes moléculaires 

de la maladie, notamment grâce à leur cycle de vie court, leur faible coût, la facilité de leur manipulation 

génétique mais aussi puisque leur comportement et neuropathologie sont bien définis dans le cadre de 

la MP (Cooper & Van Raamsdonk, 2018). Ces modèles sont notamment fréquemment utilisés pour 

réaliser des criblages pharmacologiques à grande échelle. Ainsi, C. elegans présente un système nerveux 

simple et bien défini, avec exactement huit neurones DAergiques (White et al., 1986). De façon 

intéressante, il exprime des orthologues des gènes humains codant pour LRRK2, PINK1, DJ-1 ou encore 

Parkin mais pas celui de l’α-syn (Martinez et al., 2017). Toutefois, des modèles transgéniques exprimant 

l’α-syn humaine ont été développés et récapitulent certains aspects de la MP tel qu’une 

neurodégénérescence DAergique et des défauts de la locomotion (Gaeta et al., 2019). A propos de la 

drosophile, elle représente aussi un bon modèle d’étude de la MP puisque sa voie de synthèse de la DA 

est similaire à celle chez l’Homme (Chia et al., 2020). Elle peut aussi présenter une neurodégénérescence 

DAergique et des troubles moteurs après induction de la maladie par le pesticide paraquat (Shukla et 

al., 2014). Enfin, le poisson zèbre détient une région DAergique semblable à la SNpc et peut présenter 

des déficits moteurs après induction neurotoxique de la MP (Vaz et al., 2018).  

 

Cependant, il est important de rappeler que les animaux ne développent pas spontanément la 

MP. De plus, d’un point de vue cellulaire, il a été estimé qu’un neurone DAergique humain pouvait former 

jusqu’à dix fois plus de synapses qu’un neurone de rat (Bolam & Pissadaki, 2012). Les besoins 

énergétiques d’une cellule DAergique humaine apparaissent donc bien plus importantes que celle du 

rongeur, montrant ainsi une des limites de l’utilisation de modèles animaux. Ainsi, il apparait que chaque 

modèle animal détient son lot d’avantages et d’inconvénients dans l’étude de la MP et il se doit alors 

d’être choisi rigoureusement en adéquation avec la problématique analysée.  

 

I.8.1.2. Modèles cellulaires 

  

 Les modèles cellulaires présentent l’avantage d’être plus facilement manipulable génétiquement 

et pharmacologiquement que les modèles animaux (Falkenburger et al., 2016). 

 

 D’une part, la MP peut être modélisée au sein de lignées cellulaires. Parmi elles, les lignées SH-

SY5Y, issues de neuroblastome, et PC12, issues de pléochromocytome de la médullosurrénale du rat, 

sont très largement utilisées. Ces cellules ont la particularité de produire et libérer des catécholamines 

et peuvent présenter après différenciation des propriétés semblables aux neurones, comme la formation 

de prolongements similaires à des neurites (Falkenburger et al., 2016). En outre, la lignée immortalisée 

LUHMES (Lund Human Mesencephalic), issue de cellules mésencéphaliques humaines, est aussi 
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couramment utilisée et a l’avantage de présenter un phénotype DAergique, avec l’expression de 

marqueurs neuronaux, la présence de longs prolongements ainsi que des propriétés 

électrophysiologiques proches des neurones DAergiques (Schildknecht et al., 2013 ; Scholz et al., 2011).  

 

 D’autre part, il est également possiblement de modéliser la MP au sein de neurones primaires, 

obtenus par la dissection de cerveaux d’embryons (ou au stade post-natal précoce) de souris ou de rat. 

Il est ainsi possible d’obtenir des cultures primaires de neurones issus du mésencéphale, bien que 

seulement entre 5 et 10% de ces cellules soient DAergiques (Nair-Roberts, 2008). Bien qu’elle soit plus 

proche de la situation in vivo, il apparait ainsi difficile d’avoir une culture DAergique totalement pure et 

avec un rendement suffisant. Toutefois, bien que les neurones DAergiques prennent une part intégrante 

dans la physiopathologie de la MP, il n’est pas incohérent de modéliser la MP dans d’autres types 

neuronaux. En effet, les neurones DAergiques ne sont pas les seuls à dégénérer dans la MP : d’autres 

neurones sont affectés, notamment dans les phases précoces de la maladie, comme les neurones 

noradrénergiques et cholinergiques du locus coeruleus (Espay et al., 2014). De plus, pas tous les 

neurones DAergiques dégénèrent dans la MP mais seuls ceux de la SNpc ; et, par exemple, ceux de la 

VTA ne dégénèrent pas (Braak et al., 2004). En outre, il est nécessaire de prendre en compte l’ensemble 

des symptômes associés à la MP, notamment les symptômes non-moteurs qui pourraient être en lien 

avec le dysfonctionnement d’autres populations neuronales que les DAergiques, notamment les 

neurones corticaux ou hippocampiques. Ainsi, les cultures primaires de neurones corticaux sont plus 

simples à obtenir, avec un meilleur rendement, et peuvent être un bon modèle afin d’étudier les 

processus moléculaires liés à la MP.  

 

  Enfin, la MP peut aussi être modélisée à l’aide de CSPi, grâce à l’avancée significative de l’équipe 

de Yamanaka en 2006 qui a découvert comment reprogrammer des fibroblastes en culture, en leur 

faisant exprimer un ensemble de gènes nécessaires à leur dédifférenciation et leur prolifération 

(Takahashi & Yamanaka, 2006). Ainsi, ces CSPi peuvent être issus de patients, permettant de décrypter 

le plus précisément les mécanismes moléculaires impliqués dans la MP. L’utilisation de ces CSPi a permis 

par exemple de clarifier au sein de neurones DAergiques reprogrammés l’impact de LRRK2G2019S (Nguyen 

et al., 2011) ou encore de la triplication de l’α-syn (Devine et al., 2011). 

  

Ainsi, les modèles cellulaires se révèlent être des outils très utiles pour étudier un mécanisme 

moléculaire et/ou cellulaire spécifique. Ils sont d’ailleurs souvent utilisés pour effectuer des criblages 

pharmacologiques et ainsi développer les futures thérapies de la MP (Peng et al., 2013). Toutefois, l’un 

des défauts majeurs de ces modèles cellulaires réside dans le manque d’environnement physiologique 

du cerveau, avec notamment la perte de réseaux ou encore d’interaction avec d’autres cellules du SNC 

(Chia et al., 2020). Bien qu’il soit possible d’effectuer des cultures mixtes et/ou des co-cultures de cellules 

différentes, il apparait inévitable que les données obtenues in vitro doivent être reproduites et 

confirmées in vivo, chez l’animal. Aussi, un autre inconvénient réside dans le fait que la MP est une MND 

progressive et liée à l’âge, représentant ainsi un obstacle majeur pour les modèles cellulaires dans 

lesquels le vieillissement est très difficilement reproductible. 
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Figure 9 : Possibilités et défis associés aux modèles expérimentaux pour le développement de 

thérapies pour la maladie de Parkinson (Adaptée de Visanji et al., 2016) 

 

I.8.1.3. Modèle émergeant : les organoïdes  

 

Ces dernières années ont montré l’émergence de nouveaux modèles pour étudier la physiologie 

de la MP. Notamment, un modèle in vitro d’organoïdes a pu être généré, par l’utilisation de CSPi 

humaines (Qian et al., 2018). Ces organoïdes se montrent être des modèles de choix puisqu’ils sont 

capables de reproduire à la fois la physiologie et l’architecture de l’in vivo. Ces cultures en trois 

dimensions ont permis la formation de réseaux de neurones, reproduisant la structure du mésencéphale. 

Ils sont également capables de produire de la neuromélanine, de sécréter de la DA, de former des 

synapses fonctionnelles et d’exhiber des profils électrophysiologiques semblables aux neurones 

DAergiques (Jo et al., 2016). Ces organoïdes peuvent également présenter un environnement similaire à 

celui du cerveau âgé (Kim et al., 2019 ; Kim et al., 2020). De façon intéressante, il est aussi possible 

d’utiliser des CSPi issues de patients présentant une mutation liée à la MP, pour alors mieux décrypter 

leur rôle dans la physiopathologie de la MP. Ainsi, il a été montré que des organoïdes formés depuis des 

CSPi de patients LRRK2G2019S présentaient les mêmes marqueurs pathologiques que ceux rencontrés 

dans les formes sporadiques de la MP et celles liées à des mutations de LRRK2 (Kim et al., 2019). Plus 

récemment, des organoïdes issus de CSPis de patients porteurs de triplication de SNCA a permis de 

récapituler les phénotypes clés liés à la synucléinopathie, notamment concernant l’accumulation 

progressive d’α-syn en lien avec la perte sélective des neurones DAergiques (Modamio et al., 2021 ; 

Mohamed et al., 2021). Ainsi, en présentant des caractéristiques au plus près de la physiologie chez 

l’Homme, ces organoïdes se révèlent être un système prometteur, à la fois dans la compréhension des 
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mécanismes moléculaires et cellulaires de la MP, en lien avec la progression de la maladie, mais aussi 

dans l’établissement de nouvelles thérapies. 

 

I.8.2. Techniques expérimentales d’induction de la pathologie 

 

 Depuis de nombreuses années, la MP se modélise de deux façons différentes, par approche 

pharmacologique ou par modification génétique. Cependant, de nouveaux modèles ont émergés, 

notamment grâce aux meilleures connaissances des mécanismes moléculaires de la pathologie.  

 

I.8.2.1. Modèles pharmacologiques 

 

 Depuis près d’un demi-siècle, les modèles pharmacologiques sont largement utilisés dans 

l’étude de la physiopathologie de la MP, notamment car ils permettent de reproduire des symptômes 

clés chez l’animal. Cette approche se base sur l’administration de neurotoxines et a été la première à 

être utilisée dans la recherche des mécanismes moléculaires de la MP, et donc de potentielles thérapies. 

Parmi ces neurotoxines sont retrouvées des analogues de la DA (6-OHDA, MPTP) ou encore des 

pesticides jouant sur le métabolisme de la mitochondrie (paraquat, roténone) (Chia et al., 2020). Ces 

modèles permettent une neurodégénérescence rapide de la voie nigrostriée, en jouant notamment sur 

la mitochondrie (Figure 10). Toutefois, la formation de la seconde marque neuropathologique de la MP, 

les CLs, n’est pas observée dans ces modèles (Schober, 2004 ; Zeng et al., 2018).  

 

 La 6-OHDA a ainsi été la première à être utilisée afin de mettre au point le tout premier modèle 

animal de la MP, permettant l’induction d’une neurodégénérescence DAergique massive et donc des 

troubles moteurs (Chia et al., 2020). L’un des désavantages de cette molécule est qu’elle ne traverse pas 

la BHE, et doit donc être administrée par injection intracérébrale (Ungerstedt et al., 1974). Au sein de la 

cellule, la 6-OHDA s’oxyde, induisant la formation d’EROs. La mitochondrie s’en retrouve ainsi impactée 

(inhibition du premier complexe de la chaîne respiratoire, diminution du potentiel de membrane, 

découplage de la phosphorylation oxydative), conduisant progressivement à la mort de la cellule. Le 

modèle 6-OHDA est ainsi souvent utilisé dans l’étude de molécules neuroprotectrices (Haleagrahara et 

al., 2013 ; Jing et al., 2016).  

 

Le MPTP est sans doute la molécule la plus utilisée dans les modèles neurotoxiques de la MP. 

Grâce à ses propriétés lipophiles, elle peut traverser la BHE (et donc être administrée plus facilement que 

la 6-OHDA par exemple), et être oxydée en MPP+ grâce à la MAO B astrocytaire. Cette métabolisation la 

rend d’autant plus toxique pour les neurones DAergiques, notamment puisque le MPP+ dispose d’une 

structure très similaire à la DA et va donc être intégrer à ces cellules via le DAT (Bezard et al., 1999). Une 

fois dans la cellule, le MPP+ inhibe le premier complexe de la chaîne respiratoire mitochondriale, 

réduisant la concentration intracellulaire en ATP et augmentant la production de molécules oxygénées 

réactives et induisant in fine la mort des neurones DAergiques (Sayre, 1989). Enfin, l’administration 

chronique de MPTP permet de récapituler un ensemble conséquent de symptômes liés à la MP, 
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notamment la dégénérescence de multiples populations neuronales mais aussi la formation d’inclusions 

d’α-syn (Masilamoni & Smith, 2018). De ce fait, le modèle MPTP est sans doute le modèle 

pharmacologique le plus souvent utilisé dans l’étude de la MP, et plus particulièrement dans l’étude des 

dysfonctions de la mitochondrie. 

 

 

Figure 10 : Modèles expérimentaux par induction pharmacologique de la maladie de Parkinson 

(Adaptée de Cabezas et al., 2013) 

De nombreuses molécules sont couramment utilisées au sein de modèles cellulaires et animaux de la MP, telles que les pesticides 

paraquat et roténone mais aussi les neurotoxines 6-OHDA et MPP+. Le paraquat, 6-OHDA et MPP+ traversent facilement la 

membrane cellulaire via le DAT, induisant des dommages à la mitochondrie et donc également la production d’EROs. Quant à elle, 

la roténone est une molécule très hydrophobe qui pénètre très facilement la membrane cellulaire pour agir notamment également 

sur la mitochondrie mais aussi sur l’induction de l’apoptose.  

 

Le paraquat est un pesticide qui pourrait être un des facteurs environnementaux impliqués dans 

le développement de la MP (Clark et al., 1966). Remarquablement, il détient une structure proche du 

MPP+, et donc par extension de la DA (Clark et al., 1966). Toutefois, il n’agit pas de la même façon que 

le MPP+ : le paraquat perturbe le cycle d’oxydo-réduction du glutathion et de la thioredoxine, deux 

composants de la défense antioxydante qui est alors altérée (Niso-Santano et al., 2010). L’effet du 

paraquat a été premièrement analysé sur la grenouille léopard, qui a alors présenté des troubles moteurs 

semblables à ceux rencontrés dans la MP : akinésie, tremblements et rigidité (Barbeau et al., 1985). Il a 

aussi été montré que l’administration chronique de paraquat chez le rat induit une 

neurodégénérescence DAergique ainsi qu’une déplétion de la DA dans le ST, de façon progressive 

(Ossowska et al., 2005). Dès lors, l’utilisation de paraquat peut être utilisée dans l’étude des premières 

phases de la MP.  
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Finalement, la roténone est un composé extrait de plante utilisée en tant que pesticide. De la 

même façon que le MPTP, elle est lipophile et peut traverser la BHE pour inhiber le premier complexe 

mitochondrial. Toutefois, contrairement au MPTP, elle n’est pas spécifique aux neurones DAergiques et 

peut agir sur n’importe quelle cellule (Bisbal & Sanchez, 2019). Le premier modèle d’administration de 

roténone a été effectué chez le rat, par injection stéréotaxique d’une très forte dose dans le télencéphale, 

résultant en une forte diminution de la concentration en DA dans le ST (Heikkila et al., 1985). De plus, il 

a été montré que son administration chronique permettait d’induire la formation d’agrégats d’α-syn 

(Betarbet et al., 2000 ; Sherer et al., 2003). En outre, l’injection d’une dose modérée chez la souris permet 

d’éviter la mort des neurones du ST au profit de la dégénérescence de la SNpc, tout en présentant des 

troubles moteurs, une déplétion en DA ainsi que la présence d’inclusions dans les neurones DAergiques 

restants ; reproduisant au plus près les mécanismes de la MP (Inden et al., 2011). Ainsi, le modèle à la 

roténone permet de reproduire au mieux les caractéristiques clés de la MP, et justifie alors son utilisation 

dans le cadre de développement de stratégies neuroprotectrices.  

 

I.8.2.2. Modèles génétiques 

 

La découverte de gènes impliqués dans l’étiologie de la MP a permis la mise au point de modèles 

génétiques de la pathologie, que cela soit par transgenèse ou bien par transduction via un vecteur viral. 

Ces modèles ont pour avantage de permettre l’étude de mutations de ces gènes en question, qui 

peuvent alors représenter des cibles thérapeutiques prometteuses. Ils peuvent aussi apporter des 

informations précieuses concernant les possibles interactions entre mutations génétiques mais aussi 

entre facteurs génétiques et environnementaux et ainsi décortiquer au mieux les mécanismes complexes 

de la MP. Néanmoins, tout comme pour les modèles pharmacologiques, les modèles génétiques ne 

permettent généralement pas l’établissement de l’ensemble des caractéristiques de la maladie, 

notamment la mort sélective et progressive des neurones DAergiques (Sanchez et al., 2014). Ceci est 

alors à prendre en compte dans la mise à point d’une thérapie neuroprotectrice par exemple. Ainsi, les 

gènes les plus étudiés sont ceux codant pour l’α-syn, LRRK2, Parkin, DJ-1 et PINK-1 (Gasser, 2009).  

 

Tout d’abord, le gène de l’α-syn constitue un modèle de choix dans l’étude de la MP, notamment 

puisqu’elle représente un des constituants inévitables des CLs. Le premier modèle de surexpression de 

l’α-syn mis au point en 2000 fut marqué par la formation progressive d’inclusions intraneuronales dans 

l’hippocampe, la SNpc et dans le néocortex qui contenaient de l’α-syn (Masliah et al., 2000). Toutefois, 

aucune dégénérescence DAergique n’a pu être observée, n’en faisant ainsi pas un bon modèle d’étude 

de la MP. D’autres modèles basés sur l’α-syn ont alors été développés, mais ce n’est qu’avec un modèle 

double mutant A53T/A30P qu’une perte des neurites a pu être observée, associée à un déficit moteur 

ainsi que la présence d’agrégats intraneuronaux (Prasad et al., 2011). Ainsi, l’ensemble des modèles liés 

à l’α-syn permettent de mieux comprendre l’impact de cette dernière dans la neurodégénérescence, 

bien que leur utilité dans les études de neuroprotection reste limitée.  
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Des modèles basés sur les mutations de LRRK2 ont été mis au point, notamment en se basant 

sur ses mutations les plus fréquentes G2019S et R1441C/G (Alessi & Sammler, 2018). Néanmoins, ces 

modèles ne présentent pas l’ensemble des caractéristiques de la pathologie. Notamment, le modèle 

murin transgénique LRRK2R1441G présente des troubles moteurs ainsi qu’une pathologie axonale dans le 

ST, sans pour autant manifester de perte DAergique ni d’agrégats d’α-syn (Li et al., 2009). De plus, il a 

été montré que le mutant G2019S permettait d’induire la dégénérescence d’environ la moitié de la SNpc 

ainsi que la formation d’inclusions, contrairement à la forme sauvage de LRRK2 (LRRK2WT) (Lee et al., 

2010). En outre, des modèles basés sur l’utilisation de vecteurs viraux ont été développés afin d’étudier 

l’effet de la partie carboxyterminale uniquement de LRRK2 (Cresto et al., 2020 ; 2021). Enfin, l’utilisation 

de ces modèles a permis de mettre en lumière la fonction kinase potentiellement pathogénique de 

LRRK2, et ainsi développer de nouvelles stratégies thérapeutiques basées sur des inhibiteurs de cette 

fonction (plus de détails seront apportés en partie III.7.) (West, 2017). 

 

Comme décrit précédemment, parmi les mutations autosomiques récessives, les mutations de 

Parkin sont celles les plus retrouvées dans le développement de formes précoces de la MP. Cependant, 

de nombreux modèles basés sur l’invalidation de Parkin n’ont permis de montrer qu’un faible 

développement de phénotype parkinsonien (Dawson & Dawson, 2010). Il a cependant été observé que 

des neurones primaires DAergiques délétés de Parkin présentaient une plus forte sensibilité à la 

roténone (Casarejos et al., 2006). A l’inverse, la surexpression de Parkin chez le rongeur traité à la 6-

OHDA ou au MPTP permettait de prévenir la neurodégénérescence (Bian et al., 2012). Ainsi, à défaut 

d’être un modèle idéal dans la reproduction des phénotypes de la MP, le modèle Parkin peut être utile 

pour mieux comprendre le gène en lui-même, en étant une potentielle cible thérapeutique.  

 

Des modèles transgéniques de DJ-1 ont aussi été établis. Bien que son rôle protecteur des 

neurones DAeriques ait pu être suggéré, son invalidation semble être uniquement associée à des déficits 

moteurs même en absence de neurodégénérescence DAergique (Chen et al., 2005 ; Hauser et al., 2015 

; Kitada et al., 2009). Son utilisation pour mieux comprendre les mécanismes de la MP semble alors 

contrainte. Néanmoins, ce modèle reste utile dans l’étude de l’interaction entre gènes et environnement. 

Il a notamment été montré que des souris délétées de DJ-1 étaient plus sensibles à l’intoxication au 

MPTP ou la roténone et présentaient alors des troubles moteurs d’autant plus marqués, mettant en 

lumière le rôle neuroprotecteur de DJ-1 (Aleyasin et al., 2010) . 

 

Enfin, des modèles de PINK1 ont également été développés. Il a ainsi été montré que sa 

surexpression induit la croissance des neurites (Dagda et al., 2014). De plus, des modèles de PINK1 mutée 

chez la drosophile ont présenté une dégénérescence DAergique associée à un défaut de la locomotion, 

en lien avec une dérégulation des fonctions mitochondriales (Park et al., 2006). Cependant, l’invalidation 

de PINK1 chez la souris n’a pas permis d’induire de phénotype intracérébral, bien qu’induisant une plus 

forte sensibilité au stress oxydant (Gispert et al., 2009 ; Kitada et al., 2009). De même, la dégénérescence 

DAergique liée à l’âge n’a pu être observée que chez un modèle murin de PINK1G209D, associé également 
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à un défaut de la locomotion (Gispert et al., 2009). L’ensemble de ces données montre ainsi que 

l’utilisation des modèles de PINK1 reste limitée dans l’étude des mécanismes de la MP.  

 

I.8.3.3. Modèles d’étude de la propagation de l’α-syn 

 

La présence de corps de Lewy, contenant de l’α-syn, représente un des marqueurs 

physiopathologiques caractéristiques de la MP. La recherche sur l’α-syn en lien avec la MP a permis de 

mettre en évidence qu’elle était capable de s’agréger et se propager de cellule à cellule (plus de détails 

en partie II.6.1.). Il a ainsi été initié le postulat selon lequel l’α-syn extracellulaire pourrait être recapturée 

par des cellules et y initier le recrutement de l’α-syn endogène, formant ainsi de l’α-syn mal-conformée 

pathologique (Melki, 2018). Toutefois, très peu de modèles cellulaires développent d’agrégats de la 

protéine même par sa surexpression (Hasegawa et al., 2004). Ceci peut s’expliquer par le fait que, en 

général, la MP est une MND à évolution lente et qui se manifeste à un âge avancé, et qui n’est donc pas 

modélisable dans ces cellules. C’est ainsi que des méthodes d’induction de la synucléinopathie se sont 

développées, à la fois dans des modèles in vitro et in vivo.  

 

L’α-syn peut ainsi être surexprimée au sein de la levure Escherichia coli et ainsi être purifiée et 

extraite (Volpicelli-Daley et al., 2014). Par un jeu d’homogénéisation et centrifugation, l’α-syn peut se 

replier en fibrilles riches en feuillets β, qui peuvent être soniquées afin d’obtenir des fibrilles préformées 

d’α-syn (Pre-formed fibrils, Pffs). Il a alors été montré que l’adjonction de Pffs au sein de cellules non-

neuronales pouvaient induire une conformation incorrecte de l’α-syn endogène intracellulaire, au sein 

de structures similaires à des CLs (Luk et al., 2009 ; Nonaka et al., 2010). Ceci a aussi été montré au sein 

de neurones primaires (Volpicelli-Daley et al., 2011), dans lesquels ces « CLs artificiels » induisent une 

neurodégénérescence progressive (Froula et al., 2018 ; Henderson et al., 2018 ; Luna et al., 2018 ; 

Volpicelli-Daley et al., 2011). De façon intéressante, ces CLs ont une composition semblable à celle des 

CLs retrouvés dans la MP, notamment par la présence d’α-syn phosphorylée sur la sérine 129 (S129), de 

la protéine réceptrice de l’autophagie p62 ou encore d’ubiquitine (Henderson et al., 2017). Aussi, l’α-syn 

peut également être directement extraite du cerveau de patients atteints de la MP, et peut alors induire 

la pathologie au sein de neurones primaires (Henderson et al., 2018 ; Peng et al., 2018). Ces deux 

paradigmes expérimentaux montrent la capacité de l’α-syn pathologique à transférer sa conformation 

et sa potentielle toxicité à l’α-syn endogène saine. Enfin, ceci a aussi été confirmé au sein de modèles 

CSPi différenciés en neurones (Gribaudot et al., 2019 ; Prots et al., 2018) 

 

L’utilité des Pffs a aussi été vérifié in vivo. Premièrement, par injection stéréotaxique de souris 

surexprimant l’α-synA53T humaine, les Pffs ont permis d’accélérer la formation et la propagation de la 

synucléinopathie (Luk et al., 2012a). De même, l’injection chez des souris sauvages a induit la formation 

d’inclusions semblables aux CLs, qui se sont propagées au sein du cerveau selon un schéma 

spatiotemporel stéréotypique (Luk et al., 2012b). De plus, il apparait que ces inclusions ne sont pas 

éliminées par les neurones affectés et induisent in fine la mort de ces cellules (Osterberg et al., 2015). 

Ainsi, l’injection de Pffs chez le rongeur a permis de récapituler plusieurs caractéristiques de la MP, de la 
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mort des neurones de la SNpc à l’apparition de troubles moteurs tardifs (Koller et al., 2017 ; Paumier et 

al., 2015 ; Rey et al., 2018).  

 

L’ensemble de ces modèles in vitro et in vivo représente des outils précieux dans l’études des 

mécanismes et des phénotypes de la MP, dans le but d’établir de nouvelles thérapies. Remarquablement, 

il apparait que la propagation de l’α-syn chez l’animal sauvage est progressive et dépendante des 

régions affectées, de la même manière que ce qui est observé dans les formes sporadiques de la MP 

(Henderson et al., 2018). Ce modèle a l’avantage de ne pas nécessité d’intervention génétique ou 

pharmacologique, et peut ainsi être utilisé en vue de décrypter les facteurs de risques au développement 

de la MP ou encore l’efficacité d’un traitement. Toutefois, la propagation de l’α-syn dans ces modèles 

de synucléiopathies apparait complexe, comme chez les patients atteints de la MP. Il est donc nécessaire 

de mieux caractériser les réseaux impliqués dans cette dissémination de l’α-syn pathologique.  
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II. Alpha-synucléine 

 

  L’α-syn fut la toute première fois identifiée chez la torpille du Pacifique (Maroteaux et al., 1988). 

Son nom lui a ainsi été attribué en accord avec sa localisation cellulaire, à la fois au niveau des vésicules 

synaptiques et du noyau. L’α-syn fait ainsi partie de la famille des synucléines, comme la β-synucléine, 

elle aussi identifiée aux terminaisons présynaptiques (Nakajo et al., 1993), et la γ-synucléine, initialement 

identifiée au sein de métastases de cancer du sein (Jia et al., 1999). Depuis la découverte de son rôle 

central dans la neurodégénérescence (Polymeropoulos et al., 1997), l’α-syn représente un pilier de la 

recherche sur la MP, notamment car elle est le composant fibrillaire majeur des CLs (Spillantini et al., 

1997 ; Spillantini et al., 1998).  

 

II.1. Génétique 

 

Le gène de l’α-syn, SNCA, fut le premier à être identifié comme lié à la MP (Polymeropoulos et 

al., 1997). Il se compose de six exons sur 117kb (Corti et al., 2011) et présente 95% d’homologie entre 

l’Homme et la souris (seulement 7 AA différents les séparent).  

 

Des mutations ponctuelles au sein du gène SNCA de l’α-syn ont été associées à de rares formes 

héréditaires dominantes de la MP. La MP peut ainsi se déclencher soit par la duplication ou triplication 

de SNCA, soit par des mutations menant ainsi à des formes autosomiques dominantes de la pathologie. 

A ce jour, cinq mutations ont été identifiées : A30P, A53T et E46K (les trois mutations majoritaires) ainsi 

que H50Q et G51D (Brucale et al., 2009). Il apparait ainsi que l’ensemble des mutations de l’α-syn 

identifiées comme prenant part à l’étiologie de la MP se regroupe dans le domaine aminoterminal de la 

protéine. Néanmoins, elles restent extrêmement rares, et la mutation A53T ne serait présente qu’au sein 

d’une petite vingtaine de familles sur toute la planète (Corti et al., 2011). De plus, il existe des disparités 

dans l’impact de ces mutations sur le développement de la maladie. En effet, la mutation A30P semble 

liée au développement d’une forme idiopathique tardive alors que E46K est associée à un parkinsonisme 

précoce et sévère (Krüger et al., 2001 ; Zarranz et al., 2005). Enfin, les multiplications de SNCA 

représentent les variations les plus fréquentes du gène, et correspondent à 2% des formes familiales de 

la MP (Corti et al., 2011). En outre, la sévérité de la maladie serait liée au nombre de multiplication du 

gène (Fuchs et al., 2007).  

 

Sa mutation la plus fréquente, A53T (α-synA53T), est une mutation faux sens autosomique qui 

induit une forme précoce de la MP (Polymeropoulos et al., 1997). Remarquablement, les patients ayant 

cette mutation développent la maladie de façon hétérogène, d’une forme tardive typiquement 

sporadique à une forme plus précoce à progression très rapide (Corti et al., 2011). Cela suggère que 

l’expression d’α-synA53T, ou bien sa pénétrance, peut se voir moduler par d’autres facteurs (Markopoulou 

et al., 2008). De plus, cette mutation lui confère une structure moins ordonnée qui augmente sa capacité 

d’interaction avec les membranes, ainsi que sa capacité d’agrégation et donc sa toxicité (Narhi et al., 
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1999). Cette mutation semble avoir un rôle aussi sur le relargage de la DA, notamment par une 

diminution de la disponibilité en vésicules synaptiques (Lotharius & Brundin, 2002a). En termes de 

modèle expérimental de la MP, A53T est la mutation la plus utilisée et notamment puisqu’elle permet 

d’induire in vivo une synucléinopathie, avec une mort neuronale DAergique, l’agrégation d’α-syn ainsi 

qu’un phénotype moteur (Lotharius & Brundin, 2002b). De façon intéressante, la forme mutée A53T chez 

l’Homme apparaît être en réalité la forme sauvage chez la souris, qui n’a alors pas tendance à s’agréger 

(en comparaison chez l’Homme). Enfin, la mutation A53T inhibe l’exocytose des vésicules synaptiques, 

de la même façon que la surexpression de la forme sauvage de la protéine (Nemani et al., 2010) 

 

Finalement, il a été montré que des polymorphismes présents au sein des éléments de régulation 

de SNCA pouvaient induire une prédisposition au développement de la MP, et seraient aussi en lien avec 

les formes précoces de la maladie (Maraganore et al., 2006). De plus, des études GWAS ont également 

identifié des polymorphismes au sein des régions non-codantes de SNCA qui représenteraient des 

facteurs de risque majeurs au développement de la MP (Simon-Sanchez et al., 2009), et qu’un de ces 

polymorphismes induisait une augmentation de l’expression de l’α-syn (Soldner et al., 2016).  

 

Toutefois, malgré les évidences génétiques de l’implication de l’α-syn dans la MP, elles 

n’expliquent en rien si la modification de l’expression de la protéine induit la neurodégénérescence, via 

un défaut conformationnel induisant une nouvelle fonction « toxique », ou bien une augmentation de 

sa capacité à exercer sa fonction physiologique ou encore un autre mécanisme (Sulzer & Edwards, 2020). 

 

II.2. Structure 

 

L’α-syn est une petite protéine soluble, composée de 140 AA de 15 – 25kDa (Corti et al., 2011). 

Cette protéine a ainsi été découpée en trois domaines distincts (Figure 11). 

 

 

Figure 11 : Structure de l’alpha-synucléine (Adaptée de Corti et al., 2011) 

L’α-syn est une petite protéine de 15kDa, composée de 140 AA répartis en trois domaines distincts : une région amnioterminale 

amphipathique (dans laquelle sont retrouvées les mutations majoritaires de SNCA), une région centrale hydrophobe contenant le 

peptide NAC, ainsi qu’une région carboxyterminale acide. Ses trois mutations majoritaires sont représentées, notamment la plus 

fréquente A53T.  

 

Le premier domaine, en aminoterminal, correspond à une région amphipatique, c’est-à-dire à la 

fois hydrophile et hydrophobe. Ce domaine confère à l’α-syn sa capacité de liaison aux membranes 

phospholipidiques (Clayton & George, 1998) grâce à la séquence consensus KTKEGV, répétée entre 6 et 

7 fois selon la synucléine, qui permet la formation d’une hélice α amphiphatique (Clayton & George, 

1998 ; Fortin et al., 2004). L’α-syn développe ainsi une architecture semblable aux apolipoprotéines. Il 
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est également important de souligner que l’α-syn existe à la fois sous forme soluble et liée aux 

membranes. Sous sa forme soluble, l’α-syn apparait déstructurée (Chandra et al., 2003 ; Weinreb et al., 

1996). En adoptant une conformation en hélice α, son domaine aminoterminal permet à l’α-syn de se 

lier aux membranes lipidiques, tels que des liposomes, des gouttelettes lipidiques, des vésicules ou 

encore des radeaux lipidiques (Burré et al., 2018). De façon intéressante, il a été décrit que l’α-syn se liait 

préférentiellement aux vésicules de petites tailles, d’environ 40nm, telles que les vésicules synaptiques 

(Davidson et al., 1998 ; Kahle et al., 2000). De plus, une fois liée aux membranes, l’α-syn peut 

s’oligomériser (Burré et al., 2014). Enfin, il apparait que l’ensemble des mutations faux-sens de l’α-syn 

sont présentes au sein du domaine participant à la liaison aux membranes de la protéine, bien 

qu’uniquement trois de ces mutations (A30P et G51D) semblent affecter cette liaison (Fares et al., 2014; 

E. Jo et al., 2002). Puis, c’est au cœur de la protéine qu’est retrouvé le peptide NAC (non-amyloid β 

component), région hydrophobe qui confère à l’α-syn humaine sa capacité d’agrégation, en 

s’assemblant en feuillets β, et à former des fibrilles (Giasson et al., 2001 ; Uéda et al., 1993). Enfin, la 

région carboxyterminale est acide et riche en glutamate, et apparait non-structurée (Bertini et al., 2007). 

Cette région est impliquée dans l’interaction avec d’autres protéines (Fernández et al., 2004; Jensen et 

al., 1999), avec des cations comme le cuivre (Paik et al., 1999), le calcium (Nielsen et al., 2001) ou le fer 

(Binolfi et al., 2006) ; mais aussi dans la modulation de son interaction avec les membranes (Davidson et 

al., 1998 ; Perrin et al., 2000) ou la prévention de son agrégation (Crowther et al., 1998). Enfin, le domaine 

carboxyterminal de l’α-syn est soumis à différentes modifications post-traductionnelles, et possède 

notamment de nombreux sites de phosphorylation (voir partie II.4.). 

 

II.3. Localisation 

 

L’α-syn est principalement retrouvée dans le cerveau, au sein des neurones du néocortex, de 

l’hippocampe, du thalamus, du ST ou encore du cervelet (Iwai et al., 1995 ; Jakes et al., 1994 ; Nakajo et 

al., 1994). Autre que dans le SNC, l’α-syn est aussi observée en bien plus faible quantité dans le cœur, 

les reins, les poumons, le foie, les muscles squelettiques, les lymphocytes ou encore les érythrocytes 

(Burré et al., 2018) (Figure 12). Au sein des neurones, l’α-syn est principalement retrouvée au niveau des 

terminaisons présynaptiques (Murphy et al., 2000), dans laquelle elle apparait extrêmement mobile 

(Fortin et al., 2005). Cette localisation synaptique peut ainsi s’expliquer par son appétence à se lier aux 

vésicules synaptiques (Jensen et al., 1999; Maroteaux et al., 1988) et/ou à se lier à la protéine synaptique 

synaptobrévine-2 (Burré et al., 2010 ; 2012). Remarquablement, il a été montré au sein de culture de 

neurones que l’α-syn était premièrement localisée au sein du soma du neurone immature jusqu’à se 

concentrer aux synapses avec la maturation de la cellule (Galvin et al., 2001 ; Hsu et al., 1998 ; Withers et 

al., 1997). De plus, l’α-syn apparait être une des dernières protéines présynaptiques à enrichir les 

terminaisons nerveuses, indiquant que cette protéine ne jouerait pas un rôle crucial dans la 

synaptogenèse (Withers et al., 1997). 
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Figure 12 : Localisation de l’expression de l’alpha-synucléine chez l’Homme 

A. D’un point de vue de ses transcrits, l’α-syn se retrouve majoritairement exprimée au sein du cerveau et de la moëlle épinière. 

D’un point de vue de ses protéines, elle est principalement retrouvée dans ces deux organes ainsi que dans les reins, la vessie, le 

tissus adipeux et la peau (d’après proteinatlas.org). B. Plus particulièrement au sein du cerveau, les transcrits de l’α-syn sont 

majoritairement retrouvés dans les neurones mais également dans les oligodendrocytes, et plus faiblement dans la microglie 

(d’après brainrnaseq.org) 
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Même si elle apparait majoritairement aux terminaisons présynaptiques, l’α-syn a aussi été 

observée ailleurs dans les neurones, notamment à la mitochondrie (Cole et al., 2008 ; Li et al., 2007 ; 

Nakamura et al., 2008). Son rôle à la mitochondrie reste néanmoins peu clair, puisque l’invalidation de 

l’α-syn et, à l’inverse, sa surexpression, ont toutes deux pu être associées à des dysfonctionnements 

mitochondriaux (Ellis et al., 2005 ; Martin et al., 2006b ; Smith et al., 2005 ; Stichel et al., 2007). En outre, 

l’α-syn a aussi été localisée au noyau, lui valant une partie de son nom (Maroteaux et al., 1988). Sa 

présence nucléaire pourrait permettre une régulation de la transcription, notamment en inhibant 

l’acétylation des histones (Kontopoulos et al., 2006). Enfin, ils existent de nombreux partenaires de l’α-

syn qui sont liés au cytosquelette. Notamment, l’α-syn liée aux membranes interagit avec la tubuline, la 

kinésine ou encore la dynéine (Alim et al., 2002 ; Burré et al., 2018). Néanmoins, il est important de 

rappeler que l’ensemble de ses localisations plus anecdotiques de l’α-syn a été identifié majoritairement 

dans des modèles de surexpression de la protéine, et donc ne reflèterait possiblement pas sa véritable 

présence physiologique.  

 

Finalement, l’α-syn est aussi retrouvée dans le milieu extracellulaire. Sa détection a notamment 

été faite au sein du plasma sanguin et dans le liquide céphalo-rachidien (LCR) (Borghi et al., 2000 ; El-

Agnaf et al., 2003) 

 

II.4. Régulation  

 

II.4.1. Dégradation 

 

 Au cours du développement, l’expression de l’α-syn apparait finement régulée. Il a ainsi été 

montré chez le rat que l’expression de ses transcrits s’initie au stade embryonnaire tardif, puis atteint un 

pic d’expression durant les premières semaines de vie pour enfin décliner progressivement même si 

l’expression de protéines associées reste forte chez l’adulte (Petersen et al., 1999). Enfin, avec le 

vieillissement physiologique, le taux d’α-syn neuronale semble augmenter chez l’Homme, notamment 

dans la SNpc (Chu & Kordower, 2007). Bien qu’il ait été montré que l’expression de l’α-syn pouvait être 

augmentée par divers acteurs tels que des pesticides (Manning-Bog et al., 2002), très peu de 

connaissances ont été acquises sur les mécanismes de régulation de son expression. Toutefois, il a été 

montré que l’α-syn pouvait être dégradée par divers processus, tels que le protéasome ou l’autophagie 

(plus de détails seront apportés en partie V.3.1.). 

 

II.4.2. Modifications post-traductionnelles  

 

L’α-syn peut subir de multiples régulations par modification post-traductionnelle au sein de ses 

140 AA. Ces modifications ont lieu le plus souvent dans le domaine carboxyterminal, modifiant ainsi la 

structure de la protéine ou encore sa charge. Sa liaison aux protéines et/ou aux membranes ainsi que 

son hydrophobicité peuvent alors être modifiées. Parmi ces modifications sont retrouvées la 
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phosphorylation, l’acétylation, l’oxydation, l’ubiquitination, la nitration ou encore la glycosylation. Seules 

certaines d’entre elles seront développées dans la suite de cette partie (Figure 13). 

 

 

Figure 13 : Modifications post-traductionnelles majeures de l’alpha-synucléine (Adaptée de Zhang 

et al., 2019) 

 

II.4.2.1. Phosphorylation 

 

 Il apparait que la phosphorylation joue un rôle majeur dans la régulation de l’α-syn, en modifiant 

sa structure, sa liaison aux membranes, son oligomérisation ou encore sa neurotoxicité (Anderson et al., 

2006 ; Fujiwara et al., 2002). Parmi ses sites de phosphorylation, deux sérines sont les plus souvent 

impactées, en position 87 et 129, et permettraient pour la première d’inhiber l’agrégation de l’α-syn 

(Paleologou et al., 2010 ; Waxman & Giasson, 2008) et pour l’autre de l’accentuer (Samuel et al., 2016 ; 

Shin & Chung, 2020). De même, la phosphorylation sur les tyrosines Y125, Y133 et Y135 empêcheraient 

son agrégation ainsi que sa toxicité (Chen & Feany, 2005 ; Ellis et al., 2001 ; Nakamura et al., 2001 ; 

Takahashi et al., 2003). En outre, la phosphorylation sur la S129 et la Y125 affectent l’interaction protéine-

protéine (McFarland et al., 2008).  

 

A propos de la Ser129 phosphorylée (pS129), il a été observé une accumulation aberrante d’α-

syn présentant cette phosphorylation au sein de sujets souffrant de la MP, de même qu’au sein de 

modèles animaux de synucléinopathies (Oueslati, 2016 ; Tenreiro et al., 2014). Bien qu’au sein du cerveau 

de patients sains seule une très faible partie d’α-syn apparait phosphorylée sur cette sérine (environ 4%), 

il a été décrit qu’environ 90% de cette α-syn présente de la pS129, notamment au sein des inclusions de 

Lewy, chez les patients atteints de la MP (Anderson et al., 2006 ; Fujiwara et al., 2002 ; Hasegawa et al., 

2004). De plus, cette phosphorylation est aussi observée (bien qu’en faible quantité) avant même 

l’apparition de CLs (Saito et al., 2003), indiquant que cette pS129 est fortement associée à la progression 

de la neurodégénérescence et apparait donc être un marqueur physiopathologique de la MP. 

Concernant les kinases impliquées dans la pS129, ont été identifiées la caséine kinase I et II (Okochi et 

al., 2000 ; Waxman & Giasson, 2008), les polo-kinases PLK1-3 (Inglis et al., 2009 ; Mbefo et al., 2010 ; 
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Waxman & Giasson, 2008) ou encore certaines kinases liées aux récepteurs couplés aux protéines G 

(Hara et al., 2013 ; Pronin et al., 2000). Des études ont également montré que LRRK2 pouvait 

phosphoryler l’α-syn sur la S129, bien que cela reste controversé (Herzig et al., 2012 ; Lin et al., 2009 ; 

Qing et al., 2009). De plus, ces kinases verraient leur activité accroitre par le stress et la 

déphosphorylation de l’α-syn fibrillaire serait compromise par un problème d’accès des phosphatases 

(Waxman & Giasson, 2008). Ainsi, de nouvelles stratégies thérapeutiques pourraient se baser sur la 

modulation de cette phosphorylation afin de ralentir la progression de la MP, bien que des études ont 

également montré que l’α-syn restait toxique même lorsque sa S129 était mutée en alanine non-

phosphorylable (Azeredo da Silveira et al., 2009 ; Gorbatyuk et al., 2008 ; Khodr et al., 2012). Par ailleurs, 

il reste assez peu compris si la pS129 permet un gain de toxicité à l’α-syn, des études ayant notamment 

montré des effets inverses d’une hyperphosphorylation induite de l’α-syn sur la S129 (Buck et al., 2015 ; 

Oueslati et al., 2013 ; Sato et al., 2011). Ainsi, le rôle de la pS129 reste toujours incompris aujourd’hui et 

pourrait être lié – entre autres – à l’interaction de l’α-syn avec les membranes (Visanji et al., 2011), la 

formation d’inclusions pathologiques (Smith et al., 2005 ; Waxman & Giasson, 2008) ou encore la 

localisation subcellulaire de l’α-syn (Schell et al., 2009 ; Sugeno et al., 2008). Néanmoins, l’α-syn peut 

être retrouvée agrégée sans présenter de pS129, et vice versa (Chau et al., 2009 ; Chen & Feany, 2005). 

Toutefois, d’autres études discordantes tendent à montrer que la pS129 serait protectrice au sein de la 

pathogenèse de la MP, notamment en jouant sur le trafic intracellulaire (Sancenon et al., 2012), la 

phosphorylation de la TH et ainsi la synthèse de DA (Wu et al., 2011), la flexibilité de la conformation de 

l’α-syn (Paleologou et al., 2010), la capacité de l’α-syn à se lier aux membranes ainsi que la charge 

électrique négative apportée par la pS129 (Kuwahara et al., 2012).  

 

II.4.2.2. Troncation par protéolyse 

 

 L’α-syn peut être retrouvée clivée au niveau carboxyterminal comme en aminoterminal. Cette 

observation a été réalisée à la fois dans des cerveaux d’individus sains et de patients atteints de la MP 

(Baba et al., 1998 ; Lewis et al., 2010 ; Li et al., 2005). Au cœur des CLs, l’α-syn apparait majoritairement 

non-tronquée, bien que des fragments carboxyterminaux y ont aussi été observés (Baba et al., 1998 ; 

Campbell et al., 2001 ; Li et al., 2005 ; Spillantini et al., 1998). De plus, il a été décrit que ces versions 

tronquées de l’α-syn augmentaient sa capacité d’agrégation (Li et al., 2005 ; Murray et al., 2003 ; Rochet 

et al., 2000). Cependant, les protéases impliquées dans ces clivages restent mal-connues. L’incidence de 

la calpaïne a été suggérée, notamment par sa colocalisation observée au sein des CLs (Dufty et al., 2007).  

 

II.4.2.3. Ubiquitination 

 

L’α-syn peut aussi subir des ubiquitinations, bien que le rôle de cette modification post-

traductionnelle soit relativement mal-comprise. En effet, il a été montré que l’α-syn colocalise avec 

l’ubiquitine au sein des CLs et des NLs (Gómez-Tortosa et al., 2000; Mezey et al., 1998). Il a ainsi été 

décrit sept sites d’ubiquitination de la protéine, dont les lysines K21 et K23 sont les plus fréquentes 

(Nonaka et al., 2005). De plus, quatre ubiquitine ligases ont ainsi pu être identifiées comme participant 
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à l’ubiquitination de l’α-syn, dont Parkin et UCH-L1 dont les gènes sont liés aux formes héréditaires de 

la MP (Leroy et al., 1998 ; Shimura et al., 2001).  

 

II.4.2.4. Glycation 

 

La colocalisation entre l’α-syn et des produits terminaux issus de la glycation a pu être identifiée 

au sein de cerveaux de patients atteints de la MP (Münch et al., 2000). Il a alors été proposé que la 

glycation de l’α-syn serait une des caractéristiques des CLs (Münch et al., 2000 ; Shaikh & Nicholson, 

2008). En outre, il a été montré que la glycation de l’α-syn pouvait accélérer l’agrégation de l’α-syn in 

vitro, et donc la cytotoxicité (Chen et al., 2010 ; Münch et al., 2000).  

 

II.4.2.5. Nitration et oxydation 

 

 L’oxydation et la nitration ont été directement liées à la pathogenèse de la MP. Il est toutefois 

encore mal-compris si ces deux modifications participent à l’agrégation de l’α-syn, ou si l’α-syn se 

retrouve oxydée et/ou nitrée après s’être agrégée. Il existe ainsi quatre tyrosines identifiées comme site 

de nitration – Y39, Y125, Y133 et Y136 (Danielson et al., 2009 ; Takahashi et al., 2002) – qui favoriseraient 

l’oligomérisation de la protéine et ainsi former des agrégats (Giasson et al., 2001 ; Paxinou et al., 2001). 

Toutefois, il a aussi été montré que la nitration semblerait inhiber la formation de fibrilles d’α-syn 

(Hodara et al., 2004 ; Yamin et al., 2003), suggérant un rôle potentiellement protecteur. Enfin, la nitration 

semble aussi inhiber la liaison de l’α-syn aux vésicules (Hodara et al., 2004).  

 

II.5. Fonction et rôle physiologiques 

 

Comme bon nombre d’autres protéines liées au MNDs, le rôle physiologique de l’α-syn est 

aujourd’hui encore mal compris. Bien que sa présence soit abondante dans l’organisme et plus 

particulièrement dans le SNC, il a été montré que l’invalidation de son gène chez la souris n’avait aucun 

effet sur la survie, le neurodéveloppement ou encore la fertilité (Abeliovich et al., 2000). Néanmoins, ces 

souris présentent une dérégulation de la neurotransmission DAergique dans le ST, indiquant un 

probable rôle de l’α-syn dans la libération de la DA (Abeliovich et al., 2000) une diminution du nombre 

de neurones DAergiques durant le développement embryonnaire (Garcia-Reitboeck et al., 2013) ainsi 

qu’une déplétion de vésicules synaptiques, et donc une atteinte de la neurotransmission (Cabin et al., 

2002). A l’inverse, sa surexpression a été liée à une diminution de la libération de neurotransmetteurs en 

inhibant l’élimination des vésicules synaptiques (Nemani et al., 2010). Au final, bon nombre d’études ont 

indiqué un effet toxique de la délétion de l’α-syn (Benskey et al., 2018 ; Calì et al., 2012 ; Gorbatyuk et 

al., 2008 ; Tarasova et al., 2018).  

 

D’une part, grâce à sa localisation présynaptique, ses nombreux partenaires présynaptiques ainsi 

que son interaction avec les vésicules, le rôle de l’α-syn dans la libération des neurotransmetteurs et la 

plasticité synaptique apparait inévitable (Figure 14). Ainsi, il a été montré que l’α-syn prenait part à la 
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plasticité synaptique induite par l’apprentissage du chant durant le développement juvénile du diamant 

mandarin (George et al., 1995). En outre, l’α-syn semble jouer un rôle dans la mobilité des vésicules 

synaptiques mais aussi dans la régulation de leur nombre au bouton synaptique, par modulation du 

complexe SNARE (Soluble N-éthylmaleimide-sensitive-factor attachment protein receptor) (Diao et al., 

2013 ; Scott & Roy, 2012). Néanmoins, l’effet de l’α-syn sur la neurotransmission reste mal-compris et 

apparait contradictoire. Ceci peut s’expliquer par une divergence de modèles expérimentaux ou de 

régions cérébrales étudiées. En effet, l’α-syn (ou un orthologue) n’est par exemple retrouvée ni chez la 

drosophile ni chez C. elegans, pourtant ces organismes bénéficient d’un système de neurotransmission 

fonctionnel. Par ailleurs, l’α-syn jouerait un rôle spécifique au sein des neurones DAergiques, notamment 

dans la synthèse de la DA. En effet, elle pourrait inhiber à la fois l’expression et le fonctionnement de la 

TH, responsable de la biosynthèse de la DA, ainsi que du DAT, responsable de sa recapture à la fente 

synaptique (Kirik et al., 2002 ; Masliah et al., 2000 ; Sidhu et al., 2004 ; Yu et al., 2004), en jouant sur la 

phosphorylation de cette enzyme (Perez et al., 2002 ; Wu et al., 2011). De plus, comme décrit 

précédemment, l’expression de l’α-syn augmente avec l’âge dans la SNpc, en corrélation inverse avec 

celle de la TH (Chu & Kordower, 2007). Enfin, il a également été montré que la surexpression de l’α-syn 

inhibe l’activité d’un transporteur vésiculaire des monoamines, VMAT2 (Vesicular monoamine 

transporter 2), augmentant le niveau de DA cytosolique et perturbant ainsi son homéostasie (Guo et al., 

2008). 

 

 

Figure 14 : Rôle de l’alpha-synucléine à la synapse (Adaptée de Burré, 2015) 

Il a été reporté de nombreux rôles de l’α-syn à la synapse, notamment dans le remodelage des membranes, la modulation des 

transporteurs de la DA, du regroupement des vésicules de neurotransmetteurs, le maintien du pool de ces vésicules ou encore la 

formation du complexe SNARE nécessaire à la libération de neurotransmetteurs. 

 

D’autre part, grâce à son domaine d’interaction aux membranes lipidiques mais aussi par la 

structure similaire aux apolipoprotéines qu’elle peut adopter, l’α-syn a naturellement une propension à 

jouer un rôle dans le transport des lipides. L’α-syn peut se lier aux acides gras (Sharon et al., 2001) et 

pourrait ainsi participer à leur transport, bien que ceci reste débattu (Lücke et al., 2006). De plus, il a été 

montré que l’α-syn pouvait inhiber les phospholipases, impliquées dans l’hydrolyse de la 
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phosphatidylcholine (Ahn et al., 2002 ; Gorbatyuk et al., 2010 ; Jenco et al., 1998), et pourrait ainsi jouer 

sur un rôle dans le remodelage des membranes lipidiques.  

 

Finalement, l’α-syn peut trouver son rôle dans son interaction avec de nombreuses protéines. 

En effet, l’α-syn détient une structure similaire aux chaperonnes, notamment celles de la famille 14-3-3 

(Ostrerova et al., 1999). Parmi l’ensemble de ses interacteurs, on trouve la phospholipase D, impliquée 

dans la régulation du cytosquelette ou encore le trafic vésiculaire et membranaire, induisant l’inhibition 

de cette kinase (Ahn et al., 2002 ; Payton et al., 2004). De plus, son interaction a aussi été décrite avec 

Rab3, impliqué dans le transport des vésicules synaptiques (Chen et al., 2013), la synaptobrévine-2 (Burré 

et al., 2010), la tubuline (Lee et al., 2006), ou encore avec DJ-1 (Visanji et al., 2011). Néanmoins, la 

signification physiologique de ces interactions reste peu claire. 

 

II.6. Implication dans la maladie de Parkinson 

 

L’invalidation de SNCA chez la souris n’induit pas une dégénérescence proche de la MP (Greten-

Harrison et al., 2010), L’absence d’α-syn joue un rôle protecteur envers la neurotoxicité induite par le 

MPTP (Dauer et al., 2002). Elle réduit la propagation de l’agrégation induite par les Pff. Dans le cas des 

mutations rares du gène SNCA, l’α-syn mutée ne conduirait pas à une perte mais principalement à un 

gain de fonction toxique dans la MP. Les duplications ou triplications du gène produisent un excès de 

synucléine et conduisent à la MP (Fuchs et al., 2007). L’implication de l’α-syn dans les formes sporadiques 

de la MP serait associée une augmentation de son expression, liée notamment à un défaut de sa 

dégradation (Cuervo, 2004). D’autres hypothèses contribueraient également à la pathogenèse telle que 

la formation d’épitopes pathogéniques (Sulzer et al., 2017) et/ou la production de forme mal-conformée 

de la protéine liées à des dérégulations de la protéostase (Melki, 2018). 

 

En termes de pathologie, l’α-syn n’est pas uniquement liée à la MP. En effet, les pathologies liées 

à l’α-syn sont regroupées sous le terme de synucléinopathies. Il est ainsi retrouvé l’atrophie 

multisytémique, dont la progression apparait beaucoup plus rapide que la MP notamment par la 

différence conformationnelle adoptée par l’α-syn pathologique (Prusiner et al., 2015 ; Woerman et al., 

2019 ; Yamasaki et al., 2019). De plus, dans cette pathologie, les inclusions d’α-syn se retrouvent 

majoritairement dans les cellules gliales, et plus particulièrement les oligodendrocytes et les cellules de 

Schwann (Wakabayashi et al., 1998). Quant à elle, la démence à CLs fait aussi partie des synucléinopathies 

se caractérise par la formation de dépôts d’α-syn, tels ceux retrouvés dans la MP (Bendor et al., 2013). 

Dans ces maladies, l’α-syn s’accumule, suggérant - entre autres - qu’elle a acquis une conformation 

anormale, toxique et possiblement liée à un défaut de repliement (Jucker & Walker, 2018). Bien que de 

multiples défaillances seraient en cause dans l’étiologie de la MP, l’un des plus contributeurs à la 

progression de la maladie réside dans l’accumulation d’α-syn jusqu’à former des agrégats (Bengoa-

Vergniory et al., 2017). Ainsi, l’une des stratégies développées actuellement afin de prévenir la 

progression de la MP cible la formation ainsi que la libération extracellulaire et la propagation de cette 

α-syn mal-conformée (plus de détails en partie II.7.). Enfin, l’ensemble des connaissances acquises sur 
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l’agrégation et la propagation de l’α-syn ont permis le développement de nouveaux modèles 

expérimentaux de la MP (plus de détails en partie I.8.3.3.).  

 

II.6.1. Agrégation et nucléation de l’alpha-synucléine 

 

En temps normal, comme décrit précédemment, l’α-syn est retrouvée le plus majoritairement 

sous sa forme monomérique soluble ou liée aux membranes avec une conformation di ou trimérique en 

hélice α. Elle peut cependant adopter des formes polymériques, insolubles, jusqu’à former des agrégats 

en structures variées de fibrilles (Cremades et al., 2017) (Figure 15). De façon intéressante, il a été montré 

que des neurones issus de souris dont l’α-syn a été invalidée ne présentaient pas d’inclusions 

intracellulaires d’α-syn après exposition aux fibrilles, et ne présentaient pas non plus de dysfonctions 

synaptiques : il apparait donc nécessaire de corrompre l’α-syn endogène pour former des agrégats et 

ainsi induire un dysfonctionnement neuronal (Masuda-Suzukake et al., 2013 ; Paumier et al., 2015 ; Rey 

et al., 2018 ; Shimozawa et al., 2017). C’est ainsi que s’est basé le postulat de nucléation de l’α-syn. L’α-

syn agrégée en feuillets β représente ainsi un des composants majeurs des CL (Conway et al., 1998 ; 

Greenbaum et al., 2005 ; Narhi et al., 1999 ; Spillantini et al., 1997 ; 1998). Toutefois, des études récentes 

montrent que l’α-syn ne représenterait qu’une faible proportion de la composition de ces inclusions, au 

profit de structures membranaires, organites anormaux, vésicules… (Shahmoradian et al., 2019) 

 

 

Figure 15 : Modèle d’agrégation de l’alpha-synucléine (Adaptée de Irwin et al., 2013). 

En condition physiologique, l’α-syn est retrouvée soluble et avec une structure en hélices aléatoires. Toutefois, en condition 

pathologique et notamment dans le cas de la MP, l’α-syn s’agrège en passant par différentes étapes de repliements aberrants 

potentiellement pathogéniques pour ainsi s’accumuler in fine au sein des CLs et NLs 

 

Ainsi, comment l’α-syn endogène peut-elle être convertie en une forme pathologique fibrillaire 

chez l’Homme ? D’une part, il a été montré in vitro que l’augmentation de la concentration en α-syn 

favorisait la fibrillation de la protéine (Conway et al., 1998). D’autre part, il a été montré que plusieurs 

gènes liés à la MP étaient impliqués dans les machineries de dégradation cellulaire, telles que 

l’autophagie, et pourraient ainsi favoriser l’expression de l’α-syn (Hijaz & Volpicelli-Daley, 2020). Aussi, 

il a été montré que des modifications post-traductionnelles de l’α-syn favoriseraient son agrégation 

(plus de détails sont apportés en partie II.4.2.), tout comme certaines de ses mutations telles que A30P 

et A53T (Parihar et al., 2009). En outre, la propension de l’α-syn à s’agréger peut s’expliquer par une 
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perturbation de sa faculté à s’associer aux membranes (Burré et al., 2015 ; Galvagnion, 2017). Avant tout, 

il est important de rappeler que l’α-syn est capable de s’agréger par son domaine central hydrophobe 

NAC. Lorsque l’α-syn est associée aux membranes, le domaine NAC peut basculer et être soit face à la 

membrane soit face au cytosol (Fusco et al., 2014). Dans ce deuxième cas de figure, ce domaine peut 

recruter d’autres monomères d’α-syn et initier la formation d’agrégats, et in fine se dissocier de la 

membrane (Lv et al., 2019). De plus, il a été montré que des mutations de l’α-syn (A30P et G51D) 

favorisait l’exposition du domaine NAC au cytosol (Ysselstein et al., 2015). En outre, il s’avère que la 

composition lipidique des membranes auxquelles l’α-syn s’associe joue aussi un rôle dans l’agrégation 

de cette dernière (Fanning et al., 2019 ; Galvagnion, 2017 ; Lv et al., 2019).  

 

Néanmoins, il reste à l’heure actuelle peu claire quelle forme d’α-syn reste la plus toxique. Il a 

notamment été décrit qu’à la fois les oligomères d’α-syn mais aussi ses fibrilles induisent une toxicité 

(Bousset et al., 2013 ; Chen et al., 2015 ; Neumann et al., 2004 ; Outeiro et al., 2008). en perturbant 

l’homéostasie des structures membranaires (Plotegher et al., 2017 ; van Rooijen et al., 2009) ou en 

inhibant la fusion des vésicules aux membranes (Choi et al., 2014 ; Lai et al., 2015). De plus, ces 

oligomères contiendraient peu de conformations amyloïdogènes, ne semblent pas capables de 

nucléation et leur injection dans le ST de souris sauvages induit une faible neurodégénérescence 

DAergique de la SNpc (Froula et al., 2018). A l’inverse, les fibrilles d’α-syn détiennent une conformation 

amyloïdogène, sont douées de nucléation et leur injection dans le ST de souris induit une 

neurodégénérescence DAergique de la SNpc, associée à la formation d’inclusions et à des troubles 

moteurs (Froula et al., 2018). De plus, ces fibres peuvent adopter elles-mêmes différentes conformations, 

des fibres « plates » ou en forme de ruban, qui induisent des phénotypes différents (Bousset et al., 2013 

; Melki, 2015 ; Peelaerts et al., 2015). Il a ainsi été montré, par injection chez la souris, que les fibres plates 

conduisent à une forte perte des neurones DAergiques ainsi qu’à des troubles moteurs, alors que celles 

en rubans induisent la formation d’inclusions d’α-syn notamment au sein des oligodendrocytes, 

caractéristique de l’atrophie multisystémique (Peelaerts et al., 2015). Enfin, le rôle pathogénique des 

inclusions d’α-syn reste toujours à l’heure actuelle débattu et les fibrilles d’α-syn pourraient favoriser la 

séquestration des formes oligomériques toxiques de la protéine (Chen & Feany, 2005). Deux hypothèses 

se défendent alors, l’une évoquant que les assemblages d’α-syn (oligomères, agrégats, CLs) induisent 

un gain de fonction à la protéine et déclenchent des mécanismes toxiques, alors que l’autre est favorable 

à la perte de fonction toxique de l’α-syn une fois séquestrée au sein de structures agrégées.  

 

II.6.2. Propagation de l’alpha-synucléine 

   

La propagation de l’α-syn fut la première fois mise en évidence par des études post-mortem de 

sujets souffrant de la MP ayant bénéficié de greffes de tissus cérébraux fœtaux. Plus d’une dizaine 

d’années après la transplantation, les cellules greffées ont présenté des CLs contenant de l’α-syn 

(Kordower et al., 2008 ; Kurowska et al., 2011 ; Li et al., 2008b). De par leur jeune âge, il n’est pas possible 

que ces neurones implantés aient spontanément développé des CLs, mais ils ont pu les développer par 

interaction avec des cellules affectées par la MP. De plus, les CLs apparaissent être une structure 
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enchevêtrée et de taille trop importante pour qu’ils puissent relarguer eux-mêmes des agrégats. Cette 

induction peut être directe ou indirecte, par recapture d’α-syn mal-conformée et/ou multimérique et/ou 

fibrillaire (Kurowska et al., 2011 ; Tsuboi et al., 2007). L’ensemble de ces données a permis d’établir le 

principe selon lequel l’α-syn extracellulaire pourrait être recaptée par des cellules dans lesquelles elle y 

initierait le recrutement de l’α-syn endogène, formant ainsi de l’α-syn mal-conformée pathologique. 

Ceci a notamment pu être confirmé en injectant en périphérie des fibrilles d’α-syn, conduisant à la 

propagation d’α-syn agrégée au sein de réseaux neuronaux jusqu’au développement de phénotypes 

parkinsoniens (Ayers et al., 2017 ; Kim et al., 2019 ; Lohmann et al., 2019 ; Peelaerts et al., 2015). 

 

 

Figure 16 : Modèle de propagation de l’alpha-synucléine (Adaptée de Melki, 2018).  

L’α-syn pathogénique provenant d’une cellule donneuse peut être recapturée par une cellule receveuse « naïve », entourée d’une 

particule membranaire (exosome, ectosome) ou bien dénuée de toute structure. La propagation peut ainsi s’effectuer via 

différentes voies, comme l’exocytose, l’endocytose ou encore par contact cellulaire.  

 

Ce transfert de cellule à cellule s’effectue que l’α-syn soit sous sa forme native ou mutante 

(Desplats et al., 2009 ; Luk et al., 2012), et peut se réaliser de différentes façons (Figure 16). Tout d’abord, 

il a été montré que les espèces toxiques de l’α-syn s’accumulent au sein des lysosomes des neurones 

(Xie et al., 2021). La libération par la cellule-hôte se produit alors au sein d’exosomes ou de vésicules 

(Danzer et al., 2012 ; Emmanouilidou et al., 2010 ; Ngolab et al., 2017 ; Stuendl et al., 2016). Cette 

exocytose apparait liée au calcium, et nécessiterait donc une activité neuronale (Lee et al., 2005). En 

outre, les fibrilles d’α-syn peuvent se fixer à la surface des cellules, notamment par interaction avec des 

protéoglycanes de sulfate d’héparane (Holmes et al., 2013) ou la pompe sodium/potassium (Shrivastava 

et al., 2015), et vont s’y internaliser (Karpowicz et al., 2017). Le transfert vers une cellule-receveuse se 

produit alors par endocytose, par l’intermédiaire d’un récepteur transmembranaire (Sung et al., 2001) 

ou encore par dissémination au sein de la synapse grâce à une translocation membranaire (Ahn et al., 
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2006). De plus, le transfert cellule à cellule peut se faire par l’intermédiaire d’un nanotube à effet tunnel 

(Abounit et al., 2016 ; Rostami et al., 2017). L’α-syn pathologique ainsi transmise peut continuer sa 

propagation et son agrégation avec de l’α-syn endogène. En outre, cette propagation peut se produire 

entre neurones, entre neurones et cellules gliales mais aussi entre cellules gliales (Lee et al., 2010 ; Loria 

et al., 2017 ; Rostami et al., 2017 ; Terada et al., 2003). Par ailleurs, il a été montré la présence d’inclusions 

d’α-syn dans les astrocytes, à tous les stades de la MP (Braak et al., 2007 ; Terada et al., 2003 ; Tu et al., 

1998), notamment puisque ces cellules peuvent internaliser et accumuler l’α-syn fibrillaire (Rostami et 

al., 2017 ; 2020). L’α-syn peut aussi bien se propager sous de multiples formes, de sa forme native soluble 

monomérique à sa forme fibrillaire et ainsi favoriser la formation d’inclusions (Volpicelli-Daley et al., 

2011). Enfin, ces espèces toxiques de l’α-syn se transmettent de cellules à cellules, impactant ainsi 

progressivement les différentes structures cérébrales (El-Agnaf et al., 2003 ; Luk et al., 2009 ; Volpicelli-

Daley et al., 2011), à l’image de la dégénérescence progressive associée à la MP. 

 

II.7. Stratégies thérapeutiques 

 

 Grâce aux connaissance acquises sur l’importance de l’α-syn dans le développement de la MP, 

notamment concernant la propagation extracellulaire de formes mal-conformées de la protéine, il a ainsi 

été développé de nouvelles stratégies thérapeutiques ayant pour but le ralentissement voire l’arrêt de 

la neurodégénérescence, basées sur le ciblage de différentes voies afin de moduler la toxicité de l’α-syn 

(Figure 17). Ceci représente un espoir pour de nombreux patients atteints de synucléinopathie, 

notamment ceux concernés par la démence à CLs dont les traitements liés à la DA ne sont pas efficaces. 

De plus, ces thérapies apparaissent d’autant plus prometteuses puisque les inclusions d’α-syn se 

formeraient avant même l’apparition de symptômes moteurs (Chu et al., 2018).  

 

 

Figure 17 : Ciblage thérapeutique de la toxicité de l’alpha-synucléine (Adaptée de Wong & Krainc, 

2017) 

 

Une approche thérapeutique majeure visant la réduction (voire le blocage) de la transmission 

de l’α-syn se base sur l’immunothérapie, qui bénéficie de profils pharmacocinétique, de tolérance et de 

sécurité favorables. D’une part, une première approche par immunothérapie passive repose sur 
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l’administration d’anticorps de synthèse reconnaissant l’α-syn et induisant ainsi son élimination par le 

système immunitaire (Brys et al., 2019 ; Jankovic et al., 2018 ; Schenk et al., 2017). Un traitement par 

perfusion d’anticorps monoclonaux ciblant les dépôts d’α-syn (Prasinezumab ou PRX002) a montré son 

efficacité en terme de diminution du taux sérique d’α-syn (Jankovic et al., 2018 ; Schenk et al., 2017) et 

est notamment entré en phase II d’étude clinique en mai 2018. Il a aussi été développé un anticorps 

(BIIB054) ciblant spécifiquement l’α-syn sous sa forme agrégée et qui a permis chez la souris de réduire 

la propagation de l’α-syn ainsi que les défaillances motrices induites par l’inoculation intracérébrale de 

Pffs (Weihofen et al., 2019). Cet anticorps est actuellement en phase II d’étude clinique. D’autre part, une 

seconde approche d’immunothérapie active consiste en une stimulation du système immunitaire 

permettant la production d’anticorps ciblant une protéine d’intérêt par injection de peptides similaires 

à cette dernière. Des études ont ainsi été menées par administration de peptides homologues de l’α-

syn qui permettent la production d’anticorps dirigés contre cette dernière (Mandler et al., 2014). Une 

étude clinique en phase II concernant l’AFFITOPE® PD01A est aujourd’hui en cours. Bien que les 

premières données récoltées chez l’Homme concernant ces stratégies thérapeutiques sont 

encourageantes, elles méritent d’être approfondies afin d’évaluer notamment l’impact sur l’α-syn 

insoluble toxique ainsi que sur le ralentissement de la neurodégénérescence des patients atteints de la 

MP. De plus, l’un des challenges de ces stratégies par immunothérapie réside dans la pénétrance des 

anticorps développés, notamment par passage de la BHE, pour atteindre suffisamment de cibles. Des 

nanocorps (ou « nanobodies ») ont alors été développés, exprimant les régions de reconnaissance 

spécifique de l’anticorps mais sous la forme d’une très petite protéine, et leur efficacité a ainsi pu être 

démontrée in vitro et in vivo (Zha et al., 2016 ; Zhou et al., 2004).  

 

D’autres approches ont également été développées, notamment en ciblant les sites d’interaction 

de l’α-syn, son agrégation ou encore en induisant son élimination (Brundin et al., 2017; Wrasidlo et al., 

2016). L’utilisation d’un peptide invalidant l’α-syn a récemment montré son potentiel thérapeutique dans 

deux modèles animaux de la MP, en réduisant le taux d’α-syn par dégradation protéasomale (Jin et al., 

2021). Toutefois, comme mentionné en partie II.6.1., il est important de discriminer les différentes formes 

de l’α-syn suivant leur toxicité. Ainsi, une autre approche possible pourrait se baser sur les protéines 

chaperonnes telle que hsp70 (heat shock protein 70) qui prendraient part à la désagrégation des fibrilles 

d’α-syn (Gao et al., 2015 ; Klucken et al., 2004). Il serait également possible de court-circuiter la formation 

de ces fibres, en favorisant la forme tétramérique de l’α-syn qui a été décrite comme résistante à la 

fibrillation (Bartels et al., 2011 ; Burré et al., 2013 ; Wang et al., 2011). Une autre intervention possible 

réside dans la mise au point de molécule favorisant l’association à la membrane du domaine NAC de 

l’α-syn, empêchant ainsi sa faculté à former des agrégats et in fine à se propager (Perni et al., 2017 ; 

Ysselstein et al., 2017). Enfin, une façon originale de contrecarrer la propagation de l’α-syn est de cibler 

les éléments favorisant sa fixation et son internalisation au sein des cellules (Mao et al., 2016).  
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III. LRRK2 

 

L’étude de LRRK2 dans le contexte de la MP est fortement pertinente pour trois principales 

raisons. Premièrement, le gène codant pour LRRK2 peut présenter des mutations favorisant et/ou 

induisant la MP (Kluss et al., 2019). Deuxièmement, les patients porteurs de ces mutations sont 

cliniquement très proches de ceux atteints de formes idiopathiques, et présentent notamment une 

progression des symptômes dans le temps ainsi qu’une bonne réponse au traitement à la L-Dopa (Healy 

et al., 2008 ; Marras et al., 2011 ; Somme et al., 2015 ; Wang et al., 2014). Ainsi, les similitudes entre la 

MP induite par des mutations de LRRK2 et la MP sporadique soulèvent l’importance de mieux 

comprendre les mécanismes sous-tendant la neurodégénérescence liée à LRRK2. Finalement, en 

troisième point, LRRK2 peut être la cible de nouvelles stratégies thérapeutiques, puisque son activité 

kinase exacerbée par certaines de ses mutations est pathogéniquement associée à la MP. A titre 

informatif, la protéine peut aussi être retrouvée sous le nom de « dardarine », provenant du mot basque 

« dardara » signifiant « tremblements », puisqu’une des premières mutations de son gène fut identifié 

au sein d’une famille basque (Paisán-Ruı́z et al., 2004). De plus, LRRK2 possède un homologue, LRRK1, 

qui n’est apparemment pas impliqué dans la pathogenèse de la MP (Liao & Hoang, 2018).  

 

III.1. Génétique 

 

Comme décrit précédemment, le gène de LRRK2 fait partie intégrante des formes autosomiques 

dominantes de la MP et est décrit comme le plus important en termes de prévalence (Kluss et al., 2019). 

Son locus PARK8 a été pour la première fois identifié dans le chromosome 12 en 2002 au sein d’une 

famille japonaise (Funayama et al., 2002), puis confirmé deux ans plus tard au sein de multiples familles 

européennes (Zimprich et al., 2004).  

 

Le gène codant pour LRRK2 est composé de 144kb regroupées en 51 exons (Corti et al., 2011). 

Les différentes mutations de ce gène rapportées (Paisán-Ruı́z et al., 2004 ; Zimprich et al., 2004) prennent 

une part intégrante dans les mécanismes de la MP. En effet, elles sont parmi les plus fréquentes, environ 

10% de formes autosomiques dominantes de la MP (Berg et al., 2005; Di Fonzo et al., 2006 ; Johnson et 

al., 2007 ; Khan et al., 2005 ; Lesage et al., 2009 ; Mata et al., 2005 ; Pchelina et al., 2008) et sont même 

retrouvées au sein de formes sporadiques de la pathologie (Paisán-Ruíz et al., 2008). De ce fait, LRRK2 

est reconnu comme la cause génétique la plus fréquente au développement de la MP. Plus de 80 variants 

potentiellement délétères de LRRK2 ont pu être identifiés (Nuytemans et al., 2010). Dans la plus grande 

majorité de cas, ils apparaissent capables d’induire un gain de fonction de la protéine, notamment par 

augmentation de son activité (Li et al., 2014). Sept mutations de LRRK2 ont pu être identifiées comme 

pathogéniques : N1437H, R1441G/C/H, Y1699C, G2019S et I2020T (Aasly et al., 2010 ; Fan et al., 2016 ; 

Healy et al., 2008 ; Lubbe & Morris, 2014). Elles sont situées au sein de régions clés de la protéine : les 

domaines GTPase et kinase.  
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La mutation G2019S au sein du domaine kinase (Lesage et al., 2005) est retrouvée à la fois dans 

environ 4% des formes familiales de la MP et dans environ 1% des formes sporadiques (Gilks et al., 2005 

; Nichols et al., 2005). De plus, cette mutation est très faiblement retrouvée dans la population en bonne 

santé (moins de 0,1%), ce qui fait de cette mutation un candidat inévitable dans le dépistage génétique 

de la MP (Buhat & Tan, 2014). Sa pénétrance apparait toutefois faible et augmente avec l’âge (Corti et 

al., 2011 ; Hentati et al., 2014 ; Lee et al., 2017). En outre, il apparait également que l’ethnicité influence 

la prévalence de LRRK2G2019S, puisqu’il a notamment été décrit qu’elle serait par exemple bien plus 

fréquente dans les pays du sud-ouest de l’Europe (Bras et al., 2005 ; Di Fonzo et al., 2005 ; Ferreira et al., 

2007 ; Infante et al., 2006) contrairement aux pays du nord-est du même continent (Möller et al., 2008 ; 

Nuytemans et al., 2009 ; Pchelina et al., 2008 ; Schlitter et al., 2006). Egalement, cette mutation 

concernerait jusqu’à 42% des formes familiales et 34% des cas sporadiques de la MP chez certaines 

populations berbères d’Afrique du nord (Hulihan et al., 2008 ; Lesage et al., 2006), ainsi que 28% des cas 

familiaux et 10% des formes sporadiques chez les juifs Ashkenazes (Djaldetti et al., 2008 ; Hassin-Baer et 

al., 2009 ; Orr-Urtreger et al., 2007 ; Ozelius et al., 2006). En outre, parmi l’ensemble de ces mutations 

pathogéniques identifiées, G2019S est la seule à induire une augmentation de son activité kinase, l’effet 

des autres mutations étant considérés plus modéré (Greggio & Cookson, 2009). Cette activité kinase 

ainsi exacerbée se révèle alors délétère pour la viabilité cellulaire, et a notamment été associé à une 

neurotoxicité (Heo et al., 2010 ; Smith et al., 2006). En outre, la mutation G2019S n’affecterait pas la 

fonctionnalité du domaine GTPase (West et al., 2007). Enfin, les patients présentant cette mutation 

détiennent des caractéristiques neuropathologiques mais aussi des symptômes moteurs et non-moteurs 

semblables à ceux retrouvés dans la forme idiopathique de la MP (Tolosa et al., 2020). Il a notamment 

été montré par imagerie chez des patients asymptomatiques porteurs de la mutation G2019S une 

augmentation de l’élimination de la DA dans le ST (Sossi et al., 2010), une réduction de la recapture du 

biomarqueur F-DOPA (Gersel Stokholm et al., 2020) ou encore une réorganisation des réseaux 

corticostriataux (Helmich et al., 2015 ; Vilas et al., 2015).  

 

Finalement, autres que ses mutations causant la MP, ont pu être identifiés (notamment par 

GWAS) comme facteurs de risque au développement de la MP des variants génétiques de LRRK2, tels 

que G2385R et R1628P, notamment au sein de populations asiatiques (Farrer et al., 2007; Lu et al., 2008; 

Zabetian et al., 2009). Néanmoins, bien qu’ils puissent être relativement courants, il est important de 

souligner que ces variants ne sont associés qu’à un faible risque de développer la MP (Nalls et al., 2014 

; Simón-Sánchez et al., 2009).  

 

III.2. Structure  

 

 LRRK2 est une protéine de 2 527 AA et est composée de multiples domaines hautement 

conservés chez les vertébrés (Bosgraaf & Van Haastert, 2003). Grâce à sa forte homologie de séquence, 

LRRK2 fait partie de la superfamille des protéines ROCO (ROC - Ras of complex protein - et COR - 

Cterminal of Roc), à fonction Ras/GTPases (Lesage et al., 2005). LRRK2 est ainsi une protéine composée 
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de multiples domaines, notamment d’un cœur catalytique à activité kinase et GTPases, ainsi que de 

multiples domaines d’interaction protéique (Figure 18).  

 

Ainsi, la particularité de LRRK2 se trouve dans son cœur catalytique qui lui confère une double 

activité sérine/thréonine (Ser/Thr) kinase et GTPase (Corti et al., 2011). D’un côté, LRRK2 est capable 

d’autophosphorylation mais aussi de phosphorylation de multiples substrats tels que les Rab-GTPases 

(notamment Rab8a et Rab10), la moésine, la synopatojanine 1, l’endophiline A1 ou encore la MBP 

(Myelin Basic Protein) (Greggio et al., 2008 ; Islam et al., 2016 ; Jaleel et al., 2007 ; Matta et al., 2012; 

Steger et al., 2016 ; West et al., 2005). LRRK2 peut aussi se retrouver sous forme monomérique ou 

dimérique, cette dernière étant la forme dite active de la protéine et nécessaire pour induire son activité 

kinase (Berger et al., 2010 ; Greggio et al., 2008 ; Sen et al., 2009). Remarquablement, le domaine kinase 

détient des similarités avec les Ser/Thr et tyrosine kinases de la famille des MAPKKK (Mitogen Activated 

Protein Kinase (MAPK) kinase kinase), qui jouent un rôle clé dans le stress cellulaire (Chen & Wu, 2018). 

De plus, cette activité kinase apparait nécessaire au développement de neurotoxicité associée à LRRK2 

(Greggio et al., 2006 ; Smith et al., 2006). De l’autre côté, le domaine ROC de LRRK2 lui confère son 

activité GTPase (Guo et al., 2007 ; Ito et al., 2007 ; West et al., 2007). De plus, il apparait que le domaine 

GTPase interagit avec le domaine kinase, puisqu’une diminution de l’activité du premier a été associé à 

une augmentation de celle du deuxième (Haebig et al., 2010 ; Stafa et al., 2012). L’activité kinase apparait 

alors directement régulée par son domaine GTPase (Guo et al., 200 7; Ito et al., 2007 ; Liu et al., 2008 ; 

Smith et al., 2006 ; Taymans et al., 2011). 

 

 

Figure 18 : Structure de LRRK2 (Adaptée de Corti et al., 2011 et Tolosa et al., 2020) 

 LRRK2 est une grande protéine de 286kDa, composée de 2727 AA répartis en de multiples domaines, notamment un domaine 

ROC-COR à activité GTPase ainsi qu’un domaine kinase et divers domaines d’interaction protéine-protéine. Ses mutations décrites 

comme pathogéniques sont représentées, notamment la plus fréquente G2019S. 

 

Enfin, LRRK2 se compose aussi de domaines permettant son interaction avec d’autres protéines, 

telles que ses régions Armadillo (ARM), à répétition ankyrine (ANK), à répétition de leucine (LRR, Leucine-

rich-repeat) et WD40 (Trp-Asp-40), lui permettant sans doute le rôle de protéine d’échafaudage dans 

l’élaboration de complexe multiprotéique (Corti et al., 2011). De façon intéressante, il a été montré que 

les protéines contenant le motif LRR étaient impliquées dans des processus cellulaires fondamentaux, 

tels que l’apoptose, le trafic intracellulaire, la dynamique du cytosquelette ou encore la différenciation 

et le développement neuronal (Kobe & Deisenhofer, 1995 ; Kobe & Kajava, 2001). De plus, WD40 est un 

domaine conservé prenant part à la régulation de la transcription et de l’ARNm (Acide ribonucléique 

messager), l’assemblage du cytosquelette ou encore la fission des mitochondries (Li & Roberts, 2001). 

Enfin, il a été décrit que sa partie aminoterminale (1 – 1247AA) ne serait pas essentielle à la fonctionnalité 
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des activités kinases et GTPase de la protéine, contrairement au domaine carboxiterminal WD40 dont la 

délétion a été associée à une inactivation de la protéine (Greggio et al., 2008 ; Jaleel et al., 2007 ; 

Jorgensen et al., 2009).  

 

III.3. Localisation 

 

Les études initiales sur LRRK2 avaient permis de localiser ses transcrits au sein de tous les tissus 

humains analysés, tel que les poumons (dont l’expression apparue jusqu’à cinq fois supérieure aux autres 

tissus étudiés), le cœur, le cerveau, le placenta, le foie, les muscles squelettiques, les reins ou encore le 

pancréas (Paisán-Ruı́z et al., 2004 ; Zimprich et al., 2004). Puis, le développement d’anticorps ciblant 

LRRK2 a permis de mieux caractériser la localisation de LRRK2 au sein du cerveau de rongeur mais aussi 

chez l’Homme (West et al., 2005). Cette protéine est ainsi retrouvée au sein du SNC mais aussi dans les 

poumons, les reins ou encore la rate (Mir et al., 2018 ; Zimprich et al., 2004) (Figure 19). Il est également 

important de noter son expression dans les cellules immunitaires telles que les lymphocytes B, les 

monocytes, les macrophages ou encore les neutrophiles (Dzamko, 2017). Du point de vue 

neuroanatomique, LRRK2 a principalement été identifiée au sein des neurones cholinergiques, 

DAergiques, GABAergiques et sérotoninergiques (Higashi et al., 2007 ; Paisán-Ruı́z et al., 2004). De plus, 

il a été montré que LRRK2 est présente dans l’ensemble de la voie nigrostriée, avec notamment une forte 

expression dans le putamen mais plus faible dans la SNpc (Higashi et al., 2007 ; Zimprich et al., 2004). En 

outre, son expression apparait majoritairement neuronale, au dépend des autres cellules du SNC (Davies 

et al., 2013). Toutefois, l’expression de LRRK2 au sein des cellules gliales pourraient être augmentée suite 

à un stress ou une inflammation (Lee et al., 2020). Enfin, il apparait que LRRK2 s’exprime dès la naissance 

et accroit dès les premières semaines post-natales, en lien avec la synaptogenèse qui a lieu à la même 

période développementale (Giesert et al., 2013 ; Higashi et al., 2007 ; Mensah, 1982 ; Yamashita et al., 

2003).  

 

Du point de vue intracellulaire, LRRK2 est essentiellement retrouvée dans le cytoplasme tout en 

étant exclue du noyau (Biskup et al., 2006 ; Gomez et al., 2019 ; Meixner et al., 2011 ; Nichols et al., 2010) 

et/ou associée aux membranes (Berger et al., 2010 ; Biskup et al., 2006). Cette protéine est aussi retrouvée 

aux microtubules, aux vésicules synaptiques, aux lysosomes, aux endosomes, à l’appareil de Golgi ou 

encore à la membrane externe de la mitochondrie (Biskup et al., 2006 ; Hatano et al., 2007 ; Piccoli et al., 

2014). De façon intéressante, la présence de LRRK2 a aussi été retrouvée au sein des CLs (Higashi et al., 

2007), et d’autant plus lorsque LRRK2 est mutée G2019S (Vitte et al., 2010). Toutefois, d’une part, il 

apparait que sa localisation cellulaire est déterminée par sa propre activité catalytique, notamment par 

son autophosphorylation ou son hétérophosphorylation sur des substrats comme les protéines Rab qui 

favorisent sa localisation au Golgi par exemple (De Wit et al., 2018 ; Dzamko et al., 2010; Liu et al., 2018; 

Purlyte et al., 2018). Réciproquement, son activité catalytique apparait également dépendante de sa 

localisation : il a d’ailleurs été montré que son activité kinase était plus importante lorsque LRRK2 était 

liée aux membranes (De Wit et al., 2018). De plus, sa localisation, notamment à la membrane, est aussi 
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Figure 19 : Localisation de l’expression de LRRK2 chez l’Homme 

A. D’un point de vue de ses transcrits, LRRK2 se retrouve majoritairement exprimée au sein des poumons et du sang. D’un point 

de vue protéique, elle est principalement retrouvée dans les poumons ainsi que dans les reins et la vessie (d’après proteinatlas.org). 

B. Plus particulièrement au sein du cerveau, les transcrits de LRRK2 sont majoritairement retrouvés (par ordre décroissant) dans la 

microglie, les oligodendrocytes, les neurones et les astrocytes matures (d’après brainrnaseq.org) 
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gouvernée par sa propre dimérisation (Civiero et al., 2012 ; Greggio et al., 2008 ; Guaitoli et al., 2016). 

D’autre part, la localisation de LRRK2 est aussi liée à son interaction avec d’autres protéines, telle que la 

protéine 14-3-3 qui favorise sa localisation cytoplasmique (Li et al., 2011 ; Nichols et al., 2010). Enfin, la 

localisation de LRRK2 se révèle également dépendante de ses mutations pathogéniques (Blanca Ramírez 

et al., 2017). 

 

III.4. Régulation  

 

III.4.1. Modifications post-traductionnelles 

 

III.4.1.1. Phosphorylation 

 

 Dans des conditions physiologiques, LRRK2 présente de nombreux motifs de phosphorylation, 

notamment sur des sérines présentes dans de multiples domaines de la protéine et plus particulièrement 

entre les domaines aminoterminaux ANK et LRR (Nichols, 2017). Les sites de phosphorylation de LRRK2 

apparaissent ainsi essentiels dans la régulation de sa fonction et permettent la régulation de sa 

localisation ainsi que de ses activités enzymatiques (Athanasopoulos et al., 2018). Ils sont répartis en 

deux groupes : les sites de phosphorylation hétérologues ainsi que les sites d’autophosphorylation 

(Marchand et al., 2020) (Figure 20).  

 

 

Figure 20 : Sites de phosphorylation de LRRK2 (Adaptée de Marchand et al., 2020) 

 

D’une part, les sites de phosphorylation hétérologue réguleraient à la fois la localisation mais 

aussi la stabilité ou encore la fonction de LRRK2 (Nichols et al., 2010). Il a en effet montré que ces 

modifications interviendraient dans la liaison de 14-3-3 à LRRK2, qui se lie aux sérines phosphorylées 

910 et 935 et, d’une part, contrôle sa localisation au sein de la cellule ; et, d’autre part, la maintient dans 

une conformation latente et hypoactive (Mamais et al., 2014 ; Muda et al., 2014). De plus, des mutations 

dans les domaines kinases (telle que G2019S), ROC et COR ont été associées à une diminution de ces 

phosphorylations (Zhao et al., 2015). Cette diminution de la phosphorylation de LRRK2 a également été 

observée au sein de cerveaux de patients atteints de la MP (Dzamko et al., 2017). En outre, l’inhibition 

de l’activité kinase de LRRK2 réduirait ces phosphorylations (Huang et al., 2013), ce qui a aussi été 

associée à une localisation anormale de LRRK2 (Dzamko et al., 2017) ainsi qu’à son agrégation au sein 

de la SNpc de patients atteints de la MP (Dzamko et al., 2010). Les kinases impliquées dans ces 

phosphorylations sont relativement mal-identifiées, mais ont été caractérisées la protéine kinase A (Li et 
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al., 2011 ; Muda et al., 2014 ; West et al., 2007), les caséines kinases (Chia et al., 2014 ; West et al., 2007) 

ou encore la protéine inhibitrice de la kinase κB (Dzamko et al., 2012). A l’inverse, il a été montré le rôle 

de la protéine phosphatase 1 dans la déphosphorylation de LRRK2 (Lobbestael et al., 2013). Ainsi, même 

si les mécanismes sous-jacents restent peu clairs, une dérégulation de la phosphorylation de LRRK2 

favoriserait sa pathogénicité.  

 

D’autre part, LRRK2 se régule sous sa forme dimérique par autophosphorylation, sur des Ser/Thr 

principalement présentes dans ses domaines ROC et COR (Greggio et al., 2008 ; Wang et al., 2017). Bien 

que les mécanismes de cette régulation soit mal-compris, son autophosphorylation, notamment sur la 

S1292, serait corrélée à l’activité kinase de LRRK2 (Dzamko et al., 2010 ; Guo et al., 2007 ; Liu et al., 2016 

; Sheng et al., 2012 ; West et al., 2005) mais aussi à son activité GTPase (Liu et al., 2016). 

 

III.4.1.2 Ubiquitination 

  

L’ubiquitination de LRRK2, au sein de nombreuses lysines aminoterminales, serait liée à la 

régulation de sa stabilité ainsi qu’à sa dégradation (Nichols, 2017). De plus, il a été montré que LRRK2, 

localisée au sein des CLs, présentait une forte ubiquitination (Nucifora et al., 2016). Enfin, il semblerait 

qu’une altération de l’ubiquitination de LRRK2 impacterait la pathogenèse de la MP, notamment via 

l’inhibition de voies de dégradation (Pajarillo et al., 2019).  

 

III.4.2. Régulations intrinsèques 

 

Les mécanismes régulant les activités kinases et GTPases de LRRK2 ne sont pas complétement 

élucidés, mais feraient intervenir des mécanismes à la fois intra et inter-moléculaires. Premièrement, d’un 

point de vue intra-moléculaire, LRRK2 se dimérise au sein des cellules, et cette conformation 

représenterait une étape essentielle dans la régulation de ses capacités enzymatiques (notamment 

kinase) ainsi que sa localisation aux membranes (Berger et al., 2010 ; Civiero et al., 2012 ; Deyaert et al., 

2017 ; Greggio et al., 2008 ; Guaitoli et al., 2016). Cette dimérisation serait également permise grâce à 

son activité GTPase, en lien avec les domaines ROC et COR (Guaitoli et al., 2016). Ainsi, la dimérisation 

de LRRK2 favoriserait l’activité kinase de cette dernière, et la fonction GTPase déterminerait la demi-vie 

de la forme dimérique (Berwick et al., 2019). Deuxièmement, les domaines kinases et GTPases de LRRK2 

seraient aussi sous l’influence de régulation inter-moléculaires. Il a notamment été montré que des 

mutations au sein du domaine ROC induisent une perturbation de la liaison du GTP à la protéine (et 

donc également une perturbation de la fonction GTPase) ainsi qu’un défaut d’autophosphorylation 

(Biosa et al., 2013). De plus, l’autophosphorylation de ses résidus présents dans le domaine ROC semble 

affecter son interaction avec d’autres protéines (telles que les protéines de la famille Rab ou la protéine 

chaperonnes 14-3-3), en lien également avec une influence sur sa localisation cellulaire (Berger et al., 

2010; De Wit et al., 2018; Greggio et al., 2008).  
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III.5. Fonctions physiologiques 

 

Depuis la découverte de son lien avec la MP en 2004 (Paisán-Ruı́z et al., 2004 ; Zimprich et al., 

2004), de nombreuses études ont été réalisées pour identifier la fonction propre de LRRK2, notamment 

par des approches de perte/gain de fonction de la protéine ou encore en étudiant l’effet des mutations 

de son gène. Tout d’abord, il apparait que les animaux délétés du gène de LRRK2 sont viables, fertiles, 

avec une espérance de vie inchangée et ne présentent pas de symptômes moteurs particuliers 

(Pischedda & Piccoli, 2021). Toutefois, ces animaux présentent des déficiences périphériques, 

notamment au niveau des poumons et des reins (Herzig et al., 2011). La fonction de LRRK2 est aussi à 

mettre en lien avec sa localisation, que cela soit au sein des neurones mais aussi des cellules 

immunitaires. D’une part, la découverte des protéines Rab comme substrats majoritaires de l’activité 

kinase de LRRK2 (Steger et al., 2016) ont permis de lier cette dernière à la régulation des vésicules 

(notamment les vésicules synaptiques), de leur formation à leur trafic intracellulaire jusqu’à leur fusion à 

la membrane (Wandinger-Ness & Zerial, 2014). Ce rôle de LRRK2 dans la régulation des vésicules 

synaptiques est aussi appuyé par sa capacité à se lier et/ou phosphorylée des protéines telles que la 

synaptojanine 1, la synapsine 1 ou encore le canal calcique CaV2.1 (Pischedda & Piccoli, 2021). D’autre 

part, l’expression prépondérante de LRRK2 dans des cellules telles que les neutrophiles, les macrophages 

ou encore les monocytes supporte son rôle dans la défense intracellulaire contre les pathogènes (Liu et 

al., 2011 ; Wallings & Tansey, 2019). Sa sous-expression a ainsi pu être liée à une défaillance de la réponse 

immune (Kim et al., 2012 ; Wandu et al., 2015). Il a d’ailleurs été montré que l’activité kinase de LRRK2 

était nécessaire dans l’élimination de l’infection par la Salmonella enterica sérotype Typhimurium (Liu et 

al., 2017 ; Shutinoski et al., 2019).  

 

Finalement, plus de vingt ans de recherche sur les fonctions de LRRK2 ont permis de caractériser 

son rôle dans de multiples processus cellulaires. Il a notamment été montré son rôle dans la régénération 

des neurites (Ramonet et al., 2011 ; Winner et al., 2011), la transmission synaptique (Beccano-Kelly et al., 

2014 ; Matikainen-Ankney et al., 2016 ; Sweet et al., 2015 ; Tong et al., 2009), le trafic des vésicules 

synaptiques (Nguyen & Krainc, 2018 ; Piccoli et al., 2011), la transcription et la traduction (Deshpande et 

al., 2020 ; Nikonova et al., 2012 ; Taymans et al., 2015), la signalisation calcique (Bedford et al., 2016 ; 

Korecka et al., 2019 ; Schwab & Ebert, 2015), l’autophagie (Albanese et al., 2019), la régulation du système 

endolysosomal (Arranz et al., 2015 ; Belluzzi et al., 2016 ; Gómez-Suaga et al., 2014 ; MacLeod et al., 2013 

; Matta et al., 2012 ; Rivero-Ríos et al., 2019, 2020 ; Shin et al., 2008), la dynamique et le contrôle-qualité 

des mitochondries (Mortiboys et al., 2010; Stafa et al., 2014; Wang et al., 2012) ainsi que la dynamique 

du cytosquelette et la stabilisation des microtubules (Parisiadou et al., 2009 ; Pellegrini et al., 2018). Le 

rôle de LRRK2 dans l’autophagie sera d’autant plus détaillé en partie V.4. 

 

Ainsi, de par son nombre considérable d’interacteurs et de processus cellulaires dans lesquels 

LRRK2 intervient, définir clairement le rôle de LRRK2 est un véritable challenge. Ces voies cellulaires 

peuvent ainsi être catégorisées en deux groupes : celles dépendantes d’une interaction directe de LRRK2 
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et celles bénéficiant d’un effet à distance de la protéine par l’intermédiaire de nombreux autres 

partenaires. Ceci traduit une nouvelle fois toute la complexité de l’analyse du rôle de LRRK2.  

 

III.6. Implication dans la maladie de Parkinson 

 

Les mécanismes sous-tendant le développement de la MP restent incompris, mais résulteraient 

d’une interaction complexe entre facteurs environnementaux et génétiques. C’est dans ce contexte que 

LRRK2 représente l’une des protéines les plus pertinentes à étudier dans la pathogenèse de la MP. D’une 

part, bien que sa pénétrance soit faible, son gène représente la cause la plus fréquente au 

développement de la MP (Goldwurm et al., 2007 ; Lee et al., 2017). D’autre part, des facteurs 

environnementaux tels qu’une inflammation pourraient agir en synergie avec l’effet des mutations de 

LRRK2 (Kozina et al., 2018). De plus, comme décrit précédemment, une des caractéristiques 

neuropathologiques clés de la MP réside dans la formation de CLs dans lesquels a pu être détectée la 

présence de LRRK2 (Greggio et al., 2006 ; Guerreiro et al., 2013 ; Miklossy et al., 2006 ; Zhu et al., 2006), 

suggérant ainsi son probable rôle dans la pathogenèse de la MP. De plus, la grande majorité des patients 

atteints de la MP porteurs de mutations de LRRK2, notamment G2019S, sont cliniquement et 

pathologiquement très proches des patients issus de formes sporadiques de la MP (Mehta & Sethi, 

2011). Toutefois, les CLs et/ou la présence d’agrégats d’α-syn ne sont observés que dans seulement la 

moitié de ces cas (Agin-Liebes et al., 2020 ; Kalia et al., 2015 ; Poulopoulos et al., 2012 ; Rajput et al., 2006 

; Ujiie et al., 2012 ; Zimprich et al., 2004), malgré la perte de neurones DAergiques dans leur SNpc 

(Schneider & Alcalay, 2017). Ceci pourrait indiquer que, dans ces formes de la MP associées à des 

mutations de LRRK2, l’agrégation d’α-syn ne serait sans doute pas la cause même du développement 

des symptômes parkinsoniens et/ou de la dégénérescence DAergique (Kuhlmann & Milnerwood, 2020). 

Par ailleurs, les patients asymptomatiques porteurs de mutations de LRRK2 détiennent un taux d’α-syn 

oligomériques dans leur LCR nettement supérieur à celui de personnes saines du même âge, suggérant 

un rôle de LRRK2 dans les phases pré-symptomatiques de la maladie en contribuant à la formation 

d’oligomères d’α-syn (Aasly et al., 2014). Ainsi il devient déterminant d’obtenir de nouveaux 

biomarqueurs pour notamment identifier les patients asymptomatiques porteurs de mutations de LRRK2 

mais qui pourront développer la MP avec l’âge. Finalement, de par le grand nombre de processus 

cellulaires dans lesquels cette protéine est impliquée, il devient difficile de déterminer clairement le rôle 

de LRRK2 dans l’étiologie de la MP, dont les mécanismes sont tout aussi complexes et mal-compris. 

Toutefois, LRRK2 pourrait intervenir dans des systèmes décrits comme dérégulés dans la MP, notamment 

l’autophagie et les lysosomes, la mitochondrie ou encore le trafic vésiculaire en lien avec la dynamique 

du cytosquelette.  

 

III.7. Stratégies thérapeutiques  

  

 La découverte du potentiel lien entre la fonction kinase de LRRK2 et son rôle au sein de multiples 

processus cellulaires, en corrélation avec sa pathogénicité, a initié le développement de petites 
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molécules inhibitrices ciblant cette activité (Atashrazm & Dzamko, 2016). Ces thérapies seraient non 

seulement bénéfiques aux patients porteurs de mutations de LRRK2, mais aussi à ceux présentant une 

forme idiopathique de la MP (Jeong & Lee, 2020). Notamment, l’inhibition pharmacologique de l’activité 

kinase de LRRK2 avaient déjà montré ses bénéfices au sein de modèles cellulaires et animaux de la MP 

(Daher et al., 2015 ; Lee et al., 2010). De façon intéressante, cette inhibition permet également de réduire 

l’expression de la protéine sauvage ou mutée G2019S, qui serait alors dégradée par le protéasome 

(Lobbestael et al., 2016). Ces petites molécules utilisables à des fins cliniques ont notamment la 

particularité de traverser la BHE et d’être sélectives de la fonction kinase. Il a ainsi été développé des 

inhibiteurs de l’activité kinase de LRRK2 dit « de première classe » (sunitinib, CZC54252, TAE684, LRRK2-

IN-1…) (Deng et al., 2011). Bien que disposant d’un fort potentiel inhibiteur, ils se sont également révélés 

non-spécifiques de LRRK2 et pourraient ainsi agir sur d’autres kinases. Des inhibiteurs de « seconde 

classe » à meilleure sélectivité ont alors été mis au point,. Parmi, eux, DNL201 (Baptista et al., 2020) et 

DNL151, sont en cours de développement clinique ; et d’autres, MLi2 et PF-06685360, sont au stade pré-

clinique (Sardi et al., 2018 ; West, 2017). Néanmoins, afin de développer des thérapies les plus efficaces 

et sûres possibles, il est nécessaire de mieux comprendre le rôle de la fonction kinase de LRRK2 en 

périphérie, notamment dans les reins et les poumons au sein desquels des effets indésirables des 

inhibiteurs de l’activité kinase de LRRK2 ont pu être identifiés (Fuji et al., 2015 ; Herzig et al., 2011). 

 

Des approches alternatives sont alors possibles en ciblant l’activité GTPase et/ou en ciblant des 

domaines non-enzymatiques de LRRK2 (Rudenko et al., 2012) même s’il est encore peu clair si les 

domaines non-liés à l’activité kinase prennent part aux mécanismes de la MP (Tolosa et al., 2020). Une 

autre alternative réside dans l’utilisation d’oligonucléotides antisens, afin de réduire l’expression de 

LRRK2 et ainsi bloquer son activité. L’administration de ces oligonucléotides chez un modèle murin de 

la MP a notamment permis de réduire l’expression de LRRK2 mais aussi les inclusions d’α-syn ainsi que 

la perte DAergique (Zhao et al., 2017). Par ailleurs, l’injection ciblée de ces oligonucléotides pourraient 

éviter les potentiels effets indésirables en périphérie (Herzig et al., 2011). Une étude clinique de phase I 

est ainsi en cours depuis août 2019 concernant l’oligonucléotide antisens à administration intrathécale 

BIIB094 (Biogen, 2021). Toutefois, il reste nécessaire de mieux comprendre l’effet à long terme d’une 

réduction de l’expression de LRRK2. Enfin, il a récemment été montré que la vitamine B12 pouvait jouer 

le rôle d’inhibiteur « semi-allostérique » de l’activité kinase de LRRK2. En se fixant sur un site annexe du 

site actif de la protéine, la vitamine B12 induit un changement conformationnel en favorisant notamment 

la forme monomérique de LRRK2 (Schaffner et al., 2019).  
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IV. Interaction entre l’alpha-synucléine et LRRK2 

 

De par la grande complexité sous-tendant les causes de la MP mais aussi les multiples gènes 

associés au développement de cette pathologie, il est pertinent de suggérer une possible interaction 

entre l’α-syn et LRRK2 prenant part à la pathogenèse de la MP. L’un des premiers indices suggérant une 

interaction entre ces deux protéines réside dans les CLs, où, d’une part, la présence de LRRK2 (Vitte et 

al., 2010) et de l’α-syn (Spillantini et al., 1998) y ont été identifiées ; et, d’autre part, LRRK2 et l’α-syn y 

ont été retrouvées en interaction par co-immunoprécipitation d’extraits de cerveaux d’individus soufrant 

de la MP (Guerreiro et al., 2013). De plus, il a été décrit que des patients porteurs de mutations de LRRK2 

sont atteints de synucléinopathies, suggérant l’interaction possible entre l’α-syn et LRRK2 dans des 

processus neurodégénératifs communs (Yang et al., 2021). Toutefois, cette population ne représente 

qu’environ la moitié des patients atteints de la MP et porteurs d’une mutation de LRRK2. Ceci met en 

évidence que ces mutations ne seraient probablement pas suffisantes au développement des inclusions 

et CLs, et que d’autres facteurs entreraient en jeu dans le développement de la MP. Cette idée est 

d’autant plus renforcée par le fait qu’aucune interaction génétique n’a pu être mise en évidence entre 

SNCA et LRRK2, suggérant que d’autres loci génomiques et/ou facteurs de risque environnementaux 

peuvent interagir avec ces gènes (Biernacka et al., 2011). 

 

L’interaction possible entre ces deux protéines reste néanmoins mal-comprise. D’une part, elles 

pourraient interagir ensemble « physiquement ». Ceci a notamment été montré par co-

immunoprécipitation au sein de lignées cellulaires humaines exprimant LRRK2WT ou LRRK2G2019S ainsi que 

l’α-syn (Guerreiro et al., 2013). Cependant, leur interaction directe reste débattue (Westerlund et al., 

2008), et pourrait plutôt passer par l’intermédiaire d’un partenaire commun tel que 14-3-3 (Dzamko et 

al., 2010 ; Xu et al., 2002). Les protéines 14-3-3 représentent une famille de protéines chaperonnes très 

conservée et douée de multiples fonctions, notamment dans la survie cellulaire en inhibant des facteurs 

pro-apoptotiques (Yuan & Yankner, 2000) et qui représentaient 1% des protéines cérébrales (Dougherty 

& Morrison, 2004). Remarquablement, 14-3-3 a également été retrouvée présente au sein des CLs (Berg 

et al., 2003 ; Kawamoto et al., 2004 ; Nichols et al., 2010), ce qui pourrait contraindre sa fonction pro-

survie et favoriser ainsi la neurotoxicité et donc la neurodégénérescence. Par ailleurs, 14-3-3 pourrait 

avoir un rôle d’autant plus important dans les neurones DAergiques, puisqu’elle semble réguler 

l’expression mais aussi l’activité de la TH, tout comme l’α-syn (Berg et al., 2003). De plus, comme cité 

précédemment, des modifications post-traductionnelles de LRRK2, telles que les phosphorylations des 

S910 et S935, se révèlent être importantes dans la liaison de 14-3-3 à LRRK2, et sont maintenues chez 

le mutant LRRK2G2019S contrairement à d’autres mutations (Nichols et al., 2010). L’interaction entre l’α-

syn et LRRK2 pourrait donc être renforcée en cas de mutation G2019S. Finalement, d’autres protéines 

chaperonnes ont été décrites comme pouvant interagir à la fois avec l’α-syn mais aussi LRRK2, telles que 

Hsp70 et Hsp90 (O’Hara et al., 2020), toutes deux également identifiées comme composants des CLs 

(Leverenz et al., 2007 ; McLean et al., 2001). D’autre part, l’α-syn et LRRK2 pourraient agir de concert 

dans un ou des processus cellulaires et physiologiques communs, favorisant ainsi le développement de 

la MP. Enfin, il est important de considérer que l’interaction entre l’α-syn et LRRK2 peut se produire au 
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sein même de la cellule, mais elles peuvent aussi coopérer via des mécanismes physiologiques 

impliquant des types cellulaires différents. En somme, une meilleure compréhension de l’interaction 

entre l’α-syn et LRRK2 permettra de déterminer si LRRK2 constitue une cible thérapeutique pertinente 

dans la MP, notamment chez les patients non-porteurs de mutations de LRRK2. 

 

 IV.1. Effet de LRRK2 sur l’alpha-synucléine  

  

IV.1.1. Rôle de LRRK2 sur la toxicité de l’alpha-synucléine 

 

L’impact de LRRK2 sur l’α-syn a été constaté concernant la toxicité de cette dernière, notamment 

par des expériences de perte de fonction de LRRK2. Ainsi, chez des rats dont la SNpc a été transduite 

avec de l’α-syn humaine, il a été montré que l’inactivation (KO ou pharmacologique) de LRRK2 pouvait 

atténuer la toxicité de l’α-syn et ainsi bloquer la neurodégénérescence DAergique (Daher et al., 2014, 

2015). De plus, la perte de fonction de lrrk-1, orthologue des protéines LRRK chez C. elegans, protège 

les neurones DAergiques des effets toxiques de l’α-syn humaine (Yuan et al., 2011). Ceci a également 

été observé au sein de souris transgéniques, dont l’invalidation de LRRK2 permet de réduire la 

neuropathologie liée à l’α-syn (Lin et al., 2009). En outre, les mutations de LRRK2 semblent aussi jouer 

un rôle sur la toxicité de l’α-syn. Notamment, la co-expression de l’α-synA53T avec LRRK2G2019S induit une 

neurodégénérescence plus importante qu’avec LRRK2WT (Lin et al., 2009). De même, au sein de lignées 

cellulaires SH-SY5Y, la co-expression de l’α-syn avec LRRK2G2019S réduit la viabilité de ces cellules, en 

comparaison avec la co-expression avec LRRK2WT ou l’expression seule de ces protéines (Kondo et al., 

2011). Toutefois, cet effet de LRRK2 sur la toxicité de l’α-syn est remise en cause, puisqu’il a notamment 

été montré que des souris transgéniques surexprimant l’α-synA53T présentaient un phénotype 

neurodégénératif indépendant de l’expression de LRRK2 (Daher et al., 2012). Enfin, l’administration de 

MLi2, inhibiteur de l’activité kinase de LRRK2, chez la souris ayant subi une injection de Pffs dans le ST, 

ne permet pas de protéger les neurones de la synucléinopathie et n’a ainsi pas d’effet sur le 

développement des troubles moteurs et la neurodégénérescence (Henderson et al., 2019).  

 

IV.1.2 Rôle de LRRK2 sur l’agrégation de l’alpha-synucléine 

 

L’interaction de LRRK2 et l’α-syn a également été retrouvée concernant l’effet de LRRK2 sur 

l’agrégation de l’α-syn. Ainsi, dès la découverte de son lien avec le développement de la MP, il a été 

suggéré que l’activité kinase de LRRK2 pouvait être responsable de la phosphorylation de l’α-syn et ainsi 

favoriser son accumulation et son agrégation (Zimprich et al., 2004). De plus, il a aussi été montré, au 

sein de souris transgéniques, de lignées cellulaires et de neurones primaires, que la sous-expression de 

LRRK2 atténue la formation d’inclusions d’α-syn (Guerreiro et al., 2013 ; MacIsaac et al., 2020). Comme 

mentionné précédemment, le motif pS129 est un marqueur reconnu de l’α-syn pathologique, et est 

notamment associé à son agrégation. Il a alors été montré que la surexpression de LRRK2G2019S induit un 

plus haut niveau d’α-syn phosphorylée sur la S129, en lien avec une augmentation de son agrégation et 
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de la synucléinopathie (Longo et al., 2017 ; Novello et al., 2018 ; Schapansky et al., 2018 ; Volpicelli-Daley 

et al., 2016). De même, il se pourrait que LRRK2G2019S phosphoryle directement l’α-syn sur la S129 (Qing 

et al., 2009) même si cette donnée reste toujours débattue et n’a pas été retrouvée dans d’autres études 

(Lin et al., 2009 ; Tong et al., 2010). Bien qu’il ait pu être observé au sein d’un modèle transgénique murin 

exprimant l’α-synA53T que l’expression de LRRK2G2019S diminuait la phosphorylation de l’α-syn en S129, il 

a toutefois pu être également montré dans ce même modèle que l’expression de LRRK2G2019S pouvait 

accélérer l’accumulation de l’α-syn (Lin et al., 2009). Par ailleurs, l’activité kinase de LRRK2, exacerbée 

chez le mutant G2019S, serait mise en cause dans l’agrégation de l’α-syn. Il a notamment été observé 

au sein de neurones primaires corticaux issus de souris transgéniques LRRK2G2019S une accumulation et 

une agrégation de l’α-syn endogène, dépendante de l’activité kinase de LRRK2 (Schapansky et al., 2018). 

De même, au sein de neurones primaires exposés aux fibrilles d’α-syn, l’expression de LRRK2G2019S 

favorise la formation d’inclusions et cet effet peut être réduit par l’inhibition de l’activité kinase de LRRK2 

et/ou la perte de son expression (MacIsaac et al., 2020 ; Volpicelli-Daley et al., 2016). En outre, la 

formation d’agrégats d’α-syn endogène en lien avec l’expression de LRRK2 a aussi pu être visualisée in 

vivo, chez la souris surexprimant LRRK2G2019S sélectivement dans la SNpc, en lien avec une 

neurodégénérescence DAergique, une neuro-inflammation et des déficits moteurs (Bieri et al., 2019 ; 

Xiong et al., 2018). Enfin, il a été observé, au sein de cerveaux de patients atteints de la MP et porteurs 

de la mutation G2019S, une hyperphosphorylation de Rab35, qui favorise l’agrégation de l’α-syn mais 

aussi l’altération du trafic endosomal et de la dégradation lysosomal (Bae et al., 2018). 

 

Cependant, l’impact de LRRK2 sur l’agrégation de l’α-syn reste encore mal-compris. Certaines 

données restent contradictoires puisqu’il a notamment été montré que la co-expression de l’α-syn et 

LRRK2 humaines chez la souris n’aurait pas d’influence sur la synucléinopathie (Herzig et al., 2012). De 

plus, il a été montré chez la souris que l’agrégation d’α-syn serait favorisée par la sous-expression de 

LRRK2 (Tong et al., 2010). Enfin les patients porteurs de LRRK2G2019S présentent un taux d’α-syn insoluble 

plus bas que celui des patients souffrant d’une MP idiopathique (Mamais et al., 2013). Ces données 

contradictoires concrnant le rôle de LRRK2 sur l’agrégation de l’α-syn soulignent la complexité de 

l’interaction entre ces deux protéines, qui pourrait être régulée par de multiples facteurs. En outre, il a 

été observé qu’environ un tiers des patients porteurs de la mutation G2019S ne présentaient pas de CLs 

(Kalia et al., 2015). Il est néanmoins difficile de lier directement cette absence de CLs à une non-

interaction entre l’α-syn et LRRK2. En effet, LRRK2 pourrait aggraver la toxicité des CLs qui précipiteraient 

la mort des cellules qu’ils affectent. De plus, LRRK2 pourrait favoriser l’existence de formes sans doute 

plus toxiques de l’α-syn, telles que des oligomères ; la toxicité des CLs étant encore remis en question 

(plus de détails en partie I.3.2.). Ces patients pourraient également souffrir d’une forme de MP dont 

l’émergence et/ou la progression n’est pas liée à l’α-syn (Cresto et al., 2019).  

 

IV.1.3. Rôle de LRRK2 sur la propagation de l’alpha-synucléine 

  

 L’impact de LRRK2 a également été observé concernant la propagation de l’α-syn. Ainsi, il a été 

montré que la délétion de lrk-1 ou LRRK2 respectivement chez C. elegans et le rat permet de supprimer 
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la propagation cellule-à-cellule de l’α-syn humaine, alors que la surexpression de LRRK2 sous sa forme 

sauvage ou mutante G2019S favorise cette propagation, de façon kinase-dépendante (Bae et al., 2018). 

Cette coopération de LRRK2G2019S dans la propagation de l’α-syn pourrait être permise par exocytose de 

cette dernière, qui apparait être favorisée par LRRK2G2019S ainsi que son internalisation par les cellules 

environnantes (Kondo et al., 2011 ; Nam et al., 2021). Comme décrit précédemment, la sécrétion de l’α-

syn hors du neurone est sous la dépendance des flux calciques liés à l’activité neuronale. Comme il a été 

montré chez des souris LRRK2G2019S, l’augmentation de l’activité glutamatergique (Beccano-Kelly et al., 

2014 ; Matikainen-Ankney et al., 2016 ; Volta et al., 2017) pourraient faciliter la sécrétion d’α-syn hors de 

ces neurones. De plus, comme mentionné précédemment, l’α-syn et LRRK2 pourrait interagir via un 

partenaire commun, et ceci pourrait également être le cas concernant la propagation de l’α-syn. En effet, 

il a été montré que LRRK2 favoriserait la propagation de l’α-syn notamment par phosphorylation de 

Rab35 (Bae et al., 2018), une Rab GTPase régulant le trafic vésiculaire (Grant & Donaldson, 2009). Enfin, 

bien que le rôle de LRRK2 sur l’α-syn reste mal-compris, cette interaction pourrait ne pas être directe et 

serait le résultat de l’altération des voies d’endocytose (affectant ainsi l’internalisation de l’α-syn) ou 

encore de l’autophagie (perturbant la dégradation lysosomale de l’α-syn). LRRK2 pourrait également 

influencer la localisation subcellulaire de l’α-syn, en réduisant notamment son association avec les 

membranes et augmentant ainsi sa présence cytosolique, ce qui pourrait favoriser son agrégation et in 

fine sa propagation.  

 

 IV.2. Mécanismes possibles d’interaction 

  

Dans cette partie seront développés trois grands systèmes biologiques, la neuroinflammation, 

la mitochondrie et la synapse, dans lesquelles l’α-syn et LRRK2 apparaissent intervenir et pourraient 

donc y agir de concert (Figure 21). L’interaction entre l’α-syn et LRRK2 dans l’autophagie sera quant à 

elle développée plus en détails en partie V.5. . 

 

IV.2.1. La neuroinflammation 

 

Les cellules gliales, telles que les astrocytes et la microglie, participent à l’élimination de l’α-syn, 

et leur atteinte pourrait favoriser l’accumulation de cette dernière jusqu’à former une synucléinopathie 

(Schapansky et al., 2015). Ainsi, le lien entre l’α-syn et LRRK2 peut se retrouver dans la 

neuroinflammation, notamment puisque cette dernière semble être dépendante de LRRK2, en lien avec 

son activité kinase (Daher et al., 2014, 2015 ; Puccini et al., 2015). De plus, il a été montré que LRRK2 

régule négativement l’élimination de l’α-syn par la microglie (Maekawa et al., 2016). De même, 

l’expression chez la souris de LRRK2 sous sa forme WT ou G2019S peut inhiber l’activation de la 

microglie, exacerbant potentiellement la synucléinopathie, en lien avec une dérégulation de la 

neuroinflammation (Novello et al., 2018). LRRK2 pourrait alors agir sur l’α-syn en jouant sur la 

neuroinflammation associée à cette dernière, et/ou en modulant les mécanismes de défenses immunes 

et gliales envers les formes toxiques de l’α-syn.  

 



INTRODUCTION 

74 

 

 

Figure 21 : Mécanismes possibles d’interaction entre l’α-synucléine et LRRK2 dans la maladie de 

Parkinson (Adaptée de Cresto et al., 2019) 

LRRK2 pourrait jouer sur la sécrétion de l’α-syn ainsi que sur sa relocalisation, ce qui favorise la transmission cellule-à-cellule de 

la protéine ainsi que son agrégation en augmentant le pool cytosolique de l’α-syn (partie grise). LRRK2 apparait jouer un rôle dans 

trois mécanismes cellulaires dans lesquels l’α-syn prend également part : la mitochondrie (partie bleue), l’inflammation (partie 

violette) ainsi que le processus autophagique (partie orange).  

 

IV.2.2. La mitochondrie 

 

Comme cité précédemment, à la fois l’α-syn mais aussi LRRK2 ont été associées à des 

dysfonctionnements de la mitochondrie. Cet organite représente ainsi une des composantes 

physiopathologiques dans laquelle l’α-syn et LRRK2 peuvent interagir de concert. D’un côté, l’α-syn a 

été montrée associée à la membrane externe de la mitochondrie, notamment par liaison à la translocase 

TOM20, et pourrait ainsi y limiter l’import de protéines (Maio et al., 2016). De plus, l’association de l’α-

syn à la mitochondrie semble être majoritairement retrouvée au sein des structures cérébrales affectées 

par la MP, c’est-à-dire la SNpc, le ST et le cortex (Devi et al., 2008). De l’autre côté, il a été estimé 

qu’environ 10% de LRRK2 est associé à la mitochondrie (West et al., 2005).  

 

Ainsi, l’α-syn et LRRK2 pourraient, d’une part, compromettre les fonctions mitochondriales, 

notamment par leur blocage conjoint du premier complexe mitochondrial (Büeler, 2009 ; Devi et al., 

2008 ; Loeb et al., 2010), favorisant ainsi le stress oxydatif, la diminution de la production d’ATP ainsi et 
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que la diminution de la respiration mitochondriale. D’autre part, leur effet respectif sur la mitochondrie 

favoriserait l’altération de la dynamique mitochondriale, c’est-à-dire l’équilibre fission-fusion qui permet 

la régulation du nombre, de la longueur ou encore de l’interconnexion entre les mitochondries. Ainsi, 

les effets de l’α-syn, d’une part, et de LRRK2, d’autre part, sur la mitochondrie ont été très étudiés. D’une 

part, il a été observé la dysmorphie des mitochondries, une augmentation de leur fragmentation ainsi 

que des défauts de leur interconnexion chez la souris transgénique α-synA53T (Chen et al., 2015 ; Martin 

et al., 2006 ; Xie & Chung, 2012). Cet effet de l’α-synA53T sur la fragmentation a aussi été observée au 

sein de neurones DAergiques dérivés de patients porteurs de l’α-synA53T (Gioscia-Ryan et al., 2017). L’α-

syn favoriserait alors la fission des mitochondries, notamment par modulation de Drp1 (Dynamin-related 

protein 1) (Nakamura et al., 2011 ; Xie & Chung, 2012). D’autre part, LRRK2, et notamment via sa mutation 

G2019S, interagirait avec Drp1 et favoriserait comme l’α-syn la fission de ces organites (Niu et al., 2012 

; Su & Qi, 2013 ; Wang et al., 2012). Cependant, le rôle de LRRK2 sur la morphologie des mitochondries 

reste encore débattu (Mortiboys et al., 2010, 2015 ; Niu et al., 2012 ; Su & Qi, 2013 ; Wang et al., 2012). 

Enfin, concernant la coopération de l’α-syn et LRRK2 sur les dysfonctionnements mitochondriaux, il a 

été montré une plus forte proportion de mitochondries morphologiquement anormales (associée à une 

forte libération d’hyperoxyde dans leur matrice) en cas de co-expression de l’α-synA53T et LRRK2G2019S 

chez la souris transgénique qu’en cas d’expression seule de ces deux protéines (Lin et al., 2009).  

 

Ainsi, l’α-syn et LRRK2 pourraient agir conjointement sur l’homéostasie mitochondriale : d’une 

part, sur la chaîne respiratoire mitochondriale, notamment par blocage du premier complexe induisant 

in fine un défaut de production énergétique ; et, d’autre part, dans l’équilibre dynamique fission-fusion 

de la mitochondrie.  

 

IV.2.3. La transmission synaptique 

 

Le défaut de trafic et de relargage des vésicules de neurotransmetteurs représente un des axes 

majeurs de recherche sur la MP. La synapse constituerait ainsi un des sites clés des dérégulations 

précoces dans la pathogenèse de la maladie. De par leur morphologie et leur physiologie unique, les 

neurones sont fortement dépendants des processus d’endocytose, de trafic vésiculaire et membranaire 

mais aussi de sécrétion. Toute dérégulation de ces systèmes impacterait négativement l’intégrité de ces 

cellules. De plus, l’α-syn et LRRK2 ont toutes deux étés montrées comme pouvant moduler la dynamique 

du cytosquelette (Liu et al., 2012) ainsi que le transport vésiculaire (Greggio et al., 2011), suggérant une 

fonctionnalité commune qui pourrait être perturbée au sein de la pathogenèse de la MP. 

 

D’un côté, et comme mentionné en amont, l’α-syn semble jouer un rôle majeur au sein de la 

synapse, et ferait partie des nombreux éléments régulateurs du trafic et du relargage des vésicules de 

neurotransmetteurs (plus de détails sont apportés en partie II.5.). De l’autre côté, LRRK2 apparait jouer 

le rôle de régulateur de la dynamique des vésicules synaptiques, puisqu’il a notamment été montré que 

son inhibition retarde l’endocytose de ces vésicules, altère la morphologie des synapses et donc 

également la neurotransmission (Arranz et al., 2015). De plus, il a été observé au sein de souris 
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LRRK2G2019S une déplétion de vésicules synaptiques dans les terminaisons DAergiques, en lien avec un 

défaut d’endocytose et de trafic de ces vésicules (Xiong et al., 2018). De même, l’invalidation de LRRK2 

affecte le recyclage des vésicules synaptiques ainsi que leur redistribution, indiquant que LRRK2 régule 

le stockage et la mobilisation des vésicules aux terminaisons présynaptiques (Piccoli et al., 2011). En 

outre, le rôle de LRRK2 dans la transmission se retrouve d’une part dans l’identification de ses substrats, 

par exemple l’endophiline A1, dont la phosphorylation facilite la formation des vésicules de 

neurotransmetteurs (Ambroso et al., 2014 ; Matta et al., 2012). LRRK2 phosphoryle également la 

synaptojanine 1, perturbant ainsi son recrutement par l’endophiline A1 et perturbant in fine l’équilibre 

de la régulation des vésicules (Islam et al., 2016 ; Pan et al., 2017). LRRK2 peut aussi phosphoryler 

l’auxiline (Nguyen & Krainc, 2018), impliquée dans l’endocytose des vésicules synaptiques et dont la 

perte chez la drosophile a été associé à une accélération de la mort des neurones DAergiques en lien 

avec la synucléinopathie (Song et al., 2017). D’autre part, le rôle de LRRK2 à la synapse a pu être établi 

par l’identification de ses interacteurs. Il a notamment été identifié la dynamine, qui participe à la 

formation des vésicules d’endocytose et intervient dans l’organisation des microtubules ; ainsi que la 

synapsine 1, qui prend part à l’ancrage des vésicules au cytosquelette (Piccoli et al., 2014 ; Stafa et al., 

2014 ; Sundborger et al., 2011). LRRK2 est également capable d’interagir avec Rab5 afin de moduler le 

trafic des endosomes précoces (Shin et al., 2008). Enfin, il a récemment été observé au sein des GP de 

sujets atteints de la MP et porteurs de LRRK2G2019S, la présence d’agrégats contenant la protéine NSF (N-

ethylmaleimide sensitive factor) qui est essentielle à la machinerie présynaptique (Pischedda & Piccoli, 

2021). L’ensemble de ces données tendent à montrer le rôle perturbateur de LRRK2 dans un ensemble 

de systèmes prenant part à la régulation de la neurotransmission, induisant in fine la dégénérescence 

des neurones affectés. Ceci a notamment pu être montré au sein de neurones DAergiques dérivés de 

cellules de patients porteurs de la mutation G2019S (Nguyen & Krainc, 2018) 

 

Ainsi, l’α-syn et LRRK2 pourraient jouer conjointement dans la dérégulation des systèmes 

contrôlant la neurotransmission. Cela serait probablement d’autant plus le cas au sein des neurones 

DAergiques faisant défaut dans la MP, puisque l’α-syn a été décrite comme pouvant également 

perturber l’homéostasie de la DA (plus de détails sont apportés en partie II.5.) tandis que LRRK2, et 

notamment via sa mutation G2019S, affecterait les récepteurs de la DA (Migheli et al., 2013 ; Rassu et 

al., 2017). Toutefois, il a également été montré que la surexpression de l’α-syn dans la voie nigrostriée 

chez le rat entraine une suractivation des neurones subthalamiques - comme cela peut être retrouvé 

chez les patients atteints de la MP et au sein des modèles neurotoxiques de la MP - et que cet effet peut 

être normalisé en délétant LRRK2 ou en inhibant son activité kinase, mais sans effet neuroprotecteur 

pour autant (Andersen et al., 2018). Au final, il est important de mettre en lien la régulation synaptique 

avec la mitochondrie (pour le besoin énergétique) mais aussi l’autophagie (pour l’élimination des 

vésicules et organites défaillants) qui mettent en jeu des mécanismes dans lesquelles l’α-syn et LRRK2 

semblent jouer conjointement.   
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V. Maladie de Parkinson et autophagie 

 

 V.1. Autophagie 

 

V.I.1. Définition et historique 

 

Au sein des cellules eucaryotes, l’autophagie joue un rôle majeur dans la dégradation des 

organites dysfonctionnels et/ou vieillissants - tels que les mitochondries ou le RE - ou des agrégats 

protéiques (Galluzzi et al., 2017 ; Levine & Kroemer, 2008). L’importance de l’autophagie dans le maintien 

de la viabilité cellulaire a notamment pu être montré par des expériences d’inhibition du processus (par 

pharmacologie ou par une stratégie d’ARN interférence) qui ont induit une mort cellulaire par apoptose 

(Boya et al., 2005). De plus, la déficience systémique de l’autophagie n’est pas viable et apparait 

également essentielle au développement et à la différenciation (Komatsu et al., 2006 ; Kuma et al., 2004 

; Tsukamoto et al., 2008). Ainsi, le mot « autophagie » provient étymologiquement du grec « auto » pour 

soi-même et « phagie » pour manger (Ravikumar et al., 2010). Le pionnier des études sur l’autophagie 

se trouve sans doute en Christian de Duve, qui mit en lumière la présence du lysosome dans la cellule 

(De Duve et al., 1955), lui valant le Prix Nobel de Médecine ou Physiologie de 1974. Ensuite, les 

mécanismes moléculaires liés à ce processus ont pu être clairement identifiés par la découverte de 

l’équipe de Yoshinori Ohsumi chez la levure Saccharomyces Cerevisiae de la famille de gènes Atg 

(Autophagy-related genes) qui régulent le processus (Tsukada & Ohsumi, 1993), ce qui lui valut le Prix 

Nobel de Physiologie et Médecine de 2016. Ces mécanismes sont très conservés avec l’évolution et les 

acteurs initialement identifiés chez la levure détiennent des orthologues à fonctions analogues dans les 

cellules de mammifères. L’autophagie trouve ainsi son importance dans deux aspects distincts mais 

liés dans le maintien l’homéostasie cellulaire : assurer la dégradation d’éléments potentiellement 

toxiques au sein de la cellule et permettre le recyclage de nutriments issus de la dégradation de protéines 

et d’organites, tout ceci sans besoin énergétique en ATP notamment (Lilienbaum, 2013 ; Mizushima & 

Klionsky, 2007). Ce processus est véritablement un point d’interconnexion entre des voies protéostatique 

et métabolique qui peuvent déterminer le devenir de la cellule (Wong et al., 2020).  

 

V.1.2. Différents types d’autophagie 

  

 Trois grands types d’autophagie ont pu être caractérisés suivant leurs mécanismes propres de 

prise en charge des cargos à dégrader ainsi que leur mode d’induction, tout en ayant le lysosome comme 

effecteur commun (Figure 22). Sont ainsi retrouvées la microautophagie, l’autophagie permise par les 

protéines chaperonnes (CMA) et la macroautophagie (Cuervo, 2004). La microautophagie a pour but la 

dégradation de petits composants cytoplasmiques qui se retrouvent directement invaginés et fusionnés 

au lysosome, sans passer par la formation d’un autophagosome (Farré & Subramani, 2004 ; Mijaljica et 

al., 2011 ; Oku & Sakai, 2018). Ensuite, la CMA permet la dégradation sélective de protéines reconnues 

par leur domaine KFERG (détenues par environ 30 à 40% des protéines), ou VKKDQ, auquel se lient des 
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protéines chaperonnes cytosoliques telle que Hsc70 (Heat shock cognate 70) (Alfaro et al., 2019 ; Chiang 

& Dice, 1988 ; Kaushik & Cuervo, 2018). Ce complexe ainsi formé est alors reconnu par la protéine 

lysosomale LAMP2A (Lysosomal-Associated Membrane Protein 2A), qui se multimérise permettant 

l’internalisation du substrat au sein du lysosome pour y être dégradé (Kaushik & Cuervo, 2018). LAMP2A 

est alors un marqueur clé de la CMA et représente l’étape limitante de ce processus, puisque des 

lysosomes délétés de cette protéine sont incapables de CMA (Cuervo & Dice, 1996 ; Kaushik & Cuervo, 

2018). Il est important de mentionner que, dans le cas de CMA, les protéines doivent être transloquées 

au lysosome sous forme de monomère (Finkbeiner, 2019). Enfin, et contrairement aux deux formes 

d’autophagie précédentes, la macroautophagie se discrimine par la nécessité de la formation d’un 

autophagosome autour des substrats à dégrader. Les caractéristiques de la macroautophagie - 

dénommée plus généralement autophagie au sein de cette thèse puisqu’elle représente la forme la plus 

commune (Pierzynowska et al., 2018) - seront plus particulièrement détaillés dans les parties suivantes.  

 

 

Figure 22 : Trois grands types d’autophagie chez le mammifère (Adaptée de Cuervo, 2004 ; 

Finkbeiner, 2019). 

Les processus de macroautophagie s’effectuent par la séquestration de cargos au sein d’un autophagosome puis leur dégradation 

est permise par la fusion autophagosome-lysosome. Quant à elle, la dégradation par microautophagie se produit par invagination 

membranaire d’un contenu cytosolique à l’intérieur du lysosome. Enfin, l’autophagie par les chaperonnes se réalise par interaction 

entre ces protéines (telle que hsc70), liant les protéines détentrices d’un motif de reconnaissance spécifique, et le récepteur 

lysosomal LAMP2a (réalisée via BioRender).  

 

V.1.3. Régulation et mécanismes moléculaires  

 

Tout d’abord, il est important de rappeler que l’autophagie est un processus cytoplasmique qui 

peut être constitutif ou basal, c’est-à-dire non-lié à un stress et qui s’effectue en routine par la cellule 
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afin d’y maintenir l’homéostasie en termes de recyclage intracellulaire et de régulation métabolique ; et 

l’autophagie liée à un stress. Ces deux formes sont plus ou moins importantes suivant le type cellulaire. 

De plus, l’autophagie peut être sélective, prenant en charge des protéines spécifiques ; ou à l’inverse, 

non-sélective, c’est-à-dire en prenant en charge un contenu cytoplasmique non-spécifiquement choisi. 

Qu’elle soit constitutive, induite par un stress, sélective ou non, le processus d’autophagie peut se 

découper en différentes étapes successives, gouvernées par les protéines de la famille Atg (Figure 23).  

 

V.1.3.1. Induction et initiation 

 

L’autophagie s’initie par la biogenèse d’un phagophore, structure double-membranaire qui vise 

à englober les éléments cytoplasmiques à dégrader. Ce processus se révèle ainsi sensible aux signaux 

environnants et peut se produire à la suite de stress de multiples origines. L’un des stress majoritaires 

réside dans la privation nutritive, qui induit l’inhibition de l’activité kinase de mTOR (mammalian Target 

Of Rapamycin), appartenant au complexe mTORC1 (mTOR Complex 1) situé à la membrane lysosomale. 

En cas de concentration optimale en AA, glucose et cholestérol intracellulaires (Castellano et al., 2017), 

mTORC1 favorise la prolifération cellulaire, la production de la biomasse et inhibe alors l’activité de la 

Ser/Thr kinase ULK1/Atg1 (UNC-51-like autophagy activating Kinase) qui participe à l’induction de 

l’autophagie (Pierzynowska et al., 2018). Dans le cas d’une privation nutritive, le ratio AMP (Adénosine 

monophosphate)/ATP augmente, activant ainsi l’AMPK (AMP Kinase) (Bujak et al., 2015 ; Wang et al., 

2017). L’AMPK va ensuite phosphoryler et activer ULK1 (Egan et al., 2011), qui n’est pas réprimée par 

mTORC1 dans ces conditions appauvries en nutriments, permettant in fine l’initiation du processus, en 

commençant par la biogenèse du phagophore. Cette forme d’induction de l’autophagie est un exemple 

classique d’autophagie non-sélective, durant laquelle le but premier est de rapidement recycler des 

composants cytosoliques pour résister à l’absence d’apport nutritif. D’autres stress externes peuvent 

également induire l’autophagie, telle que l’hypoxie ou un choc thermique (Lahiri & Klionsky, 2019). 

 

L’induction de l’autophagie est régulée par deux complexes macromoléculaires. Le premier 

complexe se compose de ULK1, Atg13, Atg101 et FIP200/Atg17 (Focal adhesion kinase family Interacting 

Protein of 200 kDa) (Stavoe & Holzbaur, 2020). Une fois activée par déphosphorylation (par exemple en 

réponse à un stress nutritif et/ou énergétique), ULK1 phosphoryle des composants du second complexe 

d’induction de l’autophagie ou complexe de nucléation (Feng et al., 2014 ; Kamada et al., 2000 ; Russell 

et al., 2014 ; Zhou et al., 2018). Ce dernier est composé de Beclin1/Atg6, Atg9, Barkor/Atg14, VPS34 

(Vacuolar Protein Sorting 34)/PI3K (Phosphoinositide 3 Kinase) ou encore VPS15/PIK3R4 

(Phosphoinositide-3-Kinase Regulatory Subunit 4) (Itakura et al., 2008 ; Matsunaga et al., 2009 ; Sun et 

al., 2008 ; Zhong et al., 2009). Ce complexe de nucléation activé par ULK1 va ainsi permettre le 

recrutement et la formation de phosphatidylinositol-3-phosphate (PI3P), essentiel à la formation de la 

double-membrane du phagophore au niveau du site de prise en charge des cargos (Choi et al., 2016 ; 

Kihara et al., 2001 ; Obara et al., 2006).  
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V.1.3.2. Elongation et maturation  

 

L’élongation de la membrane du phagophore est permise par deux réactions de conjugaison 

semblable à l’ubiquitination (Choi et al., 2013). La protéine Atg12 se retrouve ainsi conjuguée à Atg5, 

grâce à Atg7 et Atg10 (Ichimura et al., 2000 ; Mizushima et al., 1998). Ce complexe conjugué recrute 

alors Atg16L1, formant ainsi un tétramère nécessaire à l’élongation du phagophore. La deuxième étape 

majeure se trouve dans la conjugaison de Atg5-Atg12-Atg16L1 à la protéine adaptatrice Atg8 

(Ravikumar et al., 2010). Contrairement à la levure où il n’en existe qu’une seule forme, plusieurs 

orthologues d’Atg8 sont retrouvés chez les mammifères : LC3A/B/C (microtubule-associated protein 

Light Chain 3) et GABARAP/L1/L2 (Gamma-AminoButyric Acid Receptor-Associated Protein). Toutefois, 

il a été décrit que seul l’isoforme B de LC3 corrèle avec l’augmentation des vésicules autophagiques 

(Barth et al., 2010). Ainsi, cette conjugaison nécessite au préalable le clivage carboxyterminal d’Atg8 par 

Atg4, afin d’exposer un résidu glycine. Dans le cas de LC3, son précurseur est clivé par la protéase Atg4 

pour former la forme LC3-I. L’action d’Atg7 suivi d’Atg3 permet in fine la conjugaison de 

phosphatidyléhanolamine à LC3-I, formant ainsi LC3-II (Choi et al., 2013 ; Mizushima et al., 2001 ; Suzuki 

et al., 2001). Ce dernier restera intégré à la membrane de l’autophagosome jusqu’à l’étape de fusion 

avec le lysosome, formant ainsi un marqueur spécifique de cet organite (Ravikumar et al., 2010).  

 

Par la suite, Atg9 permet l’élongation du phagophore par apport de lipides, notamment en 

faisant des va-et-vient entre la membrane cellulaire et celle de l’autophagosome en formation. Atg9 

interagit également avec Atg2, homologue du transporteur lipidique VPS13, qui pourrait ainsi permettre 

l’apport de lipides au phagophore (Kumar et al., 2018). Toutefois, la source lipidique participant à cette 

élongation reste débattue. Théoriquement, l’apport pourrait provenir de toute membrane lipidique, que 

ce soit la membrane plasmique (Hollenbeck, 1993 ; Ravikumar et al., 2010), la mitochondrie (Hailey et 

al., 2010), l’appareil de Golgi (Vaart & Reggiori, 2010), le RE (Hamasaki et al., 2013 ; Hayashi-Nishino et 

al., 2009), mais aussi du recyclage des endosomes (Puri et al., 2018) ou encore à partir de précurseurs 

lipidiques déjà présents au sein de la cellule pour une formation de novo (Guo et al., 2018). Néanmoins, 

il s’avère que le rôle du RE serait crucial à l’élongation du phagophore par la formation de l’omégasome, 

que cela soit dans l’apport de lipides mais aussi en tant que plateforme d’initiation de la formation du 

phagophore (Hayashi-Nishino et al., 2009). Finalement, la membrane du phagophore va se refermer, 

formant ainsi l’autophagosome. Les complexes d’initiation et élongation se dissocient de la structure 

double-membranaire, à l’exception d’Atg8 qui reste ancré à l’autophagosome comme décrit 

précédemment (Cebollero et al., 2012 ; Mizushima et al., 2003).  

 

V.1.3.3. Fusion et dégradation 

  

Une fois formé et mature, l’autophagosome se déplace au sein de la cellule grâce aux 

microtubules, et notamment par les moteurs moléculaires kinésine et dynéine qui permettent à ce 

premier de rejoindre le lysosome (Jahreiss et al., 2008 ; Kimura et al., 2008 ; Ravikumar et al., 2005). 

Contrairement à la levure, cette étape de fusion au sein des cellules de mammifères requiert au préalable 
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la fusion avec l’endosome, formant l’amphisome, permettant la diminution du pH interne nécessaire à 

la fusion au lysosome (pH ~4,5) ainsi qu’au fonctionnement des enzymes lysosomales (Glick et al., 2010 

; Ravikumar et al., 2010). La fusion autophagosome-lysosome est ainsi favorisée par un ensemble 

d’acteurs regroupant LAMP1, Rab7, les protéines de la famille SNARE, l’ESCRT (Endosomal Sorting 

Complexes Required for Transport) et les protéines VPS de classe C (Ravikumar et al., 2010).  

 

La formation de l’autophagolysosome (ou autolysosome) permet alors la digestion des cargos 

pour un éventuel recyclage de leurs composants (AA, glucides, acides gras, nucléotides…) au bénéfice 

d’autres processus et composants cellulaires (Pierzynowska et al., 2018). Cette protéolyse autophagique 

est notamment permise par les protéases à cystéine cathepsines B et L ainsi que la protéase à aspartyl, 

cathepsine D, et les hydrolases acides les plus abondantes dans le lysosome (Dikic & Elazar, 2018). Les 

composants pris en charge sont ainsi dégradés, en même temps que la membrane interne de l’organite 

et les protéines qui lui sont associées (Pierzynowska et al., 2018).  

 

 

Figure 23 : Mécanismes moléculaires de la macroautophagie (Adaptée de Dikic & Elazar, 2018). 

A. Les signaux permettant l’induction de l’autophagie ont diverses origines (privation nutritive, hypoxie, stress oxydatif, stress du 

RE…). La principale cible de ces voies d’induction se trouve dans le complexe composé d’ULK1, Atg13, FIP200 et Atg101, qui permet 

la nucléation du phagophore en phosphorylant des éléments d’un complexe constitué notamment de PI3K, VPS34, Beclin1 et 

Atg14. En retour, ce complexe active la production de PI3P au niveau du RE. B. Ainsi produit, ce PI3P permet la mobilisation du 

complexe composé d’Atg12, Atg5 et Atg16L1. Ce dernier permet la conjugaison d’Atg8 (LC3 ou GABARAP) à la membrane du 

phagophore en formation et qui s’expand par apport de membranes de multiples origines (RE, mitochondrie, appareil de Golgi, 

endosome recyclé) jusqu’à se refermer en séquestrant les cargos qui doivent être dégradés. C. L’autophagosome est ainsi formé, 

il mature et finalement fusionne avec le lysosome pour former l’autolysosome. La dégradation des cargos est ainsi permise grâce 

aux hydrolases lysosomales et les résidus de dégradation pourront être recyclés afin d’être de nouveau utilisés par la cellule.  
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V.1.4. L’autophagie sélective 

 

Initialement décrite comme mécanisme de dégradation non-spécifique, il a depuis été décrit de 

nombreuses formes d’autophagie dite « sélective ». Dans le cas de l’autophagie non-sélective, le 

contenu de l’autophagosome est pris en charge de façon non-spécifique durant la formation de 

l’autophagosome. A l’inverse, dans le cas de l’autophagie sélective, des cargos ou organites spécifiques 

sont reconnus par des récepteurs qui permettent de les lier à la membrane de l’autophagosome par 

association directe avec Atg8 (Martens, 2016). L’autophagie sélective peut alors être décrite comme un 

mécanisme de protection cellulaire face à un stress majeur, sans liaison apparente avec un stress nutritif, 

et qui menace son intégrité à plus ou moins long terme (Zaffagnini & Martens, 2016). Chez la levure, la 

protéine d’échafaudage Atg11 a pu être identifiée comme récepteur participant au recrutement de 

substrats à dégrader (Lynch-Day & Klionsky, 2010). Au sein de la cellule de mammifère, le principal 

récepteur de l’autophagie sélective est p62, ou Sequestosome 1 (SQSTM1), qui peut interagir avec des 

cargos ubiquitinylés grâce à son domaine UBAN (Ubiquitin Binding in ABIN and NEMO), et avec Atg8 

via son domaine LIR (LC3-Interacting Region) ou AIM (ATG8 family-interacting motif) (Dikic, 2017 ; Pankiv 

et al., 2007). Depuis, d’autres récepteurs ont été caractérisés telle que l’optineurine (Finkbeiner, 2019). 

Ces récepteurs peuvent ainsi reconnaitre spécifiquement un seul type ou un ensemble de cargos, avec 

une possible redondance entre eux. Différents types d’autophagie sélective ont pu être caractérisés, 

notamment sans doute la plus connue la mitophagie. Comme décrit précédemment, elle représente la 

voie principale de dégradation et recyclage des mitochondries défectueuses et qui permet ainsi leur 

recyclage tout en prévenant notamment la formation d’EROs (Youle & Narendra, 2011). Il a également 

été caractérisé la RE-phagie (pour le RE), la ribophagie (pour le ribosome), la lysophagie (pour le 

lysosome), l’agréphagie (pour les protéines agrégées), la lipophagie (pour les gouttelettes lipidiques)… 

(Kirkin & Rogov, 2019) 

 

V.1.5. Lien avec le protéasome 

 

L’autophagie partage son rôle dans la dégradation cellulaire avec d’autres voies telles que celle 

du système ubiquitine-protéasome (Bingol & Sheng, 2011). Bien que les voies du protéasome et de 

l’autophagie aient longtemps été considérées comme indépendantes, leur rôle essentiel dans le 

maintien de l’homéostasie cellulaire laisse présager qu’elles pourraient agir de concert (Lilienbaum, 

2013). D’une part, ces deux systèmes partagent des acteurs communs, notamment en ce qui concerne 

l’ubiquitination des protéines à dégrader (Dikic, 2017 ; Shin et al., 2020). De plus, p62, précédemment 

décrite comme récepteur de l’autophagie sélective, peut aussi interagir avec des sous-unités du 

protéasome et ainsi permettre la dégradation de protéines cibles (Nam et al., 2017 ; Wooten et al., 2006). 

Ainsi, en cas de blocage du protéasome, p62 peut prendre en charge des substrats ubiquitinylés, 

initialement destinés à la dégradation protéasomale, pour les amener jusqu’à l’autophagosome (Dikic, 

2017). Ainsi, l’ensemble de ces données tendent à montrer que p62 serait un élément central de la 

coordination fonctionnelle entre le protéasome et l’autophagie. D’autre part, il a été montré que 

l’inhibition du protéasome - ou sa trop grande mobilisation - permettait d’induire l’autophagie (Dikic, 
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2017) et, ainsi, des inhibiteurs du protéasome peuvent être utilisés in vitro afin d’induire l’autophagie 

(Bang et al., 2014 ; Jänen et al., 2010 ; Lan et al., 2015 ; Wu et al., 2010). Il existerait donc un phénomène 

de compensation, durant lequel l’autophagie prend le relais lorsque la dégradation liée au protéasome 

est en défaut, prévenant ainsi l’accumulation d’éléments potentiellement toxiques au sein de la cellule 

(Shin et al., 2020). A l’inverse, peu d’études ont montré l’activation du protéasome en réponse au 

dysfonctionnement de l’autophagie (Korolchuk et al., 2009). En effet, ces deux systèmes ne prendraient 

pas en charge les mêmes types de substrats. L’autophagie assumerait la dégradation du matériel 

cytoplasmique de grande taille et à durée de vie longue, alors que le protéasome serait plutôt dédié aux 

petits matériels à faible durée de vie (Dikic, 2017). Toutefois, il a été observé qu’en cas de blocage 

pharmacologique du flux autophagique, des protéines telles que l’α-syn phosphorylée sur la S129 

pouvait alors être prise en charge par le protéasome afin de prévenir son accumulation (Arawaka et al., 

2017). Enfin, la coopération entre ces deux systèmes apparait régulée par l’environnement cellulaire, et 

notamment par la biodisponibilité énergétique (Lilienbaum, 2013). En effet, le système de dégradation 

lié au protéasome nécessite une concentration intracellulaire élevée en ATP, contrairement à 

l’autophagie dont le fonctionnement est indépendant de ce dernier. Ainsi, l’induction de l’autophagie 

serait favorisée lors d’une carence en ATP, d’autant plus que dans ce cas la concentration en AMP 

augmente, activant l’AMPK qui inhibe mTOR, induisant finalement l’autophagie (Lilienbaum, 2013).  

 

V.1.6. Spécificités de l’autophagie dans les neurones 

 

L’autophagie est un processus cellulaire d’une grande importance dans le maintien de l’intégrité 

neuronale, que ce soit dans l’activité et le remodelage synaptique, la plasticité axono-dendritique ou 

encore le recyclage des mitochondries (Albanese et al., 2019). Ainsi, toute perturbation du processus 

peut se révéler délétère pour les neurones, et il a ainsi pu être montré une neurodégénérescence induite 

par l’inhibition du processus - par perte d’Atg5 et Atg7 - spécifiquement dans les neurones (Hara et al., 

2006 ; Komatsu et al., 2006). L’autophagie est ainsi très importante d’une part dans le maintien de 

l’homéostasie neuronale et de la communication synaptique (Lynch-Day et al., 2012). D’autre part, ce 

processus est d’autant plus important dans les neurones puisque ces derniers sont post-mitotiques - 

leur différenciation s’arrêtant durant l’embryogenèse - et doivent donc survivre en lien avec la longévité 

de l’organisme. Au sein de cellules mitotiques, l’accumulation de protéines mal-conformées et/ou 

agrégées et d’organites endommagés peut être diluée au fil des divisions cellulaires, ce qui n’est pas le 

cas des neurones. Par ailleurs, en comparaison avec d’autres cellules dont l’autophagie privilégie la 

génération d’AA par exemple, l’autophagie neuronale favoriserait l’élimination d’organites endommagés 

et/ou le remodelage neuritique (Chu, 2006). De plus, les neurones apparaissent d’autant plus 

dépendants de l’autophagie constitutive, par rapport à d’autres types cellulaires (Stavoe & Holzbaur, 

2019) et ils n’apparaissent pas développer de forte réponse autophagique en réponse à une privation 

nutritive (Kulkarni et al., 2019 ; Maday & Holzbaur, 2016 ; Mizushima et al., 2004), laissant présager le 

rôle mineur de mTOR dans la régulation de l’autophagie neuronale. Cette faible capacité à réagir face à 

un stress pourrait contribuer à leur vulnérabilité face à l’accumulation de protéines agrégées telle que 

l’α-syn dans le cas de la MP (Figure 24).  
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Figure 24 : Modélisation de l’autophagie neuronale en conditions homéostatiques ou 

pathogéniques (Adaptée de Maday, 2016). 

A. Sous conditions homéostatiques, les autophagosomes se forment majoritairement au sein de l’axone distal. Ils vont ensuite 

être transportés de façon rétrograde jusqu’au soma. Au cours de ce transport, les autophagosomes maturent et peuvent fusionner 

avec des lysosomes, particulièrement présents dans le soma, pour former des autolysosomes afin d’y dégrader les cargos tels que 

des mitochondries endommagées. B. Sous conditions pathogéniques, des défauts du transport rétrograde impactent 

négativement la maturation des autophagosomes et la formation des autolysosomes. Les lysosomes peuvent également être 

déplétés et/ou dysfonctionnels. Il en résulte une accumulation d’organites dysfonctionnels au sein des axones dystrophiques, qui 

peut induire la formation de stress oxydant et in fine la dégénérescence des axones et donc du neurone.  

 

Ainsi, les mécanismes de l’autophagie ont dû s’adapter aux spécificités complexes des neurones. 

En effet, ces cellules apparaissent compartimentalisées, avec des mécanismes de trafic à longue distance, 

une plasticité liée à l’activité synaptique ainsi que de fortes demandes métaboliques (notamment liées 

à des stimulations répétées) et donc un haut niveau de stress (Stavoe & Holzbaur, 2019). Il a également 

été montré que l’activité et/ou l’intégrité synaptique ainsi que les processus autophagiques axonaux 

étaient finement liés (Hernandez et al., 2012 ; Okerlund et al., 2017 ; Tang et al., 2014). De plus, le soma 

neuronal est le site majeur de biosynthèse et de dégradation protéique, en lien avec la présence 

majoritaire du RE, du Golgi et des lysosomes en ce lieu. Toutefois, les lysosomes serait également 

abondants dans les axones, mais ils seraient moins acides et avec une plus faible concentration 

enzymatique que ceux présents dans le soma (Cheng et al., 2018 ; Gowrishankar et al., 2015). Le soma 

se trouve donc éloigné des régions à haute activité telles que les synapses, notamment celles des 

neurones DAergiques à activité pulsatile constante, qui nécessitent pourtant une plus forte demande de 

dégradation et recyclage. Ainsi, il a été observé au sein de modèles in cellulo et in vivo que 

l’autophagosome prend en charge les éléments à dégrader au sein de l’axone distal (Bunge, 1973 ; 

Hollenbeck, 1993 ; Mizushima et al., 2004 ; Soukup et al., 2016 ; Stavoe et al., 2016). A l’inverse, la 

formation des autophagosomes serait plus rare au sein des dendrites et du soma, dans lequel les 
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autophagosomes néoformés seraient également moins dynamiques et matures que ceux synthétisés 

dans l’axone distal (Maday & Holzbaur, 2014 ; 2016). Au niveau de l’axone, les étapes d’initiation jusqu’à 

la formation de l’autophagosome seraient similaires à celle déterminées chez la levure et dans les autres 

cellules de mammifère (Maday & Holzbaur, 2014). Toutefois, contrairement à la majorité des cellules où 

l’autophagie peut être induite par un stress nutritif, une particularité des neurones réside dans la 

formation des autophagosomes sans lien avec ce type de stress (Cheng et al., 2015 ; Kuma & Mizushima, 

2010 ; Maday, 2012 ; Maday & Holzbaur, 2014, 2016 ; Stavoe et al., 2016). Egalement, le rapport LC3-

I/LC3-II apparait bien plus important dans les neurones qu’au sein d’autres cellules, notamment puisque 

la forme cytosolique LC3-I est fortement exprimée dans le cerveau (Klionsky et al., 2016). De façon 

intéressante, il a été montré au sein des neurones qu’Atg9 – appartenant au complexe de nucléation – 

colocalise et est transportée avec les vésicules synaptiques (Stavoe et al., 2016). Il n’y a cependant pas 

d’indications d’un rôle de ces vésicules dans l’apport lipidique nécessaire à l’élongation de 

l’autophagosome. Enfin, un transport rétrograde des autophagosomes s’effectue le long des 

microtubules, notamment grâce au moteur moléculaire dynéine (Cheng et al., 2015 ; Maday, 2012 ; 

Maday & Holzbaur, 2014). Comme décrit précédemment, les lysosomes sont très compétents au niveau 

du soma neuronal, c’est pourquoi cette étape de transport rétrograde de l’autophagosome est 

essentielle à la formation de l’autophagolysosome, lieu de la dégradation (Fu & Holzbaur, 2014 ; Wong 

& Holzbaur, 2015).  

 

Finalement, l’ensemble de ces éléments démontrent qu’il est nécessaire de prendre en 

considération deux paramètres majeurs dans l’étude de l’autophagie neuronale : la forte activité 

autophagique basale – afin d’y maintenir l’homéostasie et l’intégrité de la cellule, en lien avec son activité 

de neurotransmission – et la forte sensibilité au trafic vésiculaire. 

 

V.I.7. Physiopathologie 

 

 Le processus d’autophagie serait moins efficace avec le vieillissement (Choi et al., 2013 ; Cuervo 

& Dice, 2000), et plus particulièrement dans le cerveau (Lipinski et al., 2010). L’induction de l’autophagie, 

notamment par inhibition de mTOR, permettrait d’augmenter la longévité de divers modèles animaux 

(Kapahi et al., 2010 ; Pyo et al., 2013 ; Simonsen et al., 2008 ; Vellai et al., 2009). En outre, le rôle du 

lysosome se révèle central dans la régulation de l’autophagie, depuis l’induction du processus (par la 

présence de mTORC1 à sa membrane) jusqu’à la dégradation des cargos. Il a été montré que les 

fonctions lysosomales déclinent avec l’âge, notamment au sein du foie, des muscles et du cerveau 

(Lawrence & Zoncu, 2019). Le lien entre l’autophagie et le vieillissement est d’autant plus important à 

prendre en compte puisque ce dernier représente le risque majeur au développement des MNDs. Il a 

ainsi été montré que des défauts de l’autophagie au sein du système nerveux peut entraîner une 

défaillance synaptique, une dégénération axonale et in fine la perte neuronale (Kuhlmann & Milnerwood, 

2020; Tagliaferro & Burke, 2016). Egalement, la majorité des modèles animaux déficients en autophagie 

meurent par neurodégénérescence, associée à une accumulation d’agrégats de protéines ubiquitinylées 

(Karsli-Uzunbas et al., 2014 ; Komatsu et al., 2006).  
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 V.2. Maladie de Parkinson et autophagie 

 

 L’hypothèse selon laquelle l’autophagie jouerait un rôle central dans la physiopathologie de la 

MP est fondée sur des données de génétique humaine. En effet, plus d’une quarantaine de gènes 

associés à la MP joue également un rôle au sein du processus autophagique (Gan-Or et al., 2015 ; Klein 

& Mazzulli, 2018). Ceci est tout d’abord à mettre en lien avec les formes de la MP liées aux mutations 

de PINK1 et Parkin, toutes deux effectrices de la mitophagie (Pickrell & Youle, 2015) et dont le défaut 

est une des caractéristiques clés de la MP (Gao et al., 2017 ; Ryan et al., 2015). De plus, les mutations de 

DJ-1 représentent environ 1% des formes héréditaires de la MP, et la déficience en DJ-1 a été associée 

à une dérégulation de l’autophagie (Bonifati et al., 2003 ; McCoy & Cookson, 2011 ; Nash et al., 2017). 

De plus, des mutations bi-alléliques de GBA, qui code l’enzyme lysosomale GCase, induisent le 

développement d’une maladie de Gaucher, maladie de surcharge lysosomale. Comme décrit 

précédemment, ce gène prend part à l’étiologie de la MP et ces mutations hétérozygotes représentent 

le plus haut facteur de risque au développement de forme familiale de la maladie. Ainsi, les patients 

souffrant d’une maladie de Gaucher auraient jusqu’à six fois plus de risques de développer également 

la MP (Neil et al., 1979 ; Sidransky et al., 2009). Un autre gène lié à la fois à la MP et à l’autophagie est 

VPS35, impliqué dans le trafic endo-lysosomal, dont les mutations sont retrouvées au sein de formes 

autosomales dominantes de la maladie et peuvent également perturber le processus autophagique 

(Inoshita et al., 2017 ; Tang et al., 2015). En outre, des mutations perte de fonction d’ATP13A2, qui code 

pour une ATPase lysosomale régulatrice du pH et également de l’étape de fusion autophagosome-

lysosome, induisent une MP précoce (Ramirez et al., 2006). Ces mutations pourraient également altérer 

l’autophagie, induisant une accumulation d’autophagosomes ainsi que de l’α-syn intracellulaire 

favorisant son agrégation (Fujikake et al., 2018). Tout variant ou protéine mutée induisant une 

dérégulation du système d’autophagie peut alors favoriser le développement de la MP, notamment 

puisque l’α-syn peut être dégradée par ce processus (ceci sera décrit plus en détails en partie V.3.1.).  

 

D’autre part, des analyses histologiques ont permis de mettre en lumière les défauts 

d’autophagie présents au sein des cerveaux de sujets souffrant de la MP. Il a notamment été observé 

une accumulation d’autophagosomes (Anglade et al., 1997) ainsi qu’une déplétion lysosomale 

intraneuronale accompagnée d’un défaut de recyclage des autophagosomes (Dehay et al., 2010). Dans 

le cas de la MP, il existerait des défauts de mobilisation des autophagosomes, notamment en lien avec 

une dérégulation du trafic orchestré par les microtubules (Arduíno et al., 2012). Par ailleurs, il a été 

montré que des fibroblastes de patients atteints de la MP présentent une plus forte autophagie basale 

(Teves et al., 2018). De plus, il a été montré la co-localisation des inclusions d’α-syn formées in cellulo à 

l’aide de Pffs avec l’ubiquitine et p62 (Gribaudot et al., 2019), ce qui avait également été observé au sein 

des CLs et NLs de patients (Goedert et al., 2013). La présence de p62 peut s’expliquer par le fait qu’une 

augmentation de protéines agrégées favoriserait l’expression de p62, qui stimule la voie autophagique 

et ainsi dégrade ces agrégats avant qu’ils n’exercent de dommages à la cellule. Cependant, ce 

mécanisme apparait dysfonctionnel dans le cas de la MP, et s’en suit la progression de la pathologie, de 

la formation d’inclusions intraneuronales contenant l’α-syn et p62 jusqu’à la neurodégénérescence (Shin 
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et al., 2020). De plus, il a été montré une diminution de l’expression de LAMP2A et de l’Hsc70, acteurs 

de la CMA, ainsi que de LAMP1 dans la SNpc de patients (Alvarez-Erviti et al., 2010 ; Chu et al., 2009). 

Cette dérégulation de la CMA a également été montré plus récemment au sein de fibroblastes de 

patients souffrant d’une forme idiopathique de la MP et reprogrammés en neurones DAergiques, qui 

présentent aussi des défauts de macroautophagie (Drouin-Ouellet et al., 2021). En outre, il a été observé 

une diminution du niveau d’expression de LMX1β (LIM Homeobox Transcription Factor 1 Beta) au sein 

des neurones DAergiques de la SNpc d’individus souffrant de la MP (Laguna et al., 2015). Ce facteur de 

transcription est décrit comme essentiel au maintien du système autophagique ainsi qu’au trafic 

intracellulaire, et il se révèle également nécessaire au développement des neurones DAergiques (Yan et 

al., 2011). Enfin, des enzymes lysosomales, telles que la GCase et la cathepsine D, voient leur activité 

diminuer dans le LCR (Balducci et al., 2007 ; Parnetti et al., 2009, 2014, 2017) ainsi que dans la SNpc et 

le cortex préfrontal de patients atteints de la MP (Moors et al., 2019). Des dérèglements de l’expression 

des acteurs de l’autophagie ont également pu être observés au sein des érythrocytes de patients, et 

certains marqueurs sanguins comme LC3B et GABARAP permettraient même de discriminer ces patients 

des individus sains (El Haddad et al., 2020). L’ensemble de ces données indiquent alors que les processus 

d’autophagie sont dérégulés au sein de la physiopathologie de la MP.  

 

Ainsi, l’induction de l’autophagie représente une potentielle piste thérapeutique contre la MP. 

En effet, il a été montré que l’administration orale de tréhalose, inducteur de l’autophagie, chez le rat 

surexprimant l’α-synA53T réduit la neurodégénérescence DAergique ainsi que l’agrégation de l’α-syn (He 

et al., 2016). Ceci a également été observé au sein d’un modèle murin intoxiqué au MPTP (Pupyshev et 

al., 2019), chez le PNH surexprimant l’α-synA53T (Howson et al., 2019) mais également chez la souris 

transgénique LRRK2G2019S, améliorant ainsi ses symptômes moteurs et cognitifs (Pischedda et al., 2020). 

De plus, la surexpression de Beclin1, acteur de l’initiation du processus autophagique, de la protéine 

lysosomale LAMP2A ou encore de TFEB (Transcription Factor EB), facteur de transcription favorisant 

notamment la biogenèse lysosomale, chez des modèles murins de la MP permet de réduire l’agrégation 

d’α-syn ainsi que la neurodégénérescence (Decressac et al., 2013 ; Spencer et al., 2009 ; Xilouri et al., 

2013). Ceci est également possible en favorisant l’activité de la GCase par une approche virale (Rocha et 

al., 2015 ; Sardi et al., 2013) mais également par pharmacologie grâce à l’Ambroxol qui est actuellement 

en essai clinique dans le traitement de la MP (Mullin et al., 2020). L’induction de l’autophagie est une 

piste thérapeutique d’autant plus intéressante dans le cas de la MP puisqu’il a été montré que les 

processus autophagiques étaient nécessaires au développement des neurones DAergiques du 

mésencéphale ainsi que leur connectivité (Profes et al., 2020). Enfin, il a récemment été montré que 

l’induction de l’autophagie pourrait même être bénéfique chez des patients souffrant de dyskinésies 

liées à la prise prolongée de Levodopa (Feyder et al., 2021).  

 

 

 

 



INTRODUCTION 

88 

 

 V.3. Alpha-synucléine et autophagie 

 

  V.3.1. Dégradation de l’alpha-synucléine par autophagie 

 

Il a été décrit que l’α-syn peut être dégradée à la fois par le protéasome et l’autophagie (Webb 

et al., 2003). Ainsi, le blocage du protéasome peut entraîner l’accumulation de l’α-syn (Bennett et al., 

1999 ; McNaught et al., 2002 ; Tofaris et al., 2001 ; Webb et al., 2003 ; Xilouri et al., 2016). Toutefois, 

d’autres études n’ont pas réussi a montré le rôle de ce système dans la dégradation de l’α-syn (Ancolio 

et al., 2000 ; Rideout et al., 2001 ; Vogiatzi et al., 2008). En outre, il a été montré au sein de cellules 

neuronales que le protéasome ne serait pas essentiel à sa dégradation, contrairement à l’autophagie 

dont le blocage induit une accumulation plus importante de la protéine (Vogiatzi et al., 2008), jusqu’à 

son agrégation au sein des CLs (Cuervo, 2004 ; Vekrellis et al., 2011). De plus, le blocage de l’autophagie 

au sein de souris transgéniques délétées d’Atg7 induit une accumulation d’α-syn, notamment dans les 

terminaisons présynaptiques (Ahmed et al., 2012 ; Friedman et al., 2012 ; Sato et al., 2018). Il a également 

été montré que la colocalisation de l’α-syn avec LC3-II dans les CLs (Alvarez-Erviti et al., 2010 ; Dehay et 

al., 2010). Par ailleurs, l’autophagie pourrait prendre en charge à la fois l’α-syn intracellulaire mais aussi 

l’extracellulaire, qui peut être dégradée par les neurones mais aussi les cellules gliales (Stefanis et al., 

2019). L’importance de la voie autophagique a également pu être montrée par l’utilisation d’inhibiteur 

du lysosome, donnant lieu à une accumulation d’α-syn (Gao, 2019 ; Klucken et al., 2012 ; Lee et al., 2004 

; Paxinou et al., 2001 ; Webb et al., 2003). Enfin, des défauts d’autophagie ont également pu être associés 

à l’accumulation d’α-syn phosphorylée en S129 au sein de neurones DAergiques dérivés de fibroblastes 

de sujets souffrant d’une forme idiopathique de la MP (Drouin-Ouellet et al., 2021).  

 

L’α-syn intracellulaire peut être dégradée par la macroautophagie mais aussi la CMA, puisqu’elle 

contient le motif VKKDQ nécessaire à la reconnaissance par les protéines chaperonnes (Cuervo, 2004). Il 

a par ailleurs été montré que la baisse d’expression de LAMP2A entraîne une accumulation intracellulaire 

d’α-syn et de vacuoles autophagiques (Xilouri et al., 2016). Néanmoins, les formes phosphorylées de l’α-

syn, telle que la pS129, ou encore ses formes oligomériques ne pourraient pas être dégradées par CMA 

(Martinez-Vicente et al., 2008). La dégradation de l’α-syn par macroautophagie pourrait donc s’effectuer 

par compensation d’un défaut de CMA, et ceci a notamment été montré par mutation du motif de 

reconnaissance VKKDQ qui entraîne in fine l’activation de la macroautophagie (Massey et al., 2006 ; 

Vogiatzi et al., 2008 ; Xilouri et al., 2009). Au sein du lysosome, les cathepsines B, D et L participeraient à 

la dégradation de l’α-syn (McGlinchey & Lee, 2015). De façon intéressante, des études génétiques de la 

MP ont permis l’identification de variants de gènes codant pour les cathepsines B et D au sein d’études 

génétiques de la MP (Nalls et al., 2018 ; Robak et al., 2017). Le défaut d’activité des cathepsines pourrait 

alors affaiblir la fonctionnalité des lysosomes, qui ne pourraient plus dégrader l’α-syn, favorisant son 

agrégation et in fine sa propagation.  

 

Enfin, le blocage de l’autophagie empêche la dégradation de l’α-syn et, sans doute par 

compensation, favoriserait son exocytose et sa propagation cellule-à-cellule (Alvarez-Erviti et al., 2010 ; 
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Apetri et al., 2016 ; Fussi et al., 2018 ; Hoffmann et al., 2019 ; Jang et al., 2010). Bien qu’initialement dédié 

au maintien de l’intégrité cellulaire en réduisant la concentration d’α-syn intracellulaire, ce mécanisme 

compensatoire favoriserait également la propagation de l’α-syn et contribuerait ainsi à la progression 

de la MP. En outre, des modifications de la composition de la membrane du lysosome pourrait affecter 

l’internalisation de l’α-syn dans cet organite et donc également sa dégradation, favorisant ainsi son 

agrégation et/ou sa propagation (Alvarez-Erviti et al., 2011 ; Jiang et al., 2017). Cette perturbation de la 

composition de la membrane pourrait être permise par des mutations de GBA (Gan-Or et al., 2015). En 

outre, le récepteur LAMP2A, impliqué dans la CMA, nécessite une composition particulière de cette 

membrane afin d’être activé (Kaushik et al., 2006). GBA pourrait ainsi perturber la CMA, mais aussi 

d’autres formes d’autophagie en modifiant l’architecture du lysosome (Gan-Or et al., 2015). 

 

V.3.2. Blocage de l’autophagie par l’alpha-synucléine 

 

La surexpression de l’α-syn bloque la macroautophagie, notamment en empêchant la formation 

des autophagosomes (Winslow et al., 2010), et induit une accumulation lysosomale (Spencer et al., 2009). 

Toutefois, il a également été observé au sein de cellules exprimant l’α-syn que leur mise en contact avec 

des Pffs induit la formation d’autophagosomes mais qui s’accumulent dans la cellule, indiquant un défaut 

de leur recyclage (Tanik et al., 2013). Par ailleurs, il a été montré que l’expression de l’α-syn sous sa forme 

sauvage ou mutée A53T au sein de divers modèles cellulaires, dont des neurones corticaux primaires, 

réduit significativement l’activité de la GCase, induisant une accumulation des substrats lysosomaux 

(Mazzulli et al., 2016). De plus, les mutations A53T et A30P peuvent perturber la dégradation lysosomale 

associée à l’autophagie, en se liant à la membrane du lysosome et empêchant ainsi leur prise en charge 

dans cet organite (Cuervo, 2004). De même, ces formes mutées de l’α-syn peuvent se lier à LAMP2A 

avec une plus forte affinité que sous sa forme sauvage, bloquant alors la CMA (Cuervo, 2004 ; Vogiatzi 

et al., 2008 ; Xilouri et al., 2009). Le blocage de la CMA a également pu être observé chez des souris 

surexprimant l’α-synA53T, favorisant ainsi la synucléinopathie (Pupyshev et al., 2018). En outre, 

l’environnement spécifique des neurones DAergiques, dont la DA oxydée interagit avec l’α-syn et la 

modifie, favoriserait le blocage de la CMA (Martinez-Vicente et al., 2008), facilitant ainsi la formation 

d’oligomères insolubles d’α-syn (Vogiatzi et al., 2008). Il a également été décrit que la présence 

d’inclusions contenant de l’α-syn réduit l’activité autophagique, notamment en amenuisant la 

maturation des autophagosomes ainsi que leur fusion avec les lysosomes (Button et al., 2017). De plus, 

l’exposition de neurones corticaux primaires issus de souris surexprimant l’α-syn avec des agrégats pré-

fibrillaires de cette même protéine induit la formation d’une structure intracellulaire similaire aux CLs qui 

ne peut pas être dégradée par autophagie, notamment à cause d‘un défaut d’élimination des 

autophagosomes (Tanik et al., 2013). De plus, l’accumulation d’agrégats d’α-syn peut induire une rupture 

de la membrane lysosomale due à une trop grande accumulation de substrats ainsi qu’à la formation de 

pores par les oligomères d’α-syn (Fusco et al., 2014 ; Stefanovic et al., 2015). Néanmoins, la mécanistique 

sous-tendant le blocage de l’autophagie par l’α-syn reste toujours mal-comprise. Un des mécanismes 

possibles réside dans l’inhibition de Rab1a, perturbant ainsi la localisation d’Atg9 qui participe 

notamment à l’élongation du phagophore (Fujikake et al., 2018 ; Winslow et al., 2010). Enfin, il a été 
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récemment montré que l’α-syn perturbe la maturation des autophagosomes en compromettant la 

stabilisation du réseau d’actine (Sarkar et al., 2021). 

 

 V.4. LRRK2 et autophagie 

 

V.4.1. Dégradation de LRRK2 par autophagie  

 

LRRK2 détient plusieurs motifs KFERQ de reconnaissance par la CMA (notamment dans sa région 

aminoterminale), suggérant sa dégradation par ce processus (Orenstein et al., 2013). La baisse 

d’expression de LAMP2A augmente l’expression intracellulaire de LRRK2, suggérant que cette dernière 

peut être dégradée par la CMA (Orenstein et al., 2013). Cette dégradation serait perturbée en cas de 

mutation G2019S (Orenstein et al., 2013). De plus, LRRK2 peut aussi être dégradée par macroautophagie, 

puisqu’il a été montré l’accumulation de la protéine au sein de souris transgéniques délétées d’Atg5 ou 

Atg7 (Friedman et al., 2012). Ainsi, il est envisageable que toute perturbation des voies de dégradation 

de LRRK2 pourrait exacerber ses effets toxiques.  

 

V.4.2. Régulation de l’autophagie par LRRK2 

 

 En premier lieu, le rôle de LRRK2 dans l’autophagie est suggéré par sa localisation aux 

membranes des autophagosomes, des autolysosomes et des lysosomes (Alegre-Abarrategui et al., 2009 

; Dodson et al., 2012 ; Higashi et al., 2009 ; Orenstein et al., 2013). De plus, une première étude en 2006 

a montré que des neurones corticaux primaires surexprimant LRRK2G2019S présentent une accumulation 

de corps multivésiculaires ainsi que des lysosomes gonflés (MacLeod et al., 2006). Il a également été 

observé par analyses post-mortem que les cerveaux de patients atteints de la MP et porteurs de 

LRRK2G2019S présentent des défauts d’autophagie (Mamais et al., 2018). Enfin, par analyse du 

transcriptome de C. elegans, il a été montré que certains gènes régulant l’autophagie étaient également 

régulés par LRRK2 (Ferree et al., 2012). Cependant, bien qu’il semble avéré que LRRK2 ait un impact sur 

l’autophagie, son rôle au sein du processus reste mal compris et apparait contradictoire au sein de la 

littérature. 

 

D’un côté, LRRK2 pourrait favoriser le processus. Ceci a notamment été montré chez le 

nématode C. elegans dont la surexpression de LRRK2 humaine (ou d’une forme mutante invalidant son 

activité kinase) promeut l’autophagie (Saha et al., 2015). Des modulations de l’autophagie ont également 

pu être observées au sein des cellules folliculaires de drosophile, dont l’orthologue de LRRK2 se lie à 

Rab7 et LAMP1 sur les endosomes tardifs et les lysosomes, favorisant ainsi la maturation et la 

fonctionnalité de ces organites (Dodson et al., 2012, 2014). De plus, la sous-expression de LRRK2 au sein 

de macrophages et de la microglie freine le processus, et l’utilisation d’inhibiteur de l’activité kinase de 

LRRK2 empêche l’élimination des agrégats protéiques, indiquant une probable défaillance de 

l’autophagie (Schapansky et al., 2014). De même, l’invalidation de LRRK2 chez la souris induit une 
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accumulation de vacuoles de dégradation associée à une altération de l’expression de p62 et LC3-II au 

sein des cellules rénales chez ces souris âgées, suggérant une dérégulation des voies autophagiques 

(Tong et al., 2010). En outre, l’invalidation de l’orthologue de LRRK2 chez la drosophile induit un blocage 

de l’autophagie, avec une dysmorphie des endosomes précoces et une accumulation d’autophagosomes 

(Dodson et al., 2014). Par ailleurs, le rôle de LRRK2 dans l’autophagie a également été caractérisé en lien 

avec sa mutation G2019S. Ainsi, cette dernière a été associée à une augmentation du nombre 

d’autophagosomes dans le soma et les neurites, indiquant une potentielle induction du processus au 

sein de cellules SH-SY5Y (Plowey et al., 2008). De plus, il a été observé au sein de fibroblastes de patients 

porteurs de LRRK2G2019S une augmentation de LC3, LAMP2 et Beclin1 ainsi qu’une diminution de p62, 

suggérant une induction de l’autophagie mais qui serait dans ce cas liée à une augmentation de la 

cytotoxicité (Bravo-San Pedro et al., 2013). LRRK2 pourrait également phosphoryler p62, et d’autant plus 

en cas de mutation G2019S (Kalogeropulou et al., 2018). Bien que la phosphorylation de p62 soit 

associée à l’initiation de l’autophagie (Liu et al., 2016), cet effet de LRRK2 semble in fine favoriser la 

neurotoxicité (Kalogeropulou et al., 2018). Il est intéressant de constater que l’exposition de fibroblastes 

issus de patients porteurs de LRRK2G2019S au MPP+ permet d’induire l’autophagie, suggérant l’importance 

de facteurs environnementaux sur la pathogenicité de LRRK2 (Yakhine-Diop et al., 2014). Enfin, 

LRRK2G2019S pourrait favoriser la mitophagie (Su et al., 2015). LRRK2G2019S permettait l’induction de 

l’autophagie par la voie MAPK / ERK (Extracellular signal-regulated kinase) (Bravo-San Pedro et al., 2013; 

Pedro et al., 2012). LRRK2 régulerait aussi l’autophagie indépendamment de la voie mTOR (Manzoni et 

al., 2016). En outre, LRRK2 favoriserait la formation d’autophagosomes en activant la voie de 

signalisation liée à l’AMPK et dépendante du calcium (Gómez-Suaga et al., 2012).  

 

D’un autre côté, il se pourrait que LRRK2 régule négativement le processus d’autophagie. La 

réduction de l’expression de LRRK2 a été associée à une induction du processus (Alegre-Abarrategui et 

al., 2009; Manzoni et al., 2016). Au sein de neurones primaires, LRRK2 sous sa forme WT ou G2019S 

inhibe la production d’autophagosomes, indépendamment de son activité kinase (Wallings et al., 2019). 

La dérégulation de l’autophagie par LRRK2 a également été observée au sein de CSPi issues de patients 

porteurs de LRRK2G2019S et différenciées en neurones DAergiques, qui présentent une accumulation de 

vacuoles autophagiques liée à un défaut de leur élimination (Sánchez-Danés et al., 2012). Cette 

accumulation d’autophagosomes a aussi pu être observée au sein de cellules SH-SY5Y surexprimant 

LRRK2G2019S, associée à une diminution d’autolysosomes (suggérant une défaillance de l’étape de fusion) 

ainsi que des lysosomes à activité insuffisante due à un défaut d’expression de cathepsines B 

(Obergasteiger et al., 2019). De plus, des neurones primaires exprimant LRRK2G2019S présentent des 

lysosomes dysfonctionnels avec une morphologie anormale (Schapansky et al., 2018). Ainsi, l’activité 

kinase de LRRK2 apparait essentielle au blocage de l’autophagie, puisque l’utilisation d’inhibiteur de 

cette fonction permet d’inverser les dysfonctions autophagiques induite par LRRK2 (Bravo-San Pedro et 

al., 2013 ; Manzoni et al., 2013 ; Saez-Atienzar et al., 2014). En outre, des souris transgéniques LRRK2G2019S 

présentent une augmentation de la taille des vacuoles autophagiques, du nombre d’autophagosomes 

ainsi que des mitochondries endommagées au sein de leur ST (Ramonet et al., 2011). De la même façon, 

des souris âgées ayant cette même mutation présentent une diminution de la libération de DA, une 
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accumulation de mitochondries anormales et d’autophagosomes ainsi qu’un dysfonctionnement des 

lysosomes (Henry et al., 2015; Yue et al., 2015). Plus récemment, il a été montré que LRRK2G2019S altère 

l’autophagie neuronale en perturbant le transport des autophagosomes (Boecker et al., 2021). Outre leur 

transport, la maturation des autophagosomes semble également altérée au sein de fibroblastes de 

patients porteurs de LRRK2G2019S (Korecka et al., 2019). De plus, LRRK2 apparait réguler le trafic, la 

morphologie mais aussi l’activité des lysosomes (Eguchi et al., 2018 ; Kuwahara et al., 2016). Il a 

notamment été montré que des mutations de LRRK2 pouvait engendrer la formation d’agrégats 

périnucléaires de lysosomes, en lien avec la sur-phosphorylation de Rab7 (Hockey et al., 2015). L’impact 

de LRRK2 sur les lysosomes se retrouve également dans la diminution de l’expression des protéines 

lysosomales (GCase, LAMP2A ou encore ATP13A2) chez des patients porteurs de mutations de LRRK2 

(Zhao et al., 2018). De plus, il a été décrit que LRRK2 interagit avec la sous-unité A1 de la pompe 

vacuolaire ATPase à protons, présente à la membrane du lysosome, et régule ainsi les fonctions de cet 

organite (Wallings et al., 2019). Remarquablement, le gène ATP6V0A1 (ATPase H+ Transporting V0 

Subunit A1) codant pour cette pompe a été identifié comme facteur de risque au développement de la 

MP (Chang et al., 2017). Par ailleurs, LRRK2 peut également bloquer d’autres formes d’autophagie, 

notamment la CMA - résultant en une induction compensatoire de la macroautophagie (Orenstein et 

al., 2013) - mais aussi la mitophagie (Bonello et al., 2019 ; Korecka et al., 2019 ; Wauters et al., 2019). 

Enfin, le rôle de LRRK2 dans l’autophagie peut être relié à son impact sur les protéines de la famille des 

Rab GTPases, puisque plusieurs de ses membres sont des substrats de LRRK2 (Ito et al., 2016 ; Steger et 

al., 2016, 2017) et également puisqu’un ensemble de ces protéines prennent part à la régulation de 

l’autophagie (Dou et al., 2013 ; Feldmann et al., 2017 ; Zoppino et al., 2010). Il a notamment été observé 

que LRRK2 peut diminuer l’activité de Rab7, induisant un défaut de maturation des endosomes tardifs 

et ainsi un retard du trafic essentiel aux voies de dégradation (Gómez-Suaga et al., 2014). De plus, il a 

été caractérisé que Rab29 (également nommé Rab7L1) est un facteur de risque au développement de la 

MP (Gan-Or et al., 2012) et peut recruter LRRK2 aux lysosomes en surcharge, phosphorylant ainsi d’autres 

membres de la famille Rab comme Rab8 et Rab10 afin de maintenir l’homéostasie lysosomale (Eguchi 

et al., 2018). Toutefois, d’autres études tendent à indiquer que le partenariat Rab29-LRRK2 contribuerait 

à la pathogenèse de la MP en perturbant le processus autophagique (Purlyte et al., 2018).  

 

Finalement, il apparait que la sous-expression de LRRK2 a pu être associée à la fois à l’induction 

de l’autophagie (Alegre-Abarrategui et al., 2009), à son blocage (Schapansky et al., 2014) ou encore n’a 

eu aucun effet sur le processus (Manzoni et al., 2016 ; Orenstein et al., 2013). Cette contradiction 

concernant le rôle de LRRK2 dans l’autophagie peut s’expliquer à différents niveaux, du modèle d’étude 

utilisé aux différentes conditions expérimentales mises en œuvre en passant par les paramètres analysés. 

Un exemple concret porte sur une étude de 2012 montrant l’influence de l’âge des animaux utilisés 

comme modèle d’étude : la perte de LRRK2 n’a pas d’effet sur l’autophagie rénale chez la souris de 1 

mois alors qu’elle est associée à un effet inducteur à 7 mois, mais ce qui n’est plus le cas à 20 mois (Tong 

et al., 2012). De plus, dans le cas d’une sous-expression de LRRK2, il est important de rappeler qu’il 

pourrait exister des effets compensatoires par LRRK1, et ceci a notamment été montré par une double 

invalidation de LRRK1 et LRRK2 chez la souris qui a induit une dérégulation des processus autophagiques 
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et lysosomaux liée à l’âge, alors que ce n’est pas le cas en cas d’invalidation de LRRK1 ou LRRK2 

seulement (Giaime et al., 2017). Ainsi, la régulation de l’autophagie par LRRK2 s’avère complexe et sa 

caractérisation peut s’avérer biaisée par une multitude de paradigmes expérimentaux. Cette complexité 

est d’autant plus soulignée par une étude de 2018 montrant que des fibroblastes issus de patients 

porteurs de LRRK2G2019S et manifestant des symptômes de la MP présentent des altérations de 

l’autophagie, ce qui n’est pas le cas des fibroblastes de patients porteurs de LRRK2G2019S et 

asymptomatiques dont l’autophagie apparait régulée à la hausse (Juárez-Flores et al., 2018). Le rôle de 

LRRK2 sur le processus autophagique, et du moins sa résultante sur le développement de la MP, serait 

alors dépendant d’autres facteurs.  

 

 V.5. Alpha-synucléine, LRRK2 et autophagie 

 

V.5.1. Effet de LRRK2 sur la dégradation par autophagie de l’alpha-

synucléine 

 

Des données obtenues in vitro et in vivo montrent que LRRK2G2019S peut perturber le processus 

autophagique, induisant in fine l’accumulation d’α-syn (Alegre-Abarrategui et al., 2009 ; Greggio et al., 

2009 ; Orenstein et al., 2013). Comme décrit précédemment, LRRK2G2019S réduit la fonctionnalité de la 

CMA et prévient ainsi la translocation des substrats (tels que l’α-syn) au lysosome (Orenstein et al., 2013). 

Par ailleurs, il a été montré que le pH des lysosomes striataux des souris LRRK2G2019S est moins acide et 

que le flux autophagique de cette région est réduit en lien avec une accumulation de l’α-syn endogène, 

cet effet étant inversé par inhibition de l’activité kinase de LRRK2 (Schapansky et al., 2018). De plus, cette 

inhibition permet d’induire la formation d’autolysosomes, favorisant la dégradation de l’α-syn endogène 

phosphorylée sur la S129 (Obergasteiger et al., 2019). Cela suggère que LRRK2G2019S pourrait perturber 

l’élimination de l’α-syn en altérant notamment la fonctionnalité des lysosomes, de façon kinase-

dépendante. En association avec le vieillissement, LRRK2 pourrait favoriser le blocage de l’autophagie et 

ainsi amoindrir l’élimination de l’α-syn qui, avec l’âge et d’autant plus en cas de mutation A53T, est plus 

stable et dont l’expression augmente dans la SNpc (Li et al., 2004). Ceci est d’autant plus le cas car, 

comme décrit précédemment, l’expression de la GCase est diminuée chez des patients porteurs de 

mutations de LRRK2 (Zhao et al., 2018) et il a également été montré que des cellules déficientes en 

GCase favorisait le relargage de fibrilles d’α-syn (Gegg et al., 2020). La dérégulation de l’autophagie 

représenterait ainsi un facteur aggravant dans l’étiologie de la MP (Johnson et al., 2019), et notamment 

puisqu’il a été montré qu’elle précéderait la perte neuronale (Giaime et al., 2017). 

 

V.5.2. Effet conjoint de l’alpha-synucléine et LRRK2 sur le blocage de 

l’autophagie 

  

Comme décrit précédemment, il apparait qu’à la fois l’α-syn et LRRK2 peuvent bloquer le 

processus autophagique (Figure 25). D’une part, il est envisageable que ces deux protéines agissent sur 
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la même étape, comme par exemple l’étape de fusion autophagosome-lysosome, ou alors à deux étapes 

différentes, induisant in fine une interruption du processus. D’autre part, il se peut que le blocage de 

l’autophagie favorise la pathogénicité de l’α-syn et de LRRK2. Il a notamment été suggéré que les 

dérégulations de l’autophagie pourraient contribuer à la neurotoxicité associée à LRRK2 puisque la 

suppression d’éléments clés comme LC3 ou Atg7 prévient le raccourcissement des neurites induit par 

l’expression de LRRK2G2019S (Plowey et al., 2008). Un des mécanismes envisageables est alors le blocage 

de l’autophagie par l’α-syn, ce qui favoriserait ainsi le rôle délétère de LRRK2 au sein de la cellule.  

 

D’une part, l’α-syn et LRRK2 ont toutes deux été décrites comme pouvant être dégradées par la 

CMA (Cuervo, 2004 ; Orenstein et al., 2013 ; Vogiatzi et al., 2008). Par ailleurs, à la fois LRRK2 mais 

également de forts taux d’expression et/ou des formes aberrantes de l’α-syn peuvent inhiber la CMA 

(Cuervo, 2004 ; Orenstein et al., 2013). Ceci pointe alors leur rôle conjoint dans la toxicité cellulaire si une 

compensation de la CMA défaillante n’est pas mise en place. Egalement, elles peuvent interagir avec 

LAMP2A et, de plus, une diminution de l’expression de cette dernière induit une accumulation 

intracellulaire de l’α-syn et LRRK2 sous sa forme sauvage, mais pas de sa forme mutée G2019S (Xilouri 

et al., 2016). Ainsi, la présence concomitante de LRRK2WT et de l’α-synA53T à la membrane lysosomale 

exacerberait le blocage de la CMA, qui pourrait alors favoriser la toxicité liée à l’accumulation d’α-syn 

(Orenstein et al., 2013). D’autre part, le blocage conjoint de l’α-syn et LRRK2 sur la macroautophagie a 

pu être observé chez le nématode, où la co-expression de l’α-synA53T avec LRRK2G2019S induit un blocage 

du flux autophagique plus important qu’en cas de co-expression avec le LRRK2WT (Saha et al., 2013).  

 

Enfin, le lien entre l’autophagie, l’α-syn et LRRK2 peut se trouver au niveau de Rab7. En effet, 

cette dernière joue un rôle dans le trafic des autophagosomes et lysosomes, elle en favorise également 

leur fusion et régule aussi la maturation des endosomes (Bucci et al., 2000 ; Jager, 2004). De plus, il a été 

montré qu’elle favorise l’élimination de l’α-syn (Dinter et al., 2016). Comme mentionné en amont, Rab7 

interagit avec LRRK2. Ainsi, le blocage conjoint de l’α-syn et LRRK2 dans l’autophagie pourrait se 

produire via un mécanisme dépendant de Rab7, interférant par exemple avec le trafic des 

autophagosomes et/ou l’étape de dégradation.  
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Figure 25 : Effet conjoint de l’alpha-synucléine et LRRK2 dans le blocage de l’autophagie 

Cette figure récapitule les principales données énoncées précédemment montrant le rôle commun de l’α-syn et LRRK2 dans le 

blocage de l’autophagie (réalisée via BioRender)
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OBJECTIF DE THÈSE 
 

 

Les recherches que nous avons conduites pour cette thèse se sont fondées sur des études 

antérieures réalisées au sein de notre équipe, au cours de la thèse de Noémie Cresto. Ces résultats 

montraient que le domaine kinase de LRRK2G2019S, compris dans un fragment carboxyterminal nommé 

ΔLRRK2G2019S, est essentiel et suffisant à induire une neurotoxicité DAergiques in vivo (Cresto et al., 2020), 

via une approche d’injection stéréotaxique d’AAV. Le fragment ΔLRRK2G2019S de 140 kDa contient les 

domaines ROC-COR, kinase et WD40 de LRRK2. Près de six mois après l’injection des AAV codant pour 

ΔLRRK2G2019S, les rats présentaient une neurodégénérescence DAergique significative, alors que les 

animaux ayant reçu l’AAV codant ΔLRRK2WT présentaient un nombre de neurones DAergiques similaire 

à celui mesuré chez les rats témoins du même age.  

 

D’autre part, Noémie Cresto a caractérisé l’impact de l’expression de ΔLRRK2G2019S sur la toxicité 

liée à l’α-syn. Comme indiqué en Introduction (en partie IV), de nombreuses données de la littérature 

corroborent l’idée d’une possible interaction fonctionnelle entre ces deux protéines liées à la MP. Afin 

de reproduire au mieux un modèle de synucléinopathie, des rats ont été injectés par stéréotaxie à l’aide 

d’AAV permettant l’expression de l’α-synA53T dans la SNpc, notamment puisqu’il a été décrit que cette 

mutation induisait une perte DAergique bien plus rapide que la forme sauvage de la protéine (Volpicelli-

Daley et al., 2016). D’une part, près de trois mois après l’injection, la co-expression de l’α-synA53T avec la 

GFP (un contrôle de charge virale) a permis l’obtention d’une mort DAergique modérée mais 

significativement plus importante en comparaison avec les animaux contrôle injectés avec du PBS 

(Phosphate Buffer Saline) seul (Figure 26). D’autre part, la co-expression de l’α-synA53T avec ΔLRRK2G2019S 

exacerbe cette mort neuronale, qui apparait alors significativement plus importante qu’en cas de co-

injection de l’α-syn avec la GFP (Figure 26). Ainsi, LRRK2G2019S permet d’amplifier les effets neurotoxiques 

de l’α-synA53T, par un mécanisme apparemment dépendant de son activité kinase. L’ensemble de ces 

données ont permis de confirmer in vivo l’existence d’une interaction fonctionnelle entre l’α-syn et 

LRRK2, et fait l’objet d’un article récemment publié (Cresto et al., 2021). Dans ce contexte, nous avons 

cherché à déterminer les mécanismes responsables de la potentialisation de cette toxicité liée à l’α-syn.  

 

Figure 26 : ΔLRRK2G2019S favorise les effets 

neurotoxiques de l’α-synA53T. 

A. Représentation d’immunohistochimie de la tyrosine 

hydroxylase (TH) réalisée sur des coupes de cerveaux de rats, 

15 semaines post-injection dans la SNpc de l’α-synA53T avec 

la GFP ou ΔLRRK2G2019S, ou du PBS. Barre d’échelle = 400µm. 

B. Quantification des cellules TH-positives dans la SNpc de 

rats. Les animaux contrôle ont été injectés avec du PBS. 

Moyenne +/- SEM ; N=7-13 animaux/groupe ; ANOVA puis 

test post-hoc PLSD. 
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Ma thèse a donc eu pour objectif principal de mieux comprendre les mécanismes cellulaires et 

moléculaires de cette interaction fonctionnelle entre l’α-syn et la forme entière de LRRK2, et surtout 

d’élucider comment la mutation LRRK2G2019S pouvait moduler les effets neurotoxiques de l’α-syn. 

Comme cité en Introduction, cette coopération entre les deux protéines pourrait impliquer de multiples 

processus cellulaires. En particulier, il nous a semblé particulièrement intéressant de focaliser nos études 

sur l’autophagie, dont le rôle dans la physiopathologie de la MP et plus généralement des MNDs est 

suggéré. Selon la littérature, l’α-syn et LRRK2 ont une influence sur les processus autophagiques, mais 

leur participation conjointe dans la régulation de l’autophagie reste mal comprise. Ainsi, une meilleure 

compréhension de l’interaction entre l’α-syn et LRRK2 dans les mécanismes de l’autophagie permettrait 

de mieux comprendre la physiopathologie de la MP, mais aussi de discriminer de potentielles nouvelles 

cibles thérapeutiques dans le traitement de cette pathologie. 

 

Les résultats de cette thèse se sont organisés autour de deux axes majeurs. Premièrement, nous 

avons analysé l’impact de l’α-synA53T et/ou LRRK2WT/G2019S/DK sur les processus autophagiques, en ayant 

pour but de décrypter les étapes que ces protéines pourraient perturber. Deuxièmement, nous avons 

examiné comment LRRK2 pourrait agir sur une forme décrite comme pathologique de l’α-syn, la forme 

phosphorylée sur la Ser129, avec une potentielle dépendance aux voies de dégradation cellulaires. Enfin, 

dans un troisième axe plus préliminaire, nous avons étudié l’impact de l’α-synA53T et LRRK2WT/G2019S/DK sur 

l’interdépendance entre l’autophagie et le protéasome.  
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MATÉRIEL ET MÉTHODES 
 

Culture primaire de neurones corticaux de rat 

 

Des rattes gestantes provenant de Charles River Laboratories ont été anesthésiées à l’isoflurane 

puis sacrifiées par une dose léthale de phénobarbital. Les embryons ont ainsi été extraits des cornes 

utérines au stade embryonnaire E17 et leur tête a été récupérée. Une fois extrait de la boite crânienne, 

les cerveaux sont disséqués dans de l’HBSS (Hank’s Balanced Salt Solution) supplémenté de 10mM 

d’HEPES afin d’isoler les deux cortex de chaque embryon. Ils sont ensuite digérés enzymatiquement 

pendant dix minutes à 37°C avec de la trypsine à 0,025% dans de l’HBSS-HEPES. La trypsine est ensuite 

inactivée par ajout d’1mL de SVF (Sérum de Veau Fœtal) puis trois lavages dans 5mL d’HBSS-HEPES ont 

été effectués. Les cortex ont ensuite été dissociés mécaniquement en faisant dix allers-retours à l’aide 

d’une pipette de 5mL. Les neurones ainsi isolés ont été dénombrés à l’aide d’un compteur de cellules 

LUNA (Logos Biosystems) puis ont été ensemencés dans du NB27 – Neurobasal™ (ThermoFisher) 

supplémenté avec 2% de B27 (ThermoFisher), de 1% de glutamax (ThermoFisher), de 1% de pénicilline 

et de streptomycine (ThermoFisher) – au sein de plaques de culture recouvertes au préalable de poly-L-

lysine 1mg/mL (Sigma-Aldrich). Suivant les analyses effectuées a posteriori, les neurones ont été 

ensemencés à une densité cellulaire de 1 000 000 cellules / puits (3mL) en plaque 6 puits, 500 000 

cellules / puits (1,5mL) en plaque 12 puits et 250 000 cellules / puits (0,8mL) en plaque 24 puits. Pour 

effectuer les analyses en microscopie à fluorescence, les neurones sont ensemencés sur des lamelles en 

verre. Les neurones sont maintenus à 37°C dans un incubateur en atmosphère humide et avec 5% de 

CO2. Puis, cinq jours après l’ensemencement soit DIV5 (Day in Vitro 5), la moitié du milieu de culture a 

été remplacé par un volume équivalent de milieu BrainPhys™ (Stem Cell Technologies) (Bardy et al., 

2015) supplémenté avec 2% de SM1 (Stem Cell Technologies). Ce changement de milieu est de nouveau 

effectué à DIV8.  

 

Culture primaire d’astrocytes corticaux de rat 

 

Les cultures primaires d’astrocytes sont effectuées de la même manière que pour les cultures 

primaires de neurones corticaux cités ci-dessus. Cependant, après l’étape de dissociation, les cellules ont 

été ensemencées dans des boites de culture de 10cm de diamètre, dans du DMEM (Dulbecco's Modified 

Eagle Medium, Gibco) supplémenté de 20% de SVF, à raison de 10mL par boîte. Les astrocytes primaires 

sont ainsi maintenus à 37°C dans un incubateur en atmosphère humide et avec 5% de CO2. Le lendemain 

de l’ensemencement, les boites ont été lavées avec du PBS afin d’enlever le maximum de débris 

cellulaires et le milieu a été remplacé par du milieu frais. Le milieu est changé par du milieu frais tous les 

trois à quatre jours. Une fois qu’elles ont atteint 100% de confluence (au bout d’une dizaine de jours), 

les astrocytes primaires ont été passés à l’aide d’une solution de trypsine. Une fois l’ensemble des 

astrocytes primaires détachés de la surface, la trypsine est inactivée par ajout de 9mL de DMEM-SVF20%. 
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La boîte a ensuite été lavée avec ce même DMEM-SVF20% afin de récupérer le maximum d’astrocytes 

pouvant être restés accrochés, puis dix aller-retours à la pipette de 10mL ont été effectués afin de 

dissocier mécaniquement les cellules. Les astrocytes sont alors ensemencés dans de nouvelles boîtes de 

culture de 10cm de diamètre ou au sein de plaques 6 puits (à raison de 2mL par puits) ou 24 puits (à 

raison de 0,5mL par puits, avec ensemencement sur lamelles en verre). Les traitements en vue d’analyses 

sont alors réalisés lorsque les astrocytes primaires ont atteint environ 80% de leur confluence, après 

avoir été passés jusqu’à deux fois maximum.  

 

Transduction des neurones primaires par des vecteurs 

lentiviraux 

 

 Les vecteurs lentiviraux utilisés ont été produits au sein de cellules HEK293T (Human Embryonic 

Kidney 293T), via un système à quatre plasmides (Hottinger et al., 2000). Les vecteurs VIH-1 (Virus de 

l’Immunodéficience Humaine) ont été pseudotypés avec la protéine VSV-G (Vesicular stomatitis virus G). 

Les vecteurs lentiviraux ont été concentrés par ultracentrifugation, puis resuspendus dans du PBS avec 

1% de BSA (Bovine Serum Albumine). Enfin, le contenu en particules virales a été déterminé par mesure 

des antigènes p24 –RETROtek (Gentaur) et les stocks ont été gardés à -80°C.  

 

A DIV1, les neurones primaires ont été transduits avec des vecteurs lentiviraux regroupés dans 

le Tableau 2. Exprimé sous le promoteur PGK (Phosphoglycerate kinase), LacZ est utilisé en tant que 

contrôle de charge virale et permet d’évaluer de potentielles variations dues à l’effet de la transduction 

en elle-même. L’α-synA53T et LRRK2WT/G2019S/DK, protéines humaines exprimées sous le promoteur CBA 

(Chicken β-Actin), sont utilisées seules ou en combinaison. La forme mutante DK de LRRK2 présente une 

double mutation (G2019S et D1994A) qui invalide son activité kinase. Trois jours après la transduction 

(soit à DIV4), la totalité du milieu NB27 a été changée par du milieu frais.  

 

Tableau 2 : Vecteurs lentiviraux utilisés pour la transduction des neurones primaires 

Gène transduit Protéine associée Construction Quantité transduite 

(pour 100 000 cellules) 

LacZ LacZ SIN-cPPT-PGK-nls-LacZ-WHV 10 ou 20ng 

SNCA (A53T) α-synA53T pLVi-CBA-SNCA-A53T-WPRE 10ng 

LRRK2 (WT) LRRK2WT pLVi-CBA-LRRK2-WT-WPRE 20ng 

LRRK2 (G2019S) LRRK2G2019S pLVi-CBA-LRRK2-G2019S-WPRE 20ng 

LRRK2 (DK) LRRK2DK pLVi-CBA-LRRK2-DK-WPRE 20ng 

GFP-LC3 GFP-LC3 SIN-cPPT-CBA-GFP-LC3-WHV 10ng 
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Traitements 

 

Les contrôles ont été réalisés dans le milieu d’origine des neurones primaires qui a été récupéré 

avant le traitement, additionné du volume équivalant (en DMSO notamment) à celui requis pour le 

traitement.  

 

Privation nutritive 

A DIV14 et après deux lavages à l’EBSS (Earle's Balanced Salt Solution, Sigma), les neurones 

primaires ont été privés en nutriments par incubation pendant 4 heures dans de l’EBSS. Ce milieu est 

dépourvu en AA et contient peu de glucose (1g/L contre 4,5g/L pour le milieu NB27). 

 

Blocage du flux autophagique 

Le blocage du flux autophagique a été effectué en traitant les neurones primaires à DIV14 

pendant 4 heures avec de la Bafilomycine A1 (BafA1 ; Sigma #SML1661) à 100nM. La BafA1 est un 

inhibiteur de la pompe à protons ATPase de type vacuolaire et lysosomale (V-ATPase) et prévient ainsi 

l’acidification des autolysosomes, inhibant ainsi la fusion autophagosome - lysosome et donc stoppe le 

flux autophagique (Klionsky et al., 2021). 

 

Inhibition du protéasome 

 L’inhibition du protéasome a été réalisée en traitant les neurones primaires à DIV14 pendant 

quatre heures avec de la Lactacystine (Lacta ; Sigma #L6785) à 5µM.  

 

Inhibition de l’activité kinase de LRRK2 

 L’inhibition de l’activité kinase de LRRK2 a été effectuée en traitant les neurones primaires à 

DIV13 avec du MLi2 (TOCRIS #5756) à 300nM pendant vingt-quatre heures.  

 

Immunoempreinte 

 

Extraction protéique 

Toute la manipulation a été effectuée sur la glace avec du matériel préalablement refroidi à 4°C 

dans la glace. Après élimination du milieu de culture, les cellules ont été lavées avec 1mL de PBS froid. 

L’extraction des protéines a été effectuée en grattant les neurones dans 100µL de tampon de lyse (Tris 

pH8,0 50mM ; NaCl 150mM ; NP40 1%) additionné d’1% d’un cocktail d’inhibiteurs de protéases (Sigma-

Aldrich), 1% d’un cocktail d’inhibiteurs de phosphatases (Sigma-Aldrich), et 1% de PMSF (Phenyl Methyl 

Sulfonyl Fluoride) 1mM. Le lysat obtenu a été centrifugé à 15000g pendant 10 minutes à 4°C, puis le 

surnageant contenant les protéines solubles a été récupéré. 
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Dosage protéique 

Les concentrations protéiques ont été déterminées suivant la méthode du Biuret, en utilisant le 

kit de dosage BCA (ThermoFisher). La lecture colorimétrique a été effectuée sur un lecteur de plaque 96 

puits à 562 nm (Safas). 

 

Electrophorèse sur gel et Transfert 

Les extraits protéiques ont été déposés sur des gels pré-coulés 4-20% SDS-polyacrylamide 

Protean TGX Stain Free (BioRad), à raison de 10 μg de protéines totales. Après migration, le transfert a 

été réalisé sur une membrane de nitrocellulose à l’aide de l’appareil Trans-Blot® Turbo™ Transfer System 

(BioRad). 

 

Immunomarquage et Révélation 

Après transfert, la membrane de nitrocellulose a été récupérée et marquée au rouge Ponceau 

pour vérifier la qualité du transfert. Ensuite la membrane a été incubée, pendant 1 heure sous agitation 

à température ambiante, dans une solution de TBS (Tris-Buffered Saline) + Tween20 0,1% (TBS-T) 

contenant 5% de lait écrémé afin de bloquer les sites aspécifiques. S’en est suivi l’incubation sur la nuit 

à 4°C et sous agitation dans du TBS-T + lait écrémé 5% avec les anticorps primaires indiqués dans le 

Tableau 3. Après trois lavages dans du TBS-T, les membranes ont été incubées pendant 1 heure à 

température ambiante sous agitation avec les anticorps secondaires couplés à l’HRP (Horseradish 

Peroxidase) dans du TBS-T (Tableau 3). A la suite de trois lavages en TBS-T, les membranes ont été 

incubées avec le réactif de chimioluminescence ECL (Clarity® Western ECL Substrate, Bio-Rad) et 

révélées à l’aide de l’appareil Fusion FX7 (Fisher).  

 

Tableau 3 : Liste des anticorps primaires (et de leurs anticorps secondaires associés) utilisés en 

immunoempreinte 

Cible de l’anticorps 

primaire (et poids 

moléculaire associé) 

Hôte Dilution Référence 
Cible de l’anticorps 

secondaire 
Hôte Dilution Référence 

α-synucléine 

(15 kDa) 
Souris 1/5000 

Thermo Fisher 

#388100 
Souris Chèvre 1/5000 

Invitrogen 

#A16011 

GFAP 

(50 kDa) 
Lapin 1/3000 

Dako 

#Z0334 
Lapin Chèvre 1/5000 

Invitrogen 

#A16023 

GAPDH 

(38 kDa) 
Souris 1/2000 

Merck Millipore 

#MAB274 
Souris Chèvre 1/5000 

Invitrogen 

#A16011 

LC3B 

(18 – 16 kDa) 
Lapin 1/1000 

Novus  

#NBP-246892 
Lapin Chèvre 1/5000 

Invitrogen 

#A16023 

LRRK2 

(286 kDa) 
Lapin 1/1000 

Cell Signaling 

#13046 
Lapin Chèvre 1/5000 

Invitrogen 

#A16023 

p62 

(62 kDa) 
Souris 1/1000 

Abnova 

#8878 
Souris Chèvre 1/5000 

Invitrogen 

#A16011 

Ubiquitine Souris 1/1000 
Cytoskeletton 

#AUB01-FS 
Souris Chèvre 1/5000 

Invitrogen 

#A16011 
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Quantification 

La quantification a été effectuée via le logiciel ImageJ. L’intensité du signal correspondant à 

chaque protéine étudiée sur la membrane de nitrocellulose a ainsi été quantifiée. La valeur a ensuite été 

soustraite à la valeur du bruit de fond puis a été rapportée à celle d’une protéine de ménage (GAPDH).  

Les résultats en graphique présentent les valeurs moyennes et les barres d’erreur représentent l’erreur-

standard de la moyenne (standard error mean, SEM). L’ensemble des valeurs a été rapporté à la valeur 

contrôle de l’expérimentation.  

 

Immunofluorescence 

  

Fixation des cellules 

Après avoir enlevé tout le milieu de traitement, les neurones primaires ont été fixés pendant 

vingt minutes à température ambiante avec une solution à 3.7% de formaldéhyde, permettant de 

maintenir la structure cellulaire et la membrane plasmique intacte. Au terme de la fixation, deux lavages 

au PBS 1X ont été effectués.  

 

Immunomarquage 

Après fixation, un blocage des sites aspécifiques et une perméabilisation des neurones primaires 

ont été effectués pendant trente minutes à température ambiante avec du PBS 1X + Triton 0.1% (PBS-

T) + NGS 3% (Normal Goat Serum). Les anticorps primaires (Tableau 4) ont ensuite été incubés dans 

une solution de PBS-T + NGS 3% pendant deux heures, à température ambiante et obscurité. Après trois 

lavages de cinq minutes au PBS-T, les anticorps secondaires associés au fluorophore ont alors été 

incubés dans une solution de PBS-T pendant une heure à température ambiante et à l’obscurité (Tableau 

4). Enfin, après deux lavages de cinq minutes au PBS-T, les noyaux ont été marqués par une incubation 

d’une minute avec du Hoechst 33258 (100ng/mL) suivie de deux lavages au PBS-T. Les lamelles ont été 

montées sur des lames d’histologie (Super Frost) avec du Mowiol. Les images ont été acquises avec un 

microscope à fluorescence (Leica DM6000) et le logiciel MorphoStrider (ExploraNova). 

 

Marquage au LysoTrackerTM 

Trente minutes avant la fixation, les neurones ont été incubés à 37°C en présence de 5% de CO2 

avec 50nM de la sonde fluorescente LysoTracker™ (ThermoFisher, #L7528). Cette sonde membrane-

perméable est composée d’un fluorophore lié à une base faible aminée qui lui permet de s’accumuler 

dans les organites acides au sein des cellules vivantes, notamment les lysosomes. 
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Tableau 4 : Liste des anticorps primaires (et de leurs anticorps secondaires associés) utilisés en 

immunomarquage 

Cible de l’anticorps 

primaire 
Hôte Dilution Référence 

Cible de l’anticorps 

secondaire 
Hôte Dilution Référence 

α-syn Ms 1/500 
BioLegend 

#807804 
Lapin Chèvre 1/500 

Alexa fluor® 

488 #A11008 

GFAP Souris 1/1000 
Sigma 

#C9205 

Anticorps primaire 

couplé avec un fluorochrome Cy3 

LC3B Lapin 1/500 
Novus  

#NBP-246892 
Lapin Chèvre 1/500 

Alexa fluor® 

488 #A11008 

NeuN Lapin 1/500 
Merck Mill 

#MAB374 

Anticorps primaire 

couplé avec un fluorochrome GFP 

MAP2 Souris 1/200 
Sigma 

#M4403 
Souris Chèvre 1/500 

Alexa fluor® 

488 #A11008 

p62 Souris 1/500 
Abnova 

#8878 
Souris Chèvre 1/500 

Alexa fluor® 

594 #A11006 

pSer129 Lapin 1/200 
Abcam 

#AB51253 
Lapin Chèvre 1/500 

Alexa fluor® 

488 #A11008 

 

Quantification 

Les résultats en graphique présentent les valeurs moyennes et les barres d’erreur représentent 

l’erreur-standard de la moyenne (standard error mean, SEM). L’ensemble des quantifications 

d’immunomarquage a été réalisé sur un nombre « N » d’expérimentations, et sur un nombre « n » 

correspondant au nombre de champs acquis au microscope.  

 

Estimation de la diversité de la population cellulaire présente au sein 

de cultures mixtes 

La quantification a été effectuée via le logiciel ImageJ sur des images acquises au grossissement 

63X. Via le plug-in Cell-Counter ont été comptés le nombre de noyaux DAPI-positifs, le nombre 

d’astrocytes GFAP (Glial fibrillary acidic protein)-positifs et le nombre de neurones MAP2 (Microtubule-

associated protein 2)-positifs.  

 

Aire occupée par les GFP-LC3 dots 

 Les images correspondant au marquage GFP-LC3 ont été segmentées via le logiciel Ilastik. Puis 

elles ont été importées sous Image-J et un masque de l’ensemble de la région GFP-LC3-positve leur a 

été appliquées. L’aire occupée par les GFP-LC3 dots rapportée à l’ensemble de cette région GFP-LC3-

positive a ainsi pu être calculée via la fonction d’analyse de particules. Nous avons alors fixé un seuil 

minimal d’occupation de ces GFP-LC3 dots correspondant à des neurones exprimant correctement le 

transgène GFP-LC3 et répondant convenablement aux traitements. Ainsi, seuls les neurones présentant 

une aire de GFP-LC3 dots supérieure ou égale à 2% de l’aire totale GFP-LC3 positive ont été pris en 

compte dans la quantification. Enfin, l’ensemble des valeurs a été rapporté à la valeur contrôle de 

l’expérimentation. 
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Analyses statistiques 

 

Les analyses statistiques ont été réalisées via le logiciel GraphPad Prism9. Les conditions de 

normalité et d’homogénéité des variances ont été respectivement vérifiées par un test de Shapiro-Wilk 

et Levene. Pour une comparaison entre deux groupes, un t-test non-apparié a été effectué. Pour une 

comparaison entre plusieurs groupes, une ANOVA (analyse de la variance) à facteur ou à double facteurs 

unique a été réalisée, suivie d’un test post-hoc de Tukey. Lorsque les conditions de normalité n’étaient 

pas respectées, des tests non-paramétriques de Wilcoxon-Mann-Whitney ou Kruskall-Wallis (suivis d’un 

test post-hoc de Dunn) ont été effectués. 
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RÉSULTATS 

 

I. Mise au point du modèle d’étude de l’autophagie 

 

Comme expliqué précédemment, et selon la littérature, les effets conjoints de l’α-syn et LRRK2 

permettraient l’inhibition de l’autophagie. Nous avons voulu mieux comprendre l’effet de l’expression 

de l’α-syn, notamment mutée en A53T, et de LRRK2 sur les flux autophagiques neuronaux. Pour cela, 

nous avons mis au point un modèle d’étude de l’autophagie au sein de cultures primaires de neurones 

corticaux de rats. Nous avons au préalable vérifier si ces cellules étaient capables de faire de l’autophagie 

et si leurs flux pouvaient être modulés.  

 

I.1. Validation du modèle au sein des neurones primaires 

 

 Pour mettre en évidence le flux autophagique neuronal, nous avons utilisé la Bafilomycine A1 

(BafA1) qui est un inhibiteur de la pompe ATPase lysosomale (Klionsky et al., 2021). En prévenant 

l’acidification de cet organite, la BafA1 empêche la fusion autophagosome – lysosome et donc inhibe la 

formation de l’autolysosome. Le processus autophagique se retrouve alors bloqué et la dégradation des 

cargos de l’autophagosome n’a pas lieu. Nous avons ainsi évalué l’efficacité de la BafA1 sur les neurones 

primaires en les incubant avec le LysotrackerTM, une sonde fluorescente membrane-perméable sensible 

au pH permettant le suivi des organites acides au sein des cellules vivantes (Figure 27). En condition 

contrôle, nous avons observé la présence de lysosomes au sein des corps cellulaires de neurones, ce qui 

n’est pas le cas en condition de traitement à la BafA1. Ceci indique que la BafA1 bloque effectivement 

l’acidification des lysosomes et donc le processus autophagique avant la dégradation. Ainsi, nous 

pouvons conclure que les neurones répondent à la BafA1, ce qui nous permettra de mesurer le flux 

autophagique basal des cellules.  

 

Figure 27 : Evaluation de l’effet inhibiteur des 

flux autophagiques de la Bafilomycine A1 

Au stade DIV14, des neurones primaires ont été traités avec 

100nM de Bafilomycine A1 (BafA1) pendant 4 heures. Les 

neurones ont ensuite été marqués avec du LysoTrackerTM 30 

minutes avant leur fixation dans une solution de formaldéhyde. 

Les noyaux ont été marqués a posteriori au Hoechst. N=1 ; n=10. 

Barre d’échelle = 20µm.  

 

Nous avons également vérifié que le traitement avec la BafA1 permettait de bloquer le flux 

autophagique des neurones primaires. Pour cela, nous avons mesuré par immunoempreinte l’expression 

de la protéine adaptatrice LC3, dont la forme LC3-II est directement liée aux autophagosomes (Figure 

28A). Ainsi, il s’avère que le traitement à la BafA1 induit une hausse significative de l’expression de LC3-
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II, comparée à son expression en condition contrôle (Figure 28B). Ceci confirme l’efficacité de la BafA1 

sur le blocage du flux autophagique, qui résulte en une accumulation de LC3-II puisque la dégradation 

lysosomale n’a pas lieu. 

 

 Pour la mise au point du modèle d’étude de l’autophagie, nous avons également examiné si les 

neurones primaires, soumis à un stress, étaient capables de répondre à une induction de l’autophagie. 

Pour se faire, nous avons combiné le traitement à la BafA1 qui nous permet d’évaluer le flux 

autophagique à une privation nutritive. Cette privation consiste en une incubation des neurones dans 

un milieu appauvri en AA (Earl’s Balance Salt Serum, EBSS). Nous avons évalué notre modèle 

d’autophagie par immunoempreinte des protéines LC3 et p62 (Figure 28A). Ainsi, nous observons une 

tendance à l’augmentation de l’expression de LC3-II en cas de privation nutritive par rapport à la 

condition contrôle, mais qui n’apparait cependant pas significative (Figure 28B). Toutefois, cette 

privation associée à la BafA1 permet une augmentation significative de l’expression de LC3-II par rapport 

à la condition BafA1 seule (Figure 28B), démontrant l’efficacité de la privation nutritive sur les neurones 

primaires dans l’induction de l’autophagie. Concernant la protéine réceptrice de l’autophagie p62, il 

apparait que son expression est significativement augmentée en cas de traitement à la BafA1 (Figure 

28C), montrant là encore l’efficacité de cet agent dans le blocage du flux autophagique puisque p62 

n’est plus dégradée et s’accumule. En cas de privation, une tendance à la diminution de l’expression de 

p62 est visible mais sans être significative (Figure 28C). Par ailleurs, le traitement seul à la BafA1 apparait 

plus efficace dans l’accumulation de p62 qu’en cas de combinaison avec la privation (Figure 28C). De 

ce fait, il s’avère que la variation de l’expression de p62 ne serait pas un bon indicateur de la modulation 

des flux autophagiques, contrairement à l’analyse de l’expression de LC3-II.  

 

Nous avons aussi caractérisé notre modèle d’étude de l’autophagie par immunomarquage 

(Figures 28D et 28E). En condition contrôle, l’expression de p62 apparait diffuse mais une accumulation 

de la protéine est également observé (Figure 28D et 28E). L’expression de p62 tend à augmenter en 

cas de privation nutritive (Figure 28D et 28E). Toutefois, lorsque le flux autophagique est bloqué par la 

BafA1, nous visualisons une forte accumulation de p62 au sein du soma neuronal, que cela soit combiné 

à une privation ou non (Figure 28D et 28E). Pour LC3, il apparait difficile de discriminer distinctement 

des autophagosomes LC3-positifs au sein des corps cellulaires dans l’ensemble des conditions (Figure 

28D). En effet, comme décrit en Introduction (en partie V.1.3.2.), la protéine LC3 existe sous ses formes 

LC3-I et LC3-II. La première correspond à la forme cytosolique libre de la protéine, alors que la seconde 

correspond à la forme conjuguée liée à la membrane de l’autophagosome. L’immunomarquage du LC3 

endogène est réalisé à l’aide d’un anticorps reconnaissant à la fois les formes LC3-I et LC3-II, rendant 

ainsi la visualisation des autophagosomes très difficile. Ceci est d’autant plus le cas au sein des neurones 

puisque la forme LC3-I de la protéine semble s’exprimer plus fortement que sa forme LC3-II, comme 

observé par immunoempreinte (Figure 28A). Pour éviter ce problème, nous avons transduit les neurones 

primaires avec un vecteur lentiviral codant la construction GFP-LC3. Celle-ci permet de mettre en lumière 

bien plus facilement les autophagosomes GFP-LC3-positifs, notamment puisque tous les neurones de la 
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Figure 28 : Mise au point du modèle d’étude de l’autophagie dans les neurones primaires 

Au stade DIV14, des neurones primaires ont été privés en nutriments (Privation) et traités ou non avec 100nM de Bafilomycine A1 

(BafA1) pendant 4h. Ces neurones primaires ont ainsi soit été lysés afin d’en récupérer les extraits protéiques, soit fixés dans une 
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solution de formaldéhyde. A. Les extraits protéiques ont été séparés par SDS-PAGE et l’immunoempreinte de LC3B, p62 et GAPDH 

a été réalisée sur les fractions NP40 solubles. B. Représentation graphique de la quantification de l’expression de LC3-II rapportée 

au contrôle de charge GAPDH, suivant les différentes conditions de traitement. Moyenne +/- S.E.M ; n=9 ; ANOVA à facteur unique, 

test post-hoc de Tukey. C. Représentation graphique de la quantification de l’expression de p62 rapportée au contrôle de charge 

GAPDH, suivant les différentes conditions de traitement. Moyenne +/- S.E.M ; n=7 ; ANOVA à facteur unique, test post-hoc de Tukey. 

D. Les neurones primaires ont été immunomarqués au stade DIV14 pour LC3 et p62, puis leurs noyaux ont été marqués dans une 

solution de Hoechst. Sont représentées des images acquises au microscope à épifluorescence au grossissement 63X. Barre 

d’échelle = 20µm. E. Les neurones primaires ont été transduits au stade DIV1 avec un vecteur lentiviral codant pour GFP-LC3. Au 

stade DIV14, ils ont été immunomarqués pour p62 puis leurs noyaux ont été marqués dans une solution de Hoechst. Sont 

représentées des images acquises au microscope à épifluorescence au grossissement 63X. Barre d’échelle = 10µm. Ctrl = contrôle ; 

Priv = Privation ; BafA1 = Bafilomycine A1 

 

culture primaire ne sont pas transduits par le vecteur lentiviral. Ceci permet de réduire un potentiel 

marquage trop important dans les axones et dendrites, empêchant la visualisation des autophagosomes 

dans le soma. Par ailleurs, il a été reconnu que la formation de « points » de GFP-LC3 (également appelés 

« GFP-LC3 dots ») reflète l’induction du processus autophagique puisqu’ils correspondent aux 

autophagosomes (Klionsky et al., 2021). De plus, ces autophagosomes GFP-LC3-positifs semblent co-

localisés avec le marquage de p62 notamment en cas de privation nutritive et de blocage du flux par la 

BafA1 (Figure 28E). Ainsi, l’ensemble de ces données issues d’immunomarquages démontre que les 

traitements de privation nutritive et de blocage du flux par la BafA1 sont efficaces au sein des neurones 

corticaux primaires, et que la construction GFP-LC3 apparait être un outil efficace dans la détection (et 

donc aussi la quantification) des autophagosomes. 

 

I.2. Confirmation du modèle au sein d’astrocytes primaires 

 

 Dans un second temps, nous avons étudié si la caractérisation des processus d’autophagie est 

possible avec un autre type cellulaire : des cultures primaires d’astrocytes corticaux de rat. Nous avons 

ainsi effectué les mêmes traitements que pour les neurones afin de déterminer s’il était également 

possible de moduler la réponse autophagique de ces cellules. Par immunoempreinte (Figure 29A), il 

apparait d’une part que la BafA1 est efficace dans le blocage du flux autophagique astrocytaire, puisque 

l’expression de LC3-II augmente significativement dans cette condition en comparaison avec la condition 

contrôle (Figure 29B). Son expression n’apparait cependant pas significativement modifiée en cas de 

privation nutritive par rapport à la condition contrôle, même s’il apparait tout de même une tendance à 

la hausse (Figure 29B). De la même façon, l’expression de LC3-II n’est pas significativement plus 

importante en cas de privation et blocage du flux autophagique en comparaison avec un traitement seul 

à la BafA1, suggérant que les astrocytes ne répondent pas à la privation nutritive ou tout du moins mal 

car une tendance à l’augmentation est tout de même observée. 
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Figure 29 : Validation du modèle d’étude de l’autophagie au sein d’astrocytes primaires 

Lorsqu’ils ont atteint une confluence d’environ 80%, des astrocytes primaires ont été privés en nutriments (Privation) et traités ou 

non avec 100nM de Bafilomycine A1 (BafA1) pendant 4h. Ces astrocytes primaires ont ainsi soit été lysés afin d’en récupérer les 

extraits protéiques, soit fixés dans une solution de formaldéhyde. A. Les extraits protéiques ont été séparés par SDS-PAGE et 

l’immunoempreinte de LC3B, p62 et GAPDH a été réalisée sur les fractions NP40 solubles. B. Représentation graphique de la 

quantification de l’expression de LC3-II rapportée au contrôle de charge GAPDH, suivant les différentes conditions de traitement. 

Moyenne +/- S.E.M ; n=8 ; test de Kruskal-Wallis, test post-hoc de Dunn. C. Représentation graphique de la quantification de 

l’expression de p62 rapportée au contrôle de charge GAPDH, suivant les différentes conditions de traitement. Moyenne +/- S.E.M ; 

n=8 ; test de Kruskal-Wallis, test post-hoc de Dunn. D. Les astrocytes primaires ont été immunomarqués pour LC3 et p63, puis leurs 

noyaux ont été marqués dans une solution de Hoechst. Sont représentées des images acquises au microscope à épifluorescence 

au grossissement 40X. Barre d’échelle = 20µm. Ctrl = contrôle ; Priv = Privation ; BafA1 = Bafilomycine A1 ; u. a. = unité arbitraire ; 

n.s. = non-significatif 

 

Les résultats obtenus par immunomarquage montrent que LC3 s’exprime de façon diffuse dans 

les astrocytes en condition contrôle (Figure 29D). Sous l’effet de la privation nutritive, un marquage plus 

important en région périnucléaire ainsi que la formation de points (qui semblent co-localisés avec p62), 
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pouvant correspondre à des autophagosomes, est observé (Figure 29D). En cas de blocage du flux, le 

marquage de LC3 apparait légèrement plus intense et quelques accumulats de LC3 se forment dans 

l’ensemble de la cellule (Figure 29D). Enfin, la privation nutritive combinée au blocage du flux induit une 

accumulation de la protéine autour du noyau (Figure 29D). D’autre part, l’analyse par immunoempreinte 

montre que l’expression de p62 n’est pas modulée par la privation et/ou la BafA1 (Figure 29C). Toutefois, 

il apparait par immunomarquage que l’expression de p62 semble diminuée en cas de privation nutritive 

(Figure 29D). De plus, lorsque le flux autophagique est bloqué par la BafA1, la protéine p62 semble 

s’accumuler en périphérie du noyau et son marquage apparait bien moins diffus qu’en condition 

contrôle ou en privation (Figure 29D). De plus, il apparait qu’en cas de privation et de blocage du flux 

(Privation + BafA1), les astrocytes primaires semblent se rétracter sur eux-mêmes et, de plus, les 

accumulats de LC3 et p62 apparaissent co-localisés (Figure 29D). Finalement, ces données, issues 

d’immunoempreinte et d’immunomarquage, montrent que les astrocytes primaires sont capables de 

répondre à la fois à la privation nutritive et au blocage du flux par la BafA1, nous permettant de confirmer 

notre modèle d’étude de l’autophagie au sein d’un second type cellulaire présent dans le SNC. 

 

Ainsi, dans la majorité des cas, l’expression de LC3-II apparait varier dans le sens théoriquement 

attendu des traitements, à la fois de privation mais aussi de blocage du flux. Ceci n’est cependant pas le 

cas de p62, dont la variation de l’expression par immunoempreinte n’est pas cohérente pour étudier 

l’induction de l’autophagie dans nos conditions et sur nos modèles cellulaires. Dès lors, l’analyse de 

l’expression de LC3 apparait être une méthode robuste et nous démontre que les neurones corticaux de 

rat présentent un flux autophagique pouvant être modulé. Ainsi, dans le cadre de cette étude, 

l’expression de LC3 nous servira d’indicateur fiable de la modulation des flux autophagiques en lien avec 

l’expression de l’α-syn et LRRK2 au sein des neurones primaires.  

 

I.3. Comparaison des flux autophagiques au sein de cultures 

primaires neuronales pure ou mixte 

 

 Toujours dans le cadre de la mise au point de notre modèle d’étude de l’autophagie dans les 

neurones, nous avons évalué la contribution d’autres cellules présentes au sein des cultures primaires 

de neurones. En effet, la mise en culture de cellules issues de la dissection des cortex d’embryons de rat 

induit la formation de cultures dîtes « mixtes » de neurones, qui comprennent également d’autres 

cellules (notamment des astrocytes) qui prolifèrent en même temps que les neurones maturent en 

culture (Figure 30A). Ainsi, les résultats obtenus au sein de ces cultures pourraient s’avérer biaisés par 

la présence de ces autres cellules, que ce soit dans leur rôle de soutien aux neurones qui peuvent ainsi 

potentiellement répondre différemment à nos traitements, mais aussi puisque les protéines issues de la 

lyse pour réaliser les immunoempreintes correspondent à différentes populations cellulaires. Afin 

d’obtenir des cultures dites « pures » de neurones, nous avons alors traité des cultures de neurones 

primaires au stade DIV4 avec de la cytosine arabinofuranoside (AraC). L’AraC est un inhibiteur de la 
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Figure 30 : Estimation 

des populations 

cellulaires présentes 

au sein de cultures 

primaires pures ou 

mixtes de neurones 

Au stade DIV4, des cultures 

primaires de neurones ont été 

traitées à l’AraC (2µM), 

formant ainsi des neurones 

primaires pures. D’autres 

neurones n’ont eux pas été 

traités à l’AraC, formant ainsi 

des neurones primaires 

mixtes. Les neurones ont ainsi 

été fixés dans une solution de 

formaldéhyde à différents 

stades de maturation. A. B. Les 

cultures ont été 

immunomarquées pour MAP2 

et GFAP, puis leurs noyaux ont 

été marqués dans une solution 

de Hoechst. Sont représentées 

des images acquises au 

microscope à épifluorescence 

au grossissement 20X. Barre 

d’échelle = 70 µm C. 

Représentation graphique de 

la quantification (effectuée sur 

des images acquises au 

grossissement 63X) du 

pourcentage occupé par 

chaque population cellulaire 

(neurones, astrocytes, autres 

types cellulaires) au sein de 

cultures primaires mixtes ou 

pures (traitées à l’AraC) à 

différents stades de 

maturation neuronale. 

Moyenne +/- S.E.M ; n=3 ; 

ANOVA à deux critères, test 

post-hoc de Dunnett. 

Comparaison entre même type 

cellulaire par rapport à la 

valeur contrôle fixée à DIV4 

(significativité : * = pour les 

neurones ; # = pour les 

astrocytes ; § = pour les autres 

cellules).  
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réplication de l’ADN, et donc de la prolifération cellulaire. (Figure 30B). En effet, les cultures n’ayant pas 

été traitées à l’AraC présentent une proportion d’astrocytes de plus en plus importante avec le stade de 

maturation (Figure 30A). Par immunomarquage, nous avons ainsi pu estimer la proportion de neurones 

et d’astrocytes au sein de nos cultures primaires pures ou mixtes, à différents stades de maturation 

neuronale (Figure 30C). Il apparait qu’à DIV4, la population cellulaire est majoritairement neuronale 

(94,7%), et seul un très faible pourcentage (5,3%) parait occupé par une autre population non-

déterminée (Figure 30C). Cette population serait probablement constituée d’astrocytes immatures 

n’ayant pas encore acquis leur expression suffisante en protéine à filament intermédiaire GFAP pour être 

détectée ; de neurones en maturation ou qui meurent et qui n’expriment donc plus (ou du moins pas 

suffisamment) la protéine neuronale associée aux microtubules MAP2 ; ou encore d’autres cellules 

éventuelles (microglie, oligodendrocytes, cellules épithéliales…). Ainsi, lorsque ces cultures primaires 

sont traitées à l’AraC à DIV4, il apparait que le pourcentage occupé par la population neuronale ne varie 

pas avec leur maturation (Figure 30C). A l’inverse, lorsqu’elles ne sont pas traitées, il apparait qu’une 

population astrocytaire représente 7% de la population totale à DIV7, jusqu’à atteindre 19% à DIV11 et 

20% à DIV14 (Figure 30B). De la même façon, la proportion en cellules indéterminées augmente (Figure 

30B). Ceci se produit alors au détriment du pourcentage occupé par la population neuronale (bien que 

le nombre de neurones ne change pas ou seulement légèrement à DIV14 de par leur mort), qui passe 

de 80% à DIV7, à 70% à DIV11 et jusqu’à ne représenter que 62% de la population cellulaire totale à 

DIV14 (Figure 30B). 

  

L’analyse des pourcentages représentés par des populations cellulaires différentes au sein de 

cultures primaires pures ou mixtes de neurones nous a permis de montrer la forte présence d’astrocytes 

à DIV14, stade de maturation établi de notre modèle d’étude de l’autophagie, au sein des cultures mixtes. 

Nous avons ainsi vérifié par immunoempreinte l’impact de cette présence conséquente d’astrocytes sur 

les flux autophagiques (Figure 31A). La quantification de l’expression normalisée de LC3-II en condition 

BafA1 rapportée à son expression normalisée en condition non-traité nous permet d’évaluer le flux 

autophagique basal des neurones. Puisqu’il est supérieur à 1 à la fois en condition contrôle (1,15) et en 

condition traitée à l’AraC (1,37), nous pouvons une nouvelle fois confirmer qu’il existe un flux 

autophagique basal au sein de ces cultures. Il apparait ainsi que le flux autophagique basal des neurones 

primaires pures est significativement plus important que les neurones primaires mixtes (Figure 31B). 

Nous avons aussi évalué si ces deux types de cultures détenaient des flux autophagiques induits 

similaires. Nous avons alors quantifié l’expression normalisée de LC3-II en condition de privation et de 

blocage du flux rapportée à son expression normalisée en condition de blocage du flux seul. Puisqu’il 

est supérieur à 1 à la fois en condition contrôle (1,33) et en condition traitée à l’AraC (1,31), nous pouvons 

affirmer qu’il existe un flux autophagique induit au sein de ces cultures, qui n’est cependant pas modifié 

que les astrocytes soient présents ou non (Figure 31C).  
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Figure 31 : Comparaison des flux autophagiques au sein de cultures mixtes ou pures de neurones 

primaires 

Au stade DIV4, des neurones primaires ont été traités (ou non) à l’AraC (2µM). Puis, au stade DIV14, les neurones primaires mixtes 

ou pures ont été privés en nutriments (Privation) et traités ou non avec 100nM de Bafilomycine A1 (BafA1) pendant 4h. Ces 

neurones primaires ont ainsi soit été lysés afin d’en récupérer les extraits protéiques, soit fixés dans une solution de formaldéhyde. 

A. Les extraits protéiques ont été séparés par SDS-PAGE et l’immunoempreinte de LC3B, GFAP et GAPDH a été réalisée sur les 

fractions NP40 solubles. B. Représentation graphique de l’évaluation du flux autophagique basal, résultant de la quantification de 

l’expression de LC3-II rapportée au contrôle de charge GAPDH, en condition de blocage du flux BafA1 rapportée à la condition 

contrôle. Moyenne +/- S.E.M ; n=4 ; t-test non-apparié. C. Représentation graphique de l’évaluation du flux autophagique induit, 

résultant de la quantification de l’expression de LC3-II rapportée au contrôle de charge GAPDH, en condition de privation et 

blocage du flux BafA1 rapportée à la condition BafA1 seule. Moyenne +/- S.E.M ; n=4 ; t-test non-apparié. u.a. = unité arbitraire ; 

n.s. = non-significatif 

 

 En résumé, nous avons validé notre modèle d’étude de l’autophagie au sein de culture primaire 

de neurones corticaux de rat. Par l’application de ce modèle à un autre type cellulaire, des astrocytes 

embryonnaires corticaux de rat, nous avons mis en évidence que l’analyse de l’expression de LC3-II est 

un marqueur adapté de la modulation des flux autophagiques, en comparaison avec p62. Nous avons 

également pu estimer la répercussion de la présence (ou non) d’astrocytes sur les flux autophagiques 

au sein de cultures mixtes ou pures de neurones primaires.  

 

Suite à ce travail de validation, nous avons étudié l’impact de l’α-syn et LRRK2 dans les modèles 

d’études de l’autophagie. Nous avons analysé les flux autophagiques au sein de cultures de neurones 

pures et de culture mixtes dans la suite de ces résultats de thèse. Ceci nous a permis d’évaluer 

l’importance de l’environnement cellulaire (et notamment de celui des astrocytes) sur la réponse des 

neurones aux stress autophagiques, en lien avec l’expression de l’α-syn et LRRK2.  
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II. Effet de l’alpha-synucléine et LRRK2 sur les flux 

autophagiques 

 

 Nous avons réalisé une étude de l’effet de l’α-syn et LRRK2 sur les flux autophagiques en utilisant 

un modèle de co-expression de ces deux protéines au sein des neurones primaires après transduction 

par des vecteurs lentiviraux (Figure 32). Ces travaux réalisés dans notre équipe par Camille Gardier 

peuvent être retrouvés au sein de sa thèse intitulée « Etude de la coopération de l'alpha-synucléine et 

de LRRK2 dans les dysfonctions mitochondriales dans la maladie de Parkinson » ainsi que dans son 

article en préparation.  

 

 

Figure 32 : Modèle de co-expression de l’α-syn et LRRK2 au sein de neurones primaires 

Au stade DIV1, des neurones primaires ont été transduits (ou non) avec des vecteurs lentiviraux codant pour l’α-synA53T, LRRK2WT, 

LRRK2G2019S, LRRK2DK. En parallèle, pour faire un contrôle de charge viral, les neurones ont été transduits avec GFP ou LacZ. Au 

stade DIV14, ces neurones ont été soit lysés afin d’en récupérer les extraits protéiques, soit fixés dans une solution de 

formaldéhyde. A. Les extraits protéiques ont été séparés par SDS-PAGE et l’immunoempreinte de LRRK2, α-syn et GAPDH a été 

réalisée sur les fractions NP40 solubles. B. Les neurones primaires ont été immunomarqués au stade DIV14 pour LC3 et p63, puis 

leurs noyaux ont été marqués dans une solution de Hoechst. Sont représentées des images prises au microscope confocal. Barre 

d’échelle = 30µm. Ces travaux ont été réalisés par Camille Gardier au cours de sa thèse dans notre équipe. 
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 II.1. Effet de l’α-synA53T sur les flux autophagiques 

 

 Afin d’analyser l’impact de l’α-synA53T sur les flux autophagiques, nous avons transduits des 

neurones au stade DIV1 avec des vecteurs lentiviraux exprimant l’α-synA53T ou LacZ (en tant que contrôle 

de charge virale). Les neurones transduits ont ensuite été traités et analysés au stade DIV14.  

 

 

Figure 33 : Effet de l’expression de l’α-synA53T sur les flux autophagiques au sein de cultures 

neuronales mixtes 

Au stade DIV1, des neurones primaires ont été transduits avec des vecteurs lentiviraux codant pour l’α-synA53T ou LacZ, un contrôle 

de charge viral. Au stade DIV14, ces neurones ont été privés en nutriments (Privation) et/ou traités avec 100nM de Bafilomycine 

A1 (BafA1) pendant 4h. Ces neurones primaires ont ainsi soit été lysés afin d’en récupérer les extraits protéiques, soit fixés dans 

une solution de formaldéhyde. A. Les extraits protéiques ont été séparés par SDS-PAGE et l’immunoempreinte de LC3B, α-syn et 

GAPDH a été réalisée sur les fractions NP40 solubles. B. Représentation graphique de l’évaluation du flux autophagique basal, 

résultant de la quantification de l’expression de LC3-II rapportée au contrôle de charge GAPDH, en condition de blocage du flux 

BafA1 rapportée à la condition contrôle. Moyenne +/- S.E.M ; n=5 ; t-test non-apparié. C. Représentation graphique de l’évaluation 

du flux autophagique induit, résultant de la quantification de l’expression de LC3-II rapportée au contrôle de charge GAPDH, en 

condition de privation et blocage du flux BafA1 rapportée à la condition BafA1 seule. Moyenne +/- S.E.M ; n=5 ; test de Wilcoxon-

Mann-Whitney. D. Les neurones transduits ont subis une privation nutritive et un blocage du flux par la BafA1 (100nM) pendant 4 

heures à DIV14. Puis, leurs noyaux ont été marqués dans une solution de Hoechst. Sont représentées des images acquises au 

microscope à épifluorescence au grossissement 63X. Barre d’échelle = 10µm E. Représentation graphique de la quantification de 

l’aire occupée par les GFP-LC3 dots rapportée à l’aire totale GFP-LC3-positive. Moyenne +/- S.E.M ; N=3 ; n=11 (à raison d’environ 

113 neurones analysés par condition et par expérience) ; t-test non-apparié. u. a. = unité arbitraire ; n.s. = non-significatif 

  

Nous avons premièrement étudié l’effet de l’α-synA53T au sein de cultures primaires mixtes de 

neurones corticaux. Ainsi, par immunoempreinte (Figure 33A), nous avons mesuré les flux 
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autophagiques basal et induit. Les résultats indiquent qu’ils ne sont pas modifiés par l’expression de l’α-

synA53T dans ces conditions de culture (Figure 33B et 33C). Nous avons alors opté pour une autre 

approche en transduisant ces neurones – exprimant également LacZ ou l’α-synA53T – avec un vecteur 

lentiviral codant la construction GFP-LC3, permettant de suivre directement les autophagosomes au sein 

du corps cellulaire (Figure 33D). Il apparait alors que les neurones exprimant l’α-synA53T et soumis à une 

privation nutritive combinée à un blocage du flux par la BafA1 présentent une aire occupée par les points 

GFP-LC3 positifs sur l’ensemble de l’aire GFP-LC3 positive significativement plus faible, reflétant une plus 

faible accumulation d’autophagosomes (Figure 33E). Ainsi, l’α-synA53T pourrait réduire l’accumulation 

d’autophagosomes induite par la privation nutritive et le blocage du flux. L’α-synA53T semble donc induire 

une inhibition de l’autophagie.  

 

Nous avons utilisé la même approche par immunoempreinte mais au sein de cultures primaires 

pures de neurones corticaux (Figure 34A). D’une part, les neurones exprimant l’α-synA53T présentent un 

flux basal significativement plus faible que les neurones exprimant LacZ, la condition contrôle (Figure 

34B). D’autre part, les neurones exprimant l’α-synA53T montrent un flux autophagique induit 

significativement plus important que les neurones exprimant LacZ (Figure 34C). Cela indique que l’α-

synA53T, sans changer le flux autophagique basal, pourrait favoriser la formation d’autophagosomes en 

cas de privation nutritive.  

 

 

Figure 34 : Effet de l’expression de l’α-synA53T sur les flux autophagiques au sein de cultures 

neuronales pures 

Au stade DIV1, des neurones primaires ont été transduits avec des vecteurs lentiviraux codant pour l’α-synA53T ou LacZ, un contrôle 

de charge viral. Au stade DIV4, ces neurones ont été traités (ou non) à l’AraC (2µM). Au stade DIV14, les cultures pures et mixtes 

de neurones ont été privées en nutriments (Privation) et/ou traitées avec 100nM de Bafilomycine A1 (BafA1) pendant 4h. Ces 

neurones primaires ont ainsi soit été lysés afin d’en récupérer les extraits protéiques, soit fixés dans une solution de formaldéhyde. 

A. Les extraits protéiques ont été séparés par SDS-PAGE et l’immunoempreinte de LC3B, α-syn et GAPDH a été réalisée sur les 

fractions NP40 solubles. B. Représentation graphique de l’évaluation du flux autophagique basal, résultant de la quantification de 

l’expression de LC3-II rapportée au contrôle de charge GAPDH, en condition de blocage du flux BafA1 rapportée à la condition 

contrôle. Moyenne +/- S.E.M ; n=6 ; test de Wilcoxon-Mann-Whitney. C. Représentation graphique de l’évaluation du flux 

autophagique induit, résultant de la quantification de l’expression de LC3-II rapportée au contrôle de charge GAPDH, en condition 

de privation et blocage du flux BafA1 rapportée à la condition BafA1 seule. Moyenne +/- S.E.M ; n=6 ; t-test non-apparié. u. a. = 

unité arbitraire ; n.s. = non-significatif 
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Finalement, l’ensemble de ces données met en évidence que l’expression de l’α-synA53T diminue 

le flux autophagique basal au sein des neurones (Figure 34B). Toutefois, des résultats contradictoires 

sont observés concernant l’impact de l’α-synA53T sur le flux autophagique induit. En effet, il apparait 

tantôt inchangé au sein de culture mixte de neurones (Figure 33C) – mais avec toutefois une diminution 

de l’accumulation d’autophagosomes en cas de privation et blocage du flux (Figure 33E) - et tantôt plus 

fort au sein de cultures pures (Figure 34C). Nous reviendrons sur ces résultats a priori discordants dans 

la Discussion. 

 

II.2. Effet de LRRK2 sur les flux autophagiques 

 

Afin d’analyser l’impact de LRRK2 sur les flux autophagiques, nous avons transduits des 

neurones au stade DIV1 avec des vecteurs lentiviraux exprimant LRRK2WT/G2019S/DK ou LacZ (en tant que 

contrôle de charge virale). L’ensemble de ces formes de LRRK2 nous permet d’une part d’étudier l’impact 

de la mutation G2019S sur l’effet de l’α-synA53T, en comparaison avec sa forme sauvage, et d’autre part 

de vérifier avec la forme DK si l’activité catalytique de la kinase de LRRK2 est responsable de cette 

modulation. Enfin, les neurones transduits ont ensuite été traités et analysés au stade DIV14. 

 

Nous avons premièrement évalué l’effet de l’expression de LRRK2 sur les flux autophagiques par 

immunoempreinte (Figure 35A). Il apparait que ni le flux basal (Figure 35B) ni le flux induit (Figure 35C) 

ne sont modulés par l’expression de LRRK2WT/G2019S/DK au sein de cultures neuronales mixtes. Nous avons 

également analysé le flux autophagique induit par l’utilisation du vecteur codant le GFP-LC3 (Figure 

35D), corroborant les résultats par immunoempreinte, LRRK2, indépendamment de sa mutation, n’a pas 

d’effet sur l’accumulation d’autophagosomes au sein de cultures neuronales mixtes (Figure 35E).  
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Figure 35 : Effet de l’expression de LRRK2 sur les flux autophagiques au sein de cultures 

neuronales mixtes 

Au stade DIV1, des neurones primaires ont été transduits avec des vecteurs lentiviraux codant pour LRRK2WT, LRRK2G2019S, LRRK2DK 

ou LacZ, un contrôle de charge viral. Au stade DIV14, ces neurones ont été privés en nutriments (Privation) et/ou traités avec 

100nM de Bafilomycine A1 (BafA1) pendant 4h. Ces neurones primaires ont ainsi soit été lysés afin d’en récupérer les extraits 

protéiques, soit fixés dans une solution de formaldéhyde. A. Les extraits protéiques ont été séparés par SDS-PAGE et 

l’immunoempreinte de LC3B, LRRK2 et GAPDH a été réalisée sur les fractions NP40 solubles. B. Représentation graphique de 

l’évaluation du flux autophagique basal, résultant de la quantification de l’expression de LC3-II rapportée au contrôle de charge 

GAPDH, en condition de blocage du flux BafA1 rapportée à la condition contrôle. Moyenne +/- S.E.M ; n=5 (4 en condition 

« LRRK2WT ») ; ANOVA à facteur unique, test post-hoc de Tukey. C. Représentation graphique de l’évaluation du flux autophagique 

induit, résultant de la quantification de l’expression de LC3-II rapportée au contrôle de charge GAPDH, en condition de privation 

et blocage du flux BafA1 rapportée à la condition BafA1 seule. Moyenne +/- S.E.M ; n=5 ; ANOVA à facteur unique, test post-hoc de 

Tukey. D. Les neurones transduits ont subis une privation nutritive et un blocage du flux à la BafA1 (100nM) pendant 4 heures à 

DIV14. Puis, ils ont eu leurs noyaux marqués dans une solution de Hoechst. Sont représentées des images acquises au microscope 

à épifluorescence au grossissement 63X. Barre d’échelle = 10µm E. Représentation graphique de la quantification de l’aire occupée 

par les GFP-LC3 dots rapportée à l’aire totale GFP-LC3-positive. Moyenne +/- S.E.M ; N=6 ; n=11 (à raison d’environ 100 neurones 

analysés par condition et par expérience). u. a. = unité arbitraire ; n.s. = non-significatif  
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 La même approche par immunoempreinte a été appliquée pour analyser l’impact de LRRK2 au 

sein de cultures primaires pures de neurones corticaux, (Figure 36A). Dans ce cas, et comme 

précédemment, il apparait que LRRK2 ne semble pas moduler les flux autophagiques basal (Figure 36B) 

et induit (Figure 36C), qu’elle que soit la forme exprimée.  

 

 

Figure 36 : Effet de l’expression de LRRK2 sur les flux autophagiques au sein de cultures 

neuronales pures 

Au stade DIV1, des neurones primaires ont été transduits avec des vecteurs lentiviraux codant pour LRRK2WT, LRRK2G2019S, LRRK2DK 

ou LacZ, un contrôle de charge viral. Au stade DIV4, ces neurones ont été traités (ou non) à l’AraC (2µM). Au stade DIV14, les 

cultures pures et mixtes de neurones ont été privées en nutriments (Privation) et/ou traitées avec 100nM de Bafilomycine A1 

(BafA1) pendant 4h. Ces neurones primaires ont ainsi soit été lysés afin d’en récupérer les extraits protéiques, soit fixés dans une 

solution de formaldéhyde. A. Les extraits protéiques ont été séparés par SDS-PAGE et l’immunoempreinte de LC3B, LRRK2 et 

GAPDH a été réalisée sur les fractions NP40 solubles. B. Représentation graphique de l’évaluation du flux autophagique basal, 

résultant de la quantification de l’expression de LC3-II rapportée au contrôle de charge GAPDH, en condition de blocage du flux 

BafA1 rapportée à la condition contrôle. Moyenne +/- S.E.M ; n=6 ; ANOVA à facteur unique, test post-hoc de Tukey. C. 

Représentation graphique de l’évaluation du flux autophagique induit, résultant de la quantification de l’expression de LC3-II 

rapportée au contrôle de charge GAPDH, en condition de privation et blocage du flux BafA1 rapportée à la condition BafA1 seule. 

Moyenne +/- S.E.M ; n=5 ; ANOVA à facteur unique, test post-hoc de Tukey. u. a. = unité arbitraire ; n.s. = non-significatif 

  

Ainsi, l’ensemble de ces données montrent que LRRK2 n’aurait pas un effet majeur sur la 

modulation des flux autophagiques neuronaux, puisque les flux restent inchangés suivant l’expression 

ou non de LRRK2WT/G2019S/DK, qu’il s’agisse de cultures mixtes ou de cultures pures de neurones. LRRK2 

pourrait alors nécessiter un contexte cellulaire particulier afin d’exercer son rôle modulateur de 

l’autophagie. Ce contexte pourrait alors se retrouver dans l’expression conjointe de l’α-synA53T avec 

LRRK2.  
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II.3. Effet combiné de l’α-synA53T et LRRK2 sur les flux 

autophagiques 

 

 Afin de déterminer si LRRK2 pouvait moduler l’effet de l’α-syn sur les flux autophagiques, des 

neurones primaires corticaux ont été transduits avec des vecteurs lentiviraux permettant la co-expression 

de l’α-synA53T avec soit LRRK2WT, LRRK2G2019S, LRRK2DK ou LacZ (contrôle de charge virale). L’utilisation 

de ces trois formes différentes de LRRK2 visait à déterminer si l’activité kinase de LRRK2 jouait un rôle 

dans cette modulation. Ces neurones transduits ont ensuite été traités et analysés à DIV14.  

 

 Premièrement, l’étude a été conduite sur des cultures mixtes de neurone. L’analyse du flux 

neuronal basal a été effectuée par immunoempreinte (Figure 37A). Grâce à la quantification de la 

protéine LC3-II, nous avons estimé le flux basal. Celui-ci apparait significativement plus important en cas 

de co-expression de l’α-synA53T avec LRRK2G2019S en comparaison avec les deux autres formes de LRRK2 

ou en cas de co-expression avec LacZ (Figure 37B). Cet effet serait ainsi potentiellement dépendant de 

l’activité kinase de LRRK2 puisque qu’aucune différence significative dans le flux autophagique basal n’a 

été relevée en cas de co-expression de l’α-syn avec LRRK2DK. Nous avons également pu considérer le 

flux induit, toujours par immunoempreinte (Figure 37C). Dans ce cas, il s’avère que l’expression de LRRK2 

n’aurait pas d’impact sur l’effet de l’α-synA53T (Figure 37D). Deuxièmement, nous avons souhaité valider 

ces résultats par une autre méthode : l’utilisation de la construction GFP-LC3 (Figure 37E) pour une 

analyse cellulaire par immunofluorescence quantitative. La quantification de l’aire occupée par les « GFP-

LC3 dots » sur l’ensemble de la région GFP-LC3 positive met en évidence une accumulation plus 

importante d’autophagosomes pour les neurones exprimant l’α-synA53T et LRRK2G2019S ou LRRK2DK, 

lorsqu’ils sont soumis à une privation nutritive et un blocage du flux par la BafA1 (Figure 37F). Cela 

indique que dans ces deux conditions, une forte accumulation d’autophagosomes a eu lieu, résultant 

d’une plus forte formation en amont. 
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Figure 37 : Effet combiné de l’expression de l’α-synA53T et LRRK2 sur les flux autophagiques au 

sein de cultures neuronales mixtes 

Au stade DIV1, des neurones primaires ont été transduits avec des vecteurs lentiviraux codant pour l’α-synA53T, LRRK2WT, 

LRRK2G2019S, LRRK2DK et/ou LacZ, un contrôle de charge viral. Au stade DIV14, ces neurones ont été privés en nutriments (Privation) 

et/ou traités avec 100nM de Bafilomycine A1 (BafA1) pendant 4h. Ces neurones primaires ont ainsi soit été lysés afin d’en récupérer 
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les extraits protéiques, soit fixés dans une solution de formaldéhyde. A. C. Les extraits protéiques ont été séparés par SDS-PAGE 

et l’immunoempreinte de LC3B, LRRK2 et GAPDH a été réalisée sur les fractions NP40 solubles. B. Représentation graphique de 

l’évaluation du flux autophagique basal, résultant de la quantification de l’expression de LC3-II rapportée au contrôle de charge 

GAPDH, en condition de blocage du flux BafA1 rapportée à la condition contrôle. Moyenne +/- S.E.M ; n=5 ; ANOVA à facteur 

unique, test post-hoc de Tukey. D. Représentation graphique de l’évaluation du flux autophagique induit, résultant de la 

quantification de l’expression de LC3-II rapportée au contrôle de charge GAPDH, en condition de privation et blocage du flux 

BafA1 rapportée à la condition BafA1 seule. Moyenne +/- S.E.M ; n=4 ; ANOVA à facteur unique, test post-hoc de Tukey. E. Les 

neurones transduits ont subis une privation nutritive et un blocage du flux par la BafA1 (100nM) pendant 4 heures à DIV14. Puis, 

ils ont eu leurs noyaux marqués dans une solution de Hoechst. Sont représentées des images acquises au microscope à 

épifluorescence au grossissement 63X. Barre d’échelle = 10µm F. Représentation graphique de la quantification de l’aire occupée 

par les GFP-LC3 dots rapportée à l’aire totale GFP-LC3 positive. Moyenne +/- S.E.M ; N=8 ; n=11 (à raison d’environ 80 neurones 

analysés par expérience) ; Test de Kruskal-Wallis, test post-hoc de Dunn. u. a. = unité arbitraire ; n.s. = non-significatif 

 

 Nous avons appliqué la même approche expérimentale à des cultures neuronales pures. L’étude 

par immunoempreinte (Figure 38A et 38C) révèle que, dans ce cas, LRRK2 ne modulerait l’effet de l’α-

synA53T ni sur le flux neuronal basal (Figure 38B) ni sur le flux induit (Figure 38C). La force du flux 

autophagique a également pu être évaluée par l’utilisation du vecteur codant GFP-LC3 (Figure 38E). Il 

s’avère alors que LRRK2 ne module pas non plus l’accumulation d’autophagosomes en cas de privation 

nutritive et de blocage du flux, en lien avec l’expression de l’α-synA53T (Figure 38F).  
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Figure 38 : Effet de l’expression combinée de l’α-synA53T et LRRK2 sur les flux autophagiques au 

sein de cultures neuronales pures 

Au stade DIV1, des neurones primaires ont été transduits avec des vecteurs lentiviraux codant pour l’α-synA53T, LRRK2WT, 

LRRK2G2019S, LRRK2DK et/ou LacZ, un contrôle de charge viral. Au stade DIV4, les cultures de neurones ont été traitées à l’AraC 

(2µM). Au stade DIV14, ces neurones ont été privés en nutriments (Privation) et/ou traités avec 100nM de Bafilomycine A1 (BafA1) 

pendant 4h. Ces neurones primaires ont ainsi soit été lysés afin d’en récupérer les extraits protéiques, soit fixés dans une solution 
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de formaldéhyde. A. C. Les extraits protéiques ont été séparés par SDS-PAGE et l’immunoempreinte de LC3B, LRRK2 et GAPDH a 

été réalisée sur les fractions NP40 solubles. B. Représentation graphique de l’évaluation du flux autophagique basal, résultant de 

la quantification de l’expression de LC3-II rapportée au contrôle de charge GAPDH, en condition de blocage du flux BafA1 

rapportée à la condition contrôle. Moyenne +/- S.E.M ; n=6 (5 pour la condition « α-synA53T + LRRK2DK ») ; test de Kruskal-Wallis, 

test post-hoc de Dunn. D. Représentation graphique de l’évaluation du flux autophagique induit, résultant de la quantification de 

l’expression de LC3-II rapportée au contrôle de charge GAPDH, en condition de privation et blocage du flux BafA1 rapportée à la 

condition BafA1 seule. Moyenne +/- S.E.M ; n=6 ; test de Kruskal-Wallis, test post-hoc de Dunn. E. Les neurones transduits ont subis 

une privation nutritive et un blocage du flux par la BafA1 (100nM) pendant 4 heures à DIV14. Puis, leurs noyaux ont été marqués 

par une solution de Hoechst. Sont représentées des images acquises au microscope à épifluorescence au grossissement 63X. Barre 

d’échelle = 10µm F. Représentation graphique de la quantification de l’aire occupée par les GFP-LC3 dots rapportée à l’aire totale 

GFP-LC3 positive. Moyenne +/- S.E.M ; N=5 ; n=11 (à raison d’environ 84 neurones analysés par expérience) ; ANOVA à facteur 

unique, test post-hoc de Tukey. u. a. = unité arbitraire ; n.s. = non-significatif 

 

En résumé, l’α-synA53T induit une diminution du flux autophagique basal. Elle permet également 

une plus grande accumulation somatique d’autophagosomes en réponse à une privation nutritive et un 

blocage du flux. L’α-syn apparait aussi favoriser le flux autophagique induit. Par ailleurs, bien que LRRK2 

ne soit pas suffisante pour moduler seule les flux autophagiques, la co-expression de l’α-synA53T et 

LRRK2G2019S augmente le flux autophagique basal et produit une plus forte accumulation 

d’autophagosomes dans le soma en réponse à une privation et un blocage du flux. Ainsi, ces résultats 

suggèrent que l’impact « protoxique » de LRRK2G2019S ne se révélerait qu’en présence d’un autre facteur 

délétère, l’α-synA53T.  

 

L’ensemble de ces éléments confirme donc l’existence d’une interaction fonctionnelle entre l’α-

syn et LRRK2 au sein des processus autophagiques. Nous avons également souhaité analyser 

l’interaction fonctionnelle entre l’α-syn et LRRK2 dans le cadre d’une autre manifestation liée à la 

pathogénicité de l’α-syn, sa phosphorylation sur la S129, en lien avec le système autophagique. 
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III. Effet de LRRK2 sur la phosphorylation de l’alpha-

synucléine dans les neurones 

 

III.1. L’α-synA53T humaine peut être phosphorylée sur la Ser129 

au sein de neurones corticaux primaires. 

 

Il a été décrit que 90% de l’α-syn était phosphorylée sur la S129 au sein des CLs, alors que 

seulement 4% de l’α-syn apparait phosphorylée au sein de cerveaux sains (Anderson et al., 2006 ; 

Fujiwara et al., 2002). LRRK2 pourrait – directement ou indirectement – moduler cette phosphorylation 

qui représente un véritable marqueur physiopathologique de la MP. Nous avons alors vérifié que l’α-syn 

pouvait être phosphorylée sur la S129 au sein de notre modèle d’expression de l’α-syn dans des 

neurones primaires corticaux en culture mixte. Il apparait que les neurones transduits avec le contrôle 

de charge viral LacZ ne présentent ni de marquage de l’α-syn humaine ni de pS129 (Figure 39). Quant 

aux neurones transduits avec l’α-synA53T, ils présentent un marquage somatique de la pS129 et seuls 

quelques neurites apparaissent marqués alors que l’α-syn humaine s’exprime dans l’ensemble du 

neurone, du soma jusqu’aux neurites (Figure 39). Enfin, le marquage pS129 apparait diffus et ne met en 

lumière aucun agrégat au sein des cellules transduites avec l’α-synA53T (Figure 39). 

 

Figure 39 : L’α-synA53T humaine au 

sein de neurones corticaux 

primaires peut être phosphorylée 

sur la Ser129 

Au stade DIV1, des neurones primaires ont été 

transduits avec des vecteurs lentiviraux codant 

pour l’α-synA53T et/ou LacZ, un contrôle de 

charge viral. Au stade DIV14, ces neurones ont 

été fixés dans une solution de formaldéhyde 

puis ont été immunomarqués pour l’α-syn et la 

pS129. Sont représentées des images acquises 

au microscope à épifluorescence au 

grossissement 40X. Barre d’échelle = 20µm.  

 

III.2. La phosphorylation de l’α-synA53T est dépendante de 

l’activité kinase de LRRK2. 

 

 Afin de déterminer l’impact de l’expression de LRRK2 sur la phosphorylation de l’α-syn, nous 

avons transduit des neurones corticaux primaires (en culture mixte) avec des vecteurs lentiviraux 

permettant l’expression de l’α-synA53T avec LRRK2WT, LRRK2G2019S, LRRK2DK ou LacZ en tant que contrôle 

de charge virale. L’utilisation de ces trois formes différentes de LRRK2 nous permet de discriminer si la 
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fonction kinase de LRRK2 joue un rôle crucial dans cette phosphorylation. Ces neurones transduits ont 

ensuite été fixés à DIV14 et immunomarqués avec un anticorps dirigé contre NeuN – afin d’identifier les 

neurones au sein de ces cultures mixtes – ainsi qu’un anticorps dirigé contre la pS129 (Figure 40A). 

Nous observons qu’en présence de l’α-synA53T et LacZ, une partie de l’α-syn est phosphorylée sur la S129 

par d’autres kinases que LRRK2. Quand nous avons co-exprimé l’α-synA53T avec LRRK2G2019S cela induit 

une augmentation significative du pourcentage de neurones pS129-positifs par rapport à la co-

expression avec LacZ, LRRK2WT et LRRK2DK (Figure 40B). De plus, puisqu’il n’existe pas de différence 

significative dans ce pourcentage de neurones pS129 positifs entre les conditions « α-synA53T + LacZ » 

et « α-synA53T + LRRK2WT », cela suggère que la mutation G2019S est nécessaire à cette exacerbation de 

la phosphorylation de l’α-syn. En outre, il n’existe également pas de différence significative dans ce 

pourcentage entre les conditions « α-synA53T + LacZ » et « α-synA53T + LRRK2DK », indiquant que la 

fonction kinase de LRRK2 est fondamentale à la phosphorylation de l’α-syn. Nous avons également 

vérifié l’importance de la fonction kinase de LRRK2 dans la phosphorylation de l’α-syn par une approche 

pharmacologique, par traitement des neurones au MLi2, un inhibiteur sélectif de la fonction kinase de 

LRRK2 (Fell et al., 2015). La dose de 300nM a été définie durant la thèse de Camille Gardier suite à un 

traitement en dose-réponse et l’observation de cette réponse sur la phosphorylation de LRRK2 par 

immunoempreinte. Dans nos expériences au sein des neurones co-exprimant l’α-synA53T et LRRK2G2019S, 

le traitement au MLi2 permet de diminuer significativement le pourcentage de neurones pS129-positifs 

(Figure 40C). Il apparait que la fonction kinase de LRRK2 est bien responsable de l’exacerbation de la 

phosphorylation de l’α-syn. Ceci est également confirmé par la perte de différences significatives dans 

le pourcentage de neurones pS129-positifs entre les neurones exprimant l’α-syn et LacZ et ceux 

exprimant l’α-syn et LRRK2G2019S lorsqu’ils sont traités au MLi2 (Figure 40D). De ce fait, par l’utilisation 

d’approches à la fois génétique et pharmacologique, nos données montrent que la phosphorylation de 

l’α-syn est dépendante de l’activité kinase de LRRK2. 

 

III.3. La phosphorylation de l’α-synA53T est dépendante de 

l’autophagie et du protéasome.  

 

 Comme montré précédemment, il apparait que le marquage pS129 est principalement 

somatique, à la différence de l’α-syn qui apparait à la fois dans le soma et les neurites (Figure 39). Nous 

nous sommes alors demandés si cette différence d’expression résultait d’un défaut des systèmes de 

dégradation cellulaire. En effet, c’est au sein du soma que se situe notamment la majorité des lysosomes 

fonctionnels (Maday & Holzbaur, 2016). De plus, il a été décrit que la S129 pourrait servir de motif 

d’adressage de l’α-syn aux systèmes de dégradation (Machiya et al., 2010). Ainsi, ce marquage pS129 

prépondérant dans le soma reflèterait la relocalisation de l’α-syn vers le corps cellulaire neuronal afin 

d’y être dégradée. Cependant, en cas de co-expression de l’α-synA53T avec LRRK2G2019S, elle s’y 

accumulerait si le fonctionnement des systèmes de dégradation n’est pas optimal.  
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Figure 40 : LRRK2G2019S favorise la phosphorylation de l’α-syn sur la Ser129, de façon kinase-

dépendante 

Au stade DIV1, des neurones primaires ont été transduits avec des vecteurs lentiviraux codant pour l’α-synA53T, LRRK2WT, 

LRRK2G2019S, LRRK2DK et/ou LacZ. Au stade DIV14, ces neurones ont été fixés dans une solution de formaldéhyde. A. 

L’immunomarquage de NeuN et pS129 a été réalisée sur les neurones transduits et fixés. Sont représentées des images acquises 

au microscope à épifluorescence au grossissement 40X. Barre d’échelle = 20µm. B. Représentation graphique de la quantification 

du pourcentage de neurones pS129-positifs sur l’ensemble des neurones NeuN-positifs, suivant la condition de transduction. 

N=15 (12 pour « α-synA53T + LRRK2DK »), n=11 ; ANOVA à unique facteur, test post-hoc de Tukey. C. Représentation graphique de 

la quantification du pourcentage de neurones pS129-positifs sur l’ensemble des neurones NeuN-positifs, au sein de cultures 

neuronales transduites avec l’α-synA53T et LRRK2G2019S et traités ou non au stade DIV13 au MLi2 (300nM). Moyenne +/- S.E.M ; N=6, 

n=11 ; t-test non-apparié. D. Représentation graphique de la quantification du pourcentage de neurones pS129-positifs sur 

l’ensemble des neurones NeuN-positifs, suivant la condition de transduction et traités ou non au stade DIV13 au MLi2 (300nM) 

pendant 24h. Moyenne +/- S.E.M ; N=6, n=11 ; ANOVA à double facteurs, test post-hoc de Tukey.  
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Nous avons vérifié cette hypothèse en traitant les neurones transduits avec de la BafA1 pour 

tester l’effet du flux autophagique sur la pS129 (Figure 41A). Ainsi, il s’avère que ce traitement n’a pas 

d’effet sur le pourcentage de neurones pS129-positifs en cas de co-expression de l’α-synA53T avec LacZ, 

LRRK2WT ou LRRK2DK (Figure 41B). L’autophagie ne serait donc pas impliquée dans la régulation de la 

pS129 de l’α-syn dans ces conditions. Toutefois, en cas de co-expression de l’α-synA53T avec LRRK2G2019S, 

le pourcentage de neurones pS129-positifs en cas de traitement à la BafA1 est significativement diminué 

(Figure 41B). Ce résultat étant à l’encontre de notre hypothèse de travail (le blocage du flux 

autophagique par la BafA1 pourrait induire une augmentation de l’accumulation de pS129), nous nous 

sommes demandés si cette diminution pourrait être en lien avec une activation compensatoire d’un 

autre système de dégradation cellulaire : le protéasome. En effet, comme décrit en Introduction (en 

partie V.I.5.), l’autophagie peut s’activer en cas de défaut du protéasome, et inversement (Dikic, 2017). 

De façon intéressante, cette interdépendance a déjà été soulignée dans le cadre de l’étude de la pS129, 

où le blocage du flux autophagique a permis la prise en charge de l’α-syn pS129-positive par le 

protéasome, en vue de sa dégradation (Arawaka et al., 2017). Nous avons alors vérifié cette hypothèse 

en analysant l’effet d’une inhibition du protéasome sur ce pourcentage de neurones pS129-positifs.  

 

Au préalable, nous avons vérifié qu’un traitement à la Lactacystine (Lacta), un inhibiteur 

spécifique du protéasome (Klionsky et al., 2021), est efficace au sein de notre modèle de culture primaire 

de neurones corticaux de rat. Nous avons ainsi pu visualiser par immunoempreinte une accumulation 

des protéines ubiquitinylées en cas de traitement à la Lacta, démontrant son efficacité dans le blocage 

du protéasome au sein de notre modèle (Figure 43A). Nous avons alors examiné l’effet du blocage du 

protéasome par la Lacta sur le pourcentage de neurones pS129-positifs (Figure 41C). Le traitement à la 

Lacta induit l’augmentation significative du pourcentage de neurones pS129-positifs dans le cas de co-

expression de l’α-synA53T avec LacZ ainsi qu’avec LRRK2WT (Figure 41D). De ce fait, dans ces conditions 

d’expression, le protéasome jouerait un rôle dans la régulation du pourcentage de neurones présentant 

de l’α-syn pathologique. Toutefois, le blocage du protéasome n’a pas d’effet significatif sur ce 

pourcentage en cas de co-expression de l’α-synA53T avec LRRK2G2019S ou LRRK2DK (Figure 41D). Ceci 

indiquerait que dans ces conditions, la Lacta n’exercerait pas son effet inhibiteur, peut-être parce que le 

protéasome serait déjà bloqué par LRRK2G2019S/DK. Ce blocage du protéasome serait alors indépendant 

de l’activité kinase de LRRK2. D’autre part, il se pourrait qu’un niveau de saturation ait été atteint et une 

plus grande augmentation du pourcentage de neurones présentant de l’α-syn pS129-positive ne serait 

alors pas possible dans ces conditions. Par ailleurs, cette absence d’augmentation du pourcentage de 

neurones pS129-positifs pourrait également être le reflet d’une activation compensatoire de 

l’autophagie (afin de prévenir l’accumulation d’α-syn pathologique) en cas de co-expression de l’α-

synA53T avec LRRK2G2019S/DK.  
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Figure 41 : La phosphorylation de l’α-syn en S129 apparait dépendante de l’autophagie et du 

protéasome 

Au stade DIV1, des neurones primaires ont été transduits avec des vecteurs lentiviraux codant pour l’α-synA53T, LRRK2WT, 

LRRK2G2019S, LRRK2DK et/ou LacZ. Au stade DIV14, ces neurones ont été traités à la Bafilomycine A1 (BafA1) et/ou à la Lactacystine 

(Lacta) pendant 4 heures. Ils ont ensuite été fixés dans une solution de formaldéhyde. A. C. E. L’immunomarquage de NeuN et 

pS129 a été réalisée sur les neurones transduits, traités et fixés. Sont représentées des images acquises au microscope à 

épifluorescence au grossissement 40X. Barre d’échelle = 20µm. B. Représentation graphique de la quantification du pourcentage 
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de neurones pS129-positifs sur l’ensemble des neurones NeuN-positifs, traités ou non à la BafA1 et suivant la condition de 

transduction. Moyenne +/- S.E.M ; N=7, n=11 ; ANOVA à double facteurs, test post-hoc de Tukey. D. Représentation graphique de 

la quantification du pourcentage de neurones pS129-positifs sur l’ensemble des neurones NeuN-positifs, traités ou non à la Lacta 

et suivant la condition de transduction. Moyenne +/- S.E.M ; N=8, n=11 ; ANOVA à double facteurs, test post-hoc de Tukey. F. 

Représentation graphique de la quantification du pourcentage de neurones pS129-positifs sur l’ensemble des neurones NeuN-

positifs, traités ou non à la BafA1 et Lacta ; et suivant la condition de transduction. Moyenne +/- S.E.M ; N=7, n=11 ; ANOVA à 

double facteurs, test post-hoc de Tukey 

 

Pour vérifier l’association de l’autophagie et du protéasome dans la régulation de la 

phosphorylation de l’α-syn sur la S129, nous avons traité les neurones transduits avec à la fois la BafA1 

et la Lacta afin de bloquer ces deux systèmes de dégradation cellulaire (Figure 41E). Ce co-traitement 

nous permet alors de vérifier s’il existait des phénomènes de compensation entre ces deux voies de 

dégradation en cas de blocage seul du flux autophagique ou du protéasome. Ainsi, dans ce cas de 

double blocage, le pourcentage de neurones pS129-positifs est significativement augmenté en cas de 

co-expression de l’α-synA53T avec LacZ ou LRRK2WT, à un niveau identique au cas du blocage seul du 

protéasome (Figure 41F). Ceci confirme que le protéasome prendrait part à la régulation de 

l’accumulation de pS129 dans les neurones, sans que l’autophagie n’intervienne. De plus, alors que le 

pourcentage de neurone pS129-positifs n’apparaissait pas impacté par un blocage seul du flux 

autophagique ou du protéasome, la BafA1 associée à la Lacta permet d’augmenter significativement le 

pourcentage de neurones présentant de l’α-syn pathologique en cas de co-expression de l’α-synA53T 

avec LRRK2DK (Figure 41F). Ceci démontre que ces deux voies de dégradation cellulaire agissent 

conjointement dans ce phénomène. Enfin, en cas de co-expression de l’α-synA53T avec LRRK2G2019S, ce 

co-traitement ne permet pas de modification du pourcentage de neurones pS129-positifs (Figure 41F). 

Cette absence d’élévation peut s’expliquer de deux façons. Dans un premier cas, le pourcentage de 

neurones présentant de l’α-syn pathologique ne pourrait pas être augmenté d’avantage puisqu’un seuil 

de saturation a pu être atteint rien qu’en co-exprimant l’α-synA53T avec LRRK2G2019S. Dans un second cas, 

l’association de la BafA1 avec la Lacta ne peut pas avoir d’effet car la simple co-expression de l’α-synA53T 

avec LRRK2G2019S pourrait favoriser le blocage à la fois de l’autophagie et du protéasome. L’inhibition du 

protéasome serait toutefois plus modeste puisque le traitement à la BafA1 seule a tout de même un 

impact sur le pourcentage de neurones pS129-positifs en cas de co-expression de l’α-synA53T avec 

LRRK2G2019S (Figure 41B). Il existerait ainsi un phénomène de compensation du protéasome face au 

blocage du flux autophagique, mais l’inverse ne serait pas possible, en cas de co-expression de l’α-

synA53T avec LRRK2G2019S.  

 

En conclusion, l’ensemble de ces données obtenues par l’analyse d’immunomarquage 

démontrent que LRRK2G2019S favorise de façon kinase-dépendante la phosphorylation de l’α-syn sur la 

S129, décrite comme étant une forme pathologique de la protéine. De plus, cette accumulation 

somatique d’α-syn phosphorylée demeure dépendante des voies de dégradation de l’autophagie et du 

protéasome. Dans un dernier axe de résultats, nous avons alors examiné l’impact de l’α-syn et LRRK2 sur 

la coopération entre l’autophagie et le protéasome.  



RÉSULTATS 

135 

 

IV. Effet conjoint de l’alpha-synucléine et LRRK2 sur la 

coopération entre l’autophagie et le protéasome 

 

IV.1. Effet de l’α-synA53T et LRRK2 sur le protéasome, en réponse 

au blocage du flux autophagique 

 

Dans une approche initiale d’analyse de l’effet de l’α-syn et LRRK2 sur le protéasome en réponse 

au blocage du flux autophagique, nous avons vérifié par immunoempreinte l’impact de leur expression 

sur l’accumulation de protéines ubiquitinylées en réponse à un traitement de blocage du flux à la BafA1 

(Figure 42A). Nous avons alors effectué le rapport de la quantification de l’expression normalisée de 

l’ubiquitine en condition BafA1 rapportée à son expression en condition contrôle (Figure 42B). Il 

apparait que ni l’α-syn, ni LRRK2 n’a d’effet sur l’accumulation de protéines ubiquitinylées en réponse 

au blocage du flux autophagique.  

 

 

Figure 42 : Effet de l’α-syn et LRRK2 sur le protéasome, en réponse au blocage du flux 

autophagique 

Au stade DIV1, des neurones primaires ont été transduits avec des vecteurs lentiviraux codant pour l’α-synA53T, LRRK2WT, 

LRRK2G2019S, LRRK2DK et/ou LacZ. Au stade DIV14, ces neurones ont été traités (ou non) avec 100nM de Bafilomycine A1 (BafA1) 

pendant 4 heures puis lysés afin d’en récupérer les extraits protéiques. A. Les extraits protéiques ont été séparés par SDS-PAGE et 

l’immunoempreinte de l’Ubiquitine (ne sont représentées que les protéines ubiquitinylées faisant plus de 50kDa) et GAPDH a été 

réalisée sur les fractions NP40 solubles. Il est à noter que l’expression de l’α-syn et LRRK2 a été vérifiée dans une autre série 

d’immunoempreintes. B. Représentation graphique de l’accumulation de protéines ubiquitinylées suite au blocage du protéasome, 

résultant de la quantification de l’expression de l’Ubiquitine rapportée au contrôle de charge GAPDH, en condition de traitement 

BafA1, rapportée à la condition contrôle. Moyenne +/- S.E.M ; n=4 ; ANOVA à facteur unique, test post-hoc de Tukey.  
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IV.2. Effet de l’α-synA53T et LRRK2 sur l’autophagie, en réponse 

au blocage du protéasome  

 

En premier lieu, nous avons étudié par immunoempreinte si le traitement à la Lacta pouvait 

induire l’autophagie au sein de notre modèle de culture primaire de neurones corticaux de rat. Nous 

avons ainsi traité des neurones primaires avec de la Lacta et analysé l’effet de ce traitement par 

immunoempreinte (Figure 43A). Tout d’abord, nous avons confirmé que la Lacta était bien capable de 

bloquer le protéasome puisque ce traitement occasionne une accumulation de protéines ubiquitinylées 

(Figure 43A) et le rapport d’expression de ces protéines en condition traitée sur la condition contrôle 

est largement supérieur à 1 (moyenne de 2,95) (Figure 43B). Nous avons également pu quantifier 

l’expression de LC3-II en condition de blocage du protéasome, rapportée à son expression en condition 

contrôle, nous permettant de mettre en lumière la potentielle activation de l’autophagie en cas de 

blocage du protéasome (Figure 43C). Il apparait que le traitement à la Lacta permettrait d’induire un 

flux autophagique puisque le rapport mentionné précédemment est supérieur à 1 (moyenne de 1,14) 

(Figure 43C). Ainsi, l’ensemble de ces données démontre que la Lacta est un outil de choix dans 

l’inhibition du protéasome au sein de notre modèle de neurones primaires, et que ce blocage pourrait 

permettre l’induction d’un flux autophagique. 

 

Figure 43 : Effet de la Lactacystine au sein de neurones 

corticaux primaires 

Au stade DIV14, des neurones primaires ont été traités (ou non) avec 5µM 

de Lactacystine (Lacta) pendant 4 heures puis lysés afin d’en récupérer les 

extraits protéiques. A. Les extraits protéiques ont été séparés par SDS-

PAGE et l’immunoempreinte de l’Ubiquitine (ne sont représentées que les 

protéines ubiquitinylées faisant plus de 50kDa), LC3B et GAPDH a été 

réalisée sur les fractions NP40 solubles. B. Représentation graphique de 

l’accumulation de protéines ubiquitinylées suite au blocage du 

protéasome, résultant de la quantification de l’expression de l’Ubiquitine 

rapportée au contrôle de charge GAPDH, en condition de traitement à la 

Lacta, rapportée à la condition contrôle. Moyenne +/- S.E.M ; n=6. C. 

Représentation graphique de l’évaluation du flux autophagique induit par 

le blocage du protéasome, résultant de la quantification de l’expression 

de LC3-II rapportée au contrôle de charge GAPDH, en condition de 

traitement à la Lacta, rapportée à la condition contrôle. Moyenne +/- 

S.E.M ; n=4. u. a. = unité arbitraire ; Ubiq = Ubiquitine 

 

Suivant les données précédentes concernant la phosphorylation de l’α-syn sur la S129 (partie 

III.3), il apparait que la co-expression de l’α-syn et LRRK2, et notamment en cas de mutation G2019S, 

pourrait avoir un impact sur le protéasome. Afin de vérifier cette hypothèse, nous avons transduit des 

neurones primaires corticaux avec des vecteurs lentiviraux permettant l’expression de l’α-synA53T avec 

LRRK2WT, LRRK2G2019S, LRRK2DK ou LacZ. Ces neurones ont ensuite été traités à DIV14 avec de la Lacta 

afin de bloquer le protéasome. Nous avons alors étudié l’effet de ce blocage par immunoempreinte 
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(Figure 44A). D’une part, LRRK2 ne semble pas moduler l’effet de l’α-syn sur l’accumulation de protéines 

ubiquitinylées (Figure 44B). D’autre part, LRRK2 ne modulerait pas non plus l’effet de l’α-syn sur 

l’induction du flux autophagique en compensation du blocage du protéasome (Figure 44C). 

 

En conclusion, ces études par immunoempreinte laissent présager que l’interaction entre l’α-syn 

et LRRK2 ne semble pas avoir d’impact sur l’interdépendance entre l’autophagie et le protéasome. 

Toutefois, il s’agit ici de résultats préliminaires à une analyse qui devra être complexifiée, notamment en 

étudiant d’autres paramètres. Ceci sera développé dans la Discussion.  

 

 

Figure 44 : Effet de l’expression de l’α-syn et LRRK2 en réponse au blocage du protéasome 

Au stade DIV1, des neurones primaires ont été transduits avec des vecteurs lentivraux codant pour l’α-synA53T, LRRK2WT, LRRK2G2019S, 

LRRK2DK et/ou LacZ, un contrôle de charge viral. Au stade DIV14, ces neurones ont été traités (ou non) avec 5µM de Lactacystine 

(Lacta) pendant 4 heures puis lysés afin d’en récupérer les extraits protéiques. A. Les extraits protéiques ont été séparés par SDS-

PAGE et l’immunoempreinte de l’Ubiquitine (ne sont représentées que les protéines ubiquitinylées faisant plus de 50kDa), LC3B, 

α-syn LRRK2 et GAPDH a été réalisée sur les fractions NP40 solubles. B. Représentation graphique de l’accumulation de protéines 

ubiquitinylées suite au blocage du protéasome, résultant de la quantification de l’expression de l’Ubiquitine rapportée au contrôle 

de charge GAPDH, en condition de traitement à la Lacta, rapportée à la condition contrôle. Moyenne +/- S.E.M ; n=4 ; ANOVA à 

facteur unique, test post-hoc de Tukey. C. Représentation graphique de l’évaluation du flux autophagique induit par le blocage du 

protéasome, résultant de la quantification de l’expression de LC3-II rapportée au contrôle de charge GAPDH, en condition de 

traitement à la Lacta, rapportée à la condition contrôle. Moyenne +/- S.E.M ; n=4 ; ANOVA à facteur unique, test post-hoc de Tukey. 

u. a. = unité arbitraire ; n.s. = non-significatif.
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DISCUSSION 

 

I. Modèle d’étude de l’autophagie au sein de neurones 

primaires : un modèle à parfaire ? 

 

I.1. Culture primaire de neurones corticaux de rat : avantages et 

limites 

 

Pour étudier l’effet de l’α-syn et LRRK2 sur les flux autophagiques neuronaux, notre premier 

objectif a été de développer un modèle d’étude de l’autophagie au sein de cultures primaires de 

neurones corticaux de rat. Nous avons ainsi utilisé des neurones primaires pour nous placer au plus 

proche de la physiopathologie de la MP dans une approche in vitro, ce qui ne serait pas le cas en 

choisissant une lignée cellulaire qui, bien que neuronale, ne reproduit pas totalement toute la complexité 

de la physiologie des neurones. Nous avons opté pour l’utilisation de neurones corticaux qui permet 

obtenir une culture homogène de neurones principalement glutamatergiques. Les neurones DAergiques 

sont les plus affectés dans le cas de la MP. La culture de neurones DAergique était une autre alternative, 

mais comparée à l’homogénéité des cultures corticales, la dissection du mésencéphale ne permet 

d’obtenir qu’entre 10 et 20% de neurones DAergiques une fois mis en culture (Gaven et al., 2014). Le 

choix de neurones corticaux reste approprié puisque le cortex présente également des CLs en phase 

tardive de la MP (Braak et al., 2003). Nous avons traité et analysé ces neurones au stade DIV14, 

correspondant à un état mature des neurones qui détiennent à la fois leur polarité somato-dendritique 

et expriment également leurs récepteurs NMDA (N-méthyl-D-aspartate) les rendant sensibles à 

l’excitotoxicité (Cheng et al., 1999). De plus, les synapses sont véritablement développées et actives à ce 

stade, en comparaison avec des neurones immatures au stade DIV5 par exemple (Chang & Reynolds, 

2006). Dans le cas de notre modèle, cette activité est également soutenue par la mise en culture des 

neurones dans du BrainPhysTM, milieu décrit comme favorisant l’activité synaptique des neurones (Bardy 

et al., 2015). Ceci est d’autant plus important à mettre en lien avec notre étude de l’α-syn, décrite comme 

étant une protéine agissant à la synapse. Toutefois, la majorité des études de l’autophagie au sein de 

neurones primaires s’effectue à des stades de maturation précoce (Benito-Cuesta et al., 2017). Il devient 

ainsi nécessaire de prendre en compte la maturité des neurones primaires, mais également l’influence 

d’autres cellules possiblement présentes au sein de cultures si elles ne sont pas pures. En effet, il est 

reconnu que les neurones se basent notamment sur le soutien des astrocytes pour leur apport 

énergétique (Saab et al., 2016). C’est pourquoi nous avons évalué la proportion d’autres types cellulaires, 

notamment d’astrocytes, au sein des cultures primaires neuronales mixtes. Dans nos cultures, les 

astrocytes représentent une cellule sur cinq au stade de maturation neuronale DIV14. Ceci sera discuté 

ultérieurement (dans le cadre de l’impact de l’expression de l’α-syn et LRRK2 sur les flux autophagiques) 
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mais cette proportion conséquente en astrocyte influe sur la réponse des neurones face aux traitements 

modulant l’autophagie, notamment concernant le flux basal.  

 

I.2. De la difficulté à identifier le meilleur modèle d’étude de 

l’autophagie neuronale… 

 

Afin d’étudier l’impact de l’α-syn et LRRK2 sur l’autophagie, nous devions développer un modèle 

grâce auquel nous pourrons moduler l’autophagie afin de discriminer le rôle de nos deux protéines 

d’intérêt au sein du processus.  

 

D’une part, nous avons pris le parti de la privation nutritive, par incubation dans de l’EBSS, qui 

est un milieu de référence pour induire l’autophagie in vitro (Klionsky et al., 2021). Toutefois, il s’avère 

que cette privation n’a que peu d’effet sur l’induction de l’autophagie neuronale. Ceci est en accord avec 

les résultats d’autres équipes, l’autophagie ne serait pas induite suite à un stress de privation en 

nutriments au sein des neurones (Kulkarni et al., 2019 ; Kuma & Mizushima, 2010). Dans les neurones, 

l’autophagie serait régulée différemment des autres types cellulaires et serait induite notamment en 

réponse à la présence d’organites endommagés ou bien pour favoriser le remodelage neuritique plutôt 

que pour permettre la génération de nutriments tels que les AA (Chu, 2006 ; Maday & Holzbaur, 2016). 

Face à un stress nutritif, à défaut de favoriser la voie autophagique, les neurones se reposeraient sur 

leurs cellules de soutien, les cellules gliales et notamment les astrocytes (Alirezaei et al., 2008). Par 

ailleurs, nous avons également évalué si les neurones répondaient mieux, ou du moins différemment, 

en jouant directement sur mTOR, acteur majeur de l’initiation de l’autophagie. Nous avons notamment 

traité les neurones primaires à la Rapamycine ou à la Torin1, deux inhibiteurs de mTOR, sans obtenir de 

réponse autophagique améliorée par rapport à la privation nutritive (résultats non-montrés), comme cela 

avait déjà pu être décrit au sein de neurones primaires (Maday & Holzbaur, 2016). En outre, il s’avère 

également que la transduction des neurones pourrait favoriser l’activation de voies de stress, et 

notamment favoriser l’induction de l’autophagie (Klionsky et al., 2021). Pour évaluer ce biais, nous 

utilisons la construction LacZ comme contrôle de charge virale et de transduction. Nos données 

concernant les flux autophagiques, analysés par immunoempreinte, incluent donc les contrôles 

appropriés. En parallèle, nous avons validé notre modèle d’étude de l’autophagie au sein d’astrocytes 

primaires. De la même façon que les neurones corticaux, nos résultats soulignent que les astrocytes 

répondent difficilement à la privation nutritive. Ceci semble cohérent avec ce qui est généralement décrit 

dans la littérature, ces cellules gliales survivant pendant plusieurs jours à ce type de privation, 

notamment en induisant la lipolyse pour survivre (Korenić et al., 2015). Toutefois, l’autophagie reste 

essentielle à ce type cellulaire, en participant au contrôle-qualité des protéines agrégées ou encore à la 

différenciation des astrocytes durant le développement (Ortiz-Rodriguez & Arevalo, 2020). Ainsi, la 

privation nutritive n’est pas le mode d’induction le plus optimal du processus autophagique au sein de 

cellules primaires du SNC. Il serait alors envisageable de tester d’autres modes d’activation de 

l’autophagie dans les neurones. Ainsi, par une stratégie lentivirale, il serait possible d’induire 
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l’autophagie par surexpression d’acteurs de l’initiation du processus tels que Beclin1 (Nascimento-

Ferreira et al., 2011) ou Atg5 (Leiva-Rodríguez et al., 2018).  

 

D’autre part, l’utilisation des drogues modulant l’autophagie nécessite une grande précision. En 

effet, il a été décrit que leur effet peut devenir non-spécifique de l’autophagie en cas de traitement long 

(supérieur à quatre heures) et peut alors agir sur d’autres mécanismes tels que le protéasome ou le trafic 

des endosomes (Barth et al., 2010 ; Klionsky et al., 2008). De plus, et notamment concernant les composés 

inhibant le lysosome, leur concentration doit être correctement régulée afin d’éviter toute cytotoxicité 

(Benito-Cuesta et al., 2017). C’est pourquoi nous avons opté pour la BafA1, contrairement à la 

Chloroquine (CQ) qui s’est révélée toxique notamment en cas de combinaison avec une privation 

nutritive et d’autant plus au sein des astrocytes primaires (résultats non-montrés). De plus, la CQ a été 

décrite comme pouvant induire d’autres altérations cellulaires, notamment au niveau de l’appareil de 

Golgi (Mauthe et al., 2018).  

 

I.3. La variation d’expression de LC3 : le meilleur paramètre 

d’étude de l’autophagie ? 

 

Dans le cadre de la mise au point de notre modèle d’étude du processus autophagique, nous 

avons pris en compte l’analyse de l’expression de deux acteurs de l’autophagie : p62 et LC3. D’une part, 

l’analyse de l’expression de p62 ne nous a pas apporté de résultats convaincants concernant sa 

modulation en lien avec une privation nutritive et/ou un blocage du flux à la BafA1, que cela soit dans 

les neurones mais aussi dans les astrocytes primaires. Ceci est en accord avec des données obtenues 

récemment par l’équipe de Sandra Maday, qui tendent à indiquer que p62 ne serait pas un bon 

indicateur du suivi du flux autophagique (Kulkarni et al., 2019). Ainsi, à la fois par immunoempreinte sur 

des astrocytes et des neurones primaires, son équipe n’a pu visualiser une augmentation significative de 

l’expression de p62 qu’en cas de blocage du flux par la BafA1 couplé à une induction de l’autophagie, 

et ce résultat apparait dépendant du milieu choisi pour induire ce stress autophagique (Kulkarni et al., 

2019). Par ailleurs, il apparait que p62 pourrait être régulée par d’autres voies, notamment celles des 

caspases en étant un substrat des caspases 6 et 8 (Klionsky et al., 2021). La protéine a également été liée 

au stress oxydant via la voie Keap1-Nrf2 (Jiang et al., 2015 ; Rusten & Stenmark, 2010), le protéasome 

(Kocaturk & Gozuacik, 2018), la voie du NF-κB (Nuclear-factor kappa B) (Moscat & Diaz-Meco, 2009) ou 

encore à l’oncogène Ras (Barth et al., 2010). La variation d’expression de p62 est donc liée à de multiples 

autres facteurs que notre modèle d’étude de l’autophagie. Enfin, dans le cas de l’analyse par 

immunoempreinte, il se peut que la protéine soit mal extraite dans nos conditions de lyse. Toutefois, 

l’utilisation d’autres tampons de lyse ne nous a pas permis d’obtenir une meilleure extraction de p62.  

 

D’autre part, et comme décrit en Introduction (plus de détails en partie V.1.3.2.), LC3 est une 

protéine adaptatrice de l’autophagie et sa forme LC3-II, liée aux autophagosomes, représente un 

marqueur spécifique de ces derniers (Kabeya et al., 2000). Toutefois, il est fondamental d’effectuer 
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plusieurs contrôles afin d’aboutir à une véritable conclusion sur l’induction (ou à l’inverse, le blocage) du 

processus. Notamment, l’augmentation de l’expression de LC3-II peut correspondre à la fois à une 

induction du processus, incitant la formation d’autophagosomes et donc une élévation de l’expression 

de LC3-II, mais aussi au blocage du processus, résultant en une accumulation d’autophagosomes et 

donc également de LC3-II. Afin de discriminer au mieux la signification de l’augmentation de l’expression 

de LC3-II, nous effectuons donc un traitement de blocage du flux à la BafA1 additionné ou non d’une 

privation nutritive que nous analysons notamment par immunoempreinte. Toutefois, et comme expliqué 

dans les Résultats, il est difficile de discriminer les autophagosomes par un immunomarquage de LC3. 

L’utilisation de la construction GFP-LC3 nous a alors permis de mettre en évidence les autophagosomes 

et d’autant plus leur accumulation en cas de blocage du flux autophagique. Puisque c’est en cas de 

privation et de blocage du flux qu’est observé le plus de points correspondant aux autophagosomes, 

nous avons étudié l’accumulation d’autophagosomes GFP-LC3-positifs dans cette condition. Ceci nous 

permet également de vérifier s’il existe un potentiel défaut de transport et de maturation des 

autophagosomes, suivant la quantité d’accumulation dans le soma neuronal, puisque les 

autophagosomes maturent durant le transport rétrograde axonal jusqu’à atteindre le soma pour 

fusionner avec les lysosomes qui y sont présents. Cependant, cette stratégie présente aussi des limites. 

D’une part, il a été décrit que GFP-LC3 pouvait s’incorporer au sein d’agrégats protéiques, 

indépendamment du processus autophagique (Kuma et al., 2007), sans doute par son interaction avec 

p62 qui peut prendre en charge les agrégats de protéines (Bjørkøy et al., 2005). Cette donnée n’est pas 

négligeable dans le contexte d’études des MNDs. Néanmoins, notre étude sur la phosphorylation de l’α-

syn nous montre que le marquage de la pS129 est diffus, et ne correspondrait donc pas à des agrégats 

de la protéine. Toutefois, afin de déterminer la présence de ces agrégats GFP-LC3-positifs qui ne peuvent 

être distingués des autophagosomes, il serait intéressant d’utiliser une forme mutante de la construction, 

GFP-LC3G120A. La présence d’un résidu glycine en partie carboxyterminale bloque la maturation de la 

protéine vers la forme LC3-II, ce qui l’empêche de s’associer aux autophagosomes : ainsi, seule de 

l’autofluorescence ou des agrégats GFP-LC3G120A-positifs seront visualisables (Mizushima et al., 2010). 

D’autre part, la construction GFP-LC3 ne permet de révéler que les autophagosomes. En effet, la GFP est 

sensible au pH et s’éteint à pH acide (Klionsky et al., 2021). Ceci entrave alors la mise en évidence des 

autolysosomes, des autophagosomes en cours de fusion avec le lysosome, mais aussi possiblement les 

autophagosomes en fin de maturation qui se sont acidifiés. L’utilisation de la construction mCherry-GFP-

LC3 permettrait d’éviter ce problème et ainsi de visualiser à la fois les autophagosomes (qui apparaitront 

en jaune) mais aussi les autolysosomes (qui apparaitront en rouge). Ceci ne serait cependant possible 

qu’en condition contrôle ou de privation, puisque l’utilisation de la BafA1 (comme montré dans les 

Résultats en Figure 27) inhibe l’acidification du pH.  
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II. Interaction entre l’alpha-synucléine et LRRK2 dans les flux 

autophagiques : une analyse à complexifier  

 

 Afin d’évaluer l’impact de l’expression de l’α-syn et LRRK2 sur les flux autophagiques, nous avons 

au préalable mesuré l’effet de chaque protéine seule. L’analyse a été réalisée à la fois au sein de cultures 

mixtes et pures de neurones corticaux afin d’estimer l’importance de l’environnement cellulaire 

(notamment de la présence d’astrocytes) sur la réponse des neurones exprimant l’α-syn et/ou LRRK2 et 

également soumis à différents stress autophagiques. L’objectif global de cette étude était de discerner 

les étapes du processus qui étaient potentiellement impactées par l’expression de l’α-syn et/ou LRRK2.  

 

II.1. L’alpha-synucléine : véritable bloqueur de l’autophagie ? 

 

 Au sein de cultures primaires mixtes de neurones corticaux, il apparait par immunoempreinte 

que l’α-syn n’a pas d’effet sur les flux autophagiques basal et induit. Ce résultat peut s’expliquer par la 

forte proportion en astrocytes à DIV14 (comme montré dans les Résultats en Figure 30), stade de 

maturation auquel les cultures neuronales sont analysées. Les immunoempreintes réalisées reflètent 

alors l’ensemble des protéines issus du lysat cellulaire de neurones mais aussi d’astrocytes. Ainsi, dans 

ces conditions, l’effet de l’α-syn dans les neurones peut difficilement être mis en évidence car il a pu être 

dilué dans les protéines totales, ne permettant pas d’obtenir de résultat significatif concernant le rôle de 

l’α-syn sur les flux autophagiques. Toutefois, grâce à la transduction des neurones avec la construction 

GFP-LC3, nous avons pu observer une diminution significative de l’aire occupée par les autophagosomes 

GFP-LC3-positifs en cas de privation nutritive et de blocage du flux (Figure 33). Contrairement à l’étude 

par immunoempreinte, l’analyse du GFP-LC3 par microscopie nous permet d’observer le rôle de l’α-syn 

spécifiquement au sein des neurones, en lien avec leur environnement cellulaire. Il serait toutefois 

intéressant de reproduire cette approche au sein de cultures pures de neurones. Ceci nous permettra de 

vérifier une potentielle influence de la présence d’astrocytes sur l’effet de l’α-syn et sur l’accumulation 

neuronale d’autophagosomes. De plus, cette analyse de l’accumulation d’autophagosomes ne nous 

permet pas de conclure sur l’impact de l’α-syn sur le flux autophagique induit. Pour cela, il faudrait 

reproduire ces expériences avec une condition supplémentaire de neurones traités à la BafA1 seule. De 

la même manière que pour nos analyses par immunoempreinte, ceci nous permettra d’obtenir 

l’accumulation d’autophagosomes en cas d’induction de l’autophagie et de blocage du flux rapportée à 

son accumulation en cas de blocage du flux seul, mettant en lumière le flux autophagique induit. En 

outre, et afin de s’affranchir de l’effet de dilution que pourrait apporter les cultures mixtes, nous avons 

également analysé par immunoempreinte l’effet de l’α-syn au sein de cultures neuronales pures. Dans 

ce cas, nous avons pu montrer que la protéine exerçait un rôle tantôt inhibiteur du flux autophagique 

basal, et tantôt activateur du flux autophagique induit (Figure 34). Cette deuxième donnée peut paraitre 

contradictoire vis-à-vis de celle énoncée précédemment concernant la contribution de l’α-syn dans 

l’affaiblissement de l’aire occupée par les autophagosomes GFP-LC3-positifs en cas de privation et 

blocage du flux. Toutefois, dans cette autre étude, nous nous sommes concentrés sur l’accumulation des 
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autophagosomes au sein du soma neuronal, contrairement au lysat cellulaire utilisé pour l’analyse par 

immunoempreinte du flux autophagique induit qui prend en compte la totalité des protéines sans 

discrimination du compartiment cellulaire. Face à une privation nutritive, une formation accrue 

d’autophagosomes a majoritairement lieu au sein des terminaisons neuritiques, jusqu’à rejoindre le 

soma neuronal pour fusionner avec des lysosomes matures et ainsi poursuivre l’étape de dégradation 

des cargos. Toutefois, si le trafic des autophagosomes est perturbé, les autophagosomes s’accumuleront 

d’autant moins dans le soma. Dès lors, l’α-syn pourrait potentiellement favoriser la formation 

d’autophagosomes (d’où l’augmentation significative du flux autophagique induit), mais favoriserait 

également une dysfonction du trafic de ces derniers (d’où la diminution significative de l’accumulation 

d’autophagosomes dans le soma en cas de privation et blocage du flux). Cette hypothèse est en accord 

avec les résultats obtenus précédemment dans diverses études : d’une part au sein de neurones 

primaires mis en contact de Pffs, ce qui permet l’induction de la formation d’autophagosomes et leur 

accumulation suite à un défaut de maturation (Tanik et al., 2013) ; d’autre part, le rôle négatif de l’α-syn 

sur la maturation des autophagosomes a déjà été rapporté (Button et al., 2017 ; Fujikake et al., 2018 ; 

Winslow et al., 2010). En outre, une étude basée sur l’utilisation d’un modèle génétique chez la 

drosophile a montré que l’α-syn humaine participe à l’altération de la maturation des autophagosomes 

en jouant sur une stabilisation anormale du réseau d’actine (Sarkar et al., 2021). L’ensemble de ces 

données restent, bien entendu, à vérifier et à confirmer en analysant d’autres acteurs de la voie 

autophagique (ceci sera développé en partie Perspectives).  

 

Par ailleurs, l’emploi de la forme mutée A53T de l’α-syn nous permet de recréer une forme de 

synucléinopathie. Toutefois, il serait intéressant de reproduire l’ensemble des manipulations réalisées au 

cours de cette thèse avec l’α-synWT, afin de vérifier que les données obtenues sont bien dues à la 

mutation A53T et non à la simple surexpression de la protéine au sein des neurones primaires.  

 

II.2. LRRK2 et flux autophagique : nécessité d’un environnement 

propice à l’exercice de son rôle potentiellement délétère ? 

 

Dans l’objectif de caractériser l’impact de la coopération de l’α-syn et LRRK2 dans les flux 

autophagiques, nous avons également évalué l’effet de l’expression seule de LRRK2 sur ces flux. 

L’utilisation de ses trois formes - WT, G2019S et DK - nous permet de discriminer l’importance de 

l’activité kinase de la protéine dans les impacts qui lui sont attribués. Ainsi, que cela soit au sein de 

cultures neuronales mixtes ou pures, LRRK2 ne semble n’avoir d’impact ni sur le flux basal, ni sur le flux 

induit, ni sur l’accumulation somatique d’autophagosomes en cas de privation et blocage du flux. Nos 

données sont à mettre en relation avec celles de la littérature qui, comme énoncées en Introduction, 

apparaissent contradictoire. Une partie de cette discordance peut résider par l’abondance de modèles 

expérimentaux choisis. En se basant uniquement sur les modèles de neurones primaires surexprimant 

LRRK2, l’ensemble de ces données tendent vers un rôle inhibiteur de LRRK2 sur le flux autophagique 

neuronale. Il a notamment été montré que sa mutation G2019S induisait une accumulation de corps 
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multivésiculaires ainsi que la surcharge des lysosomes (MacLeod et al., 2006). De plus, LRRK2G2019S inhibe 

à la fois la formation (Wallings et al., 2019) mais aussi le transport axonal des autophagosomes (Boecker 

et al., 2021). LRRK2G2019S induit également la dysfonction des lysosomes (Schapansky et al., 2018). Notre 

analyse de l’effet de LRRK2 sur les flux autophagiques mérite alors d’être approfondie en prenant en 

compte d’autres paramètres impliqués dans le déroulement du processus autophagique. Notamment, il 

est nécessaire d’évaluer l’effet de LRRK2 sur le trafic vésiculaire, en lien avec les nombreuses descriptions 

établies entre LRRK2 et les substrats de son activité kinase, tels que les protéines de la famille des Rab 

(Steger et al., 2016), mais également en lien avec son rôle dans la stabilisation des microtubules par 

interaction avec l’α/β-tubuline (Gandhi et al., 2008). Le rôle de LRRK2 dans le flux autophagique pourrait 

également se retrouver au niveau du lysosome, puisque LRRK2 peut d’une part se lier à cet organite 

(Dodson et al., 2012) et peut d’autre part affaiblir l’activité lysosomale en cas de mutation G2019S 

(Obergasteiger et al., 2019 ; Schapansky et al., 2018). Dans le cadre de notre étude, la fonctionnalité de 

cet organite est difficilement analysable de par notre traitement à la BafA1 qui inhibe sa fonction. Il serait 

alors envisageable d’évaluer le nombre de lysosomes et leur localisation par un immunomarquage de 

Lamp1. Cela serait également possible par l’utilisation de la sonde fluorescente LysoTrackerTM (que nous 

avons utilisée dans l’évaluation de l’efficacité de la BafA1 sur nos cultures), en conditions contrôle et de 

privation nutritive. La fonctionnalité de ces organites pourrait également être évaluée en mesurant 

l’activité des cathepsines lysosomales dans ces deux conditions. 

 

Nos données sur l’absence d’effet de LRRK2 sur l’autophagie sont également à corroborer avec 

celles obtenues par Camille Gardier au cours de sa thèse qui a montré que LRRK2 n’aurait qu’une 

modeste influence sur la viabilité neuronale au sein de notre modèle in vitro, dans laquelle la protéine y 

est pourtant surexprimée. De plus, Noémie Cresto durant sa thèse au sein de notre équipe n’a pu 

montrer in vivo d’impact délétère de LRRK2 sur les neurones DAergiques de la SNpc de rat qu’au bout 

de vingt-cinq semaines post-injection. Notre modèle in vitro représenterait alors un modèle précoce de 

la pathologie, dans lequel la pathogénicité de LRRK2G2019S ne conduirait qu’à des modifications mineures 

de l’homéostasie neuronale (à ce temps de culture, du moins). L’hypothèse est compatible avec le fait 

que les porteurs de LRRK2G2019S développent tardivement la MP, comme pour les formes sporadiques 

de la pathologie (Corti et al., 2011). De plus, pour des raisons inconnues, un bon nombre de porteurs de 

mutations de LRRK2 ne développe pas la MP (Tolosa et al., 2020). Par conséquent, nous émettons 

l’hypothèse selon laquelle LRRK2 pourrait nécessiter un environnement cellulaire particulier et/ou 

l’action de facteurs intermédiaires afin d’y exercer son rôle délétère. Cette hypothèse avait déjà été 

suggérée par l’équipe de Veerle Baekelandt, qui n’a pas réussi à obtenir d’effet significatif de l’expression 

seule de LRRK2 sur la viabilité cellulaire, l’agrégation de l’α-syn ou encore l’arborisation neuritique au 

sein de cellules SH-SY5Y (Lobbestael et al., 2020). L’effet de LRRK2 pourrait ainsi nécessiter des 

mécanismes supplémentaires liés au vieillissement physiologique par exemple. Bien que difficilement 

modélisable in vitro, ces processus pourraient être expérimentés in vivo chez des animaux âgés. De plus, 

l’impact potentiellement nocif de LRRK2 pourrait requérir un environnement cellulaire oxydant, tel que 

celui retrouvé au sein des neurones DAergiques. Ceci est notamment souligné par deux études menées 

respectivement par l’équipe de Gonzalez-Polo en 2014 et celle de Valina Dawson en 2016. La première 
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a montré au sein de fibroblastes de patients que l’exposition au MPP+ de ces cellules favorisait l’effet 

néfaste de LRRK2G2019S sur la viabilité cellulaire et des dérèglements de l’autophagie (Yakhine-Diop et al., 

2014). La seconde étude a, quant à elle, montré chez des souris transgéniques exposées au MPTP le 

renforcement de l’impact nocif de LRRK2G2019S sur la neurodégénérescence DAergiques 

(Karuppagounder et al., 2016). Cet environnement oxydant pourrait alors être modélisé in vitro au sein 

de nos cultures primaires qui pourraient être traitées avec de la roténone par exemple. De plus, il est 

important de souligner que LRRK2 pourrait ne pas jouer son rôle sur l’autophagie dans un contexte in 

vitro car LRRK2 aurait besoin de l’ensemble des interactions cellulaires présentes au sein du cerveau afin 

d’exercer sa pathogénicité. En outre, la pathogénicité de LRRK2 pourrait nécessiter l’intervention de 

facteurs à la fois génétique et environnementaux, ce qui corrobore avec la pénétrance incomplète de 

LRRK2 (Corti et al., 2011) ainsi que la variabilité neuropathologique observée chez les patients porteurs 

de mutation de LRRK2 (Dauer & Ho, 2010). Finalement, ce contexte spécifique pourrait se retrouver dans 

sa co-expression avec l’α-syn, confirmant d’autant plus l’intérêt de mon sujet de thèse.  

 

II.3. LRRK2 pourrait prévenir le blocage du flux autophagique 

favorisée par l’α-synucléine : pour un réel bénéfice ? 

 

L’analyse par immunoempreinte de la coopération entre l’α-syn et LRRK2 sur les flux 

autophagiques a permis de révéler le potentiel rôle protecteur de LRRK2 envers le blocage exercé par 

l’α-syn sur l’autophagie. En effet, comme montré dans les Résultats en Figure 37, il apparait que 

LRRK2G2019S permettrait d’augmenter le flux autophagique basal en cas de co-expression avec l’α-synA53T 

et que cet effet serait potentiellement dépendant de son activité kinase. Ceci n’est toutefois pas retrouvé 

concernant le flux autophagique induit dans nos conditions. De la même façon, LRRK2G2019S favorise une 

accumulation plus importante d’autophagosomes dans le soma neuronal en présence de l’α-syn, en 

comparaison avec la condition de co-expression de l’α-syn avec le contrôle de charge viral LacZ, 

suggérant que LRRK2G2019S pourrait potentiellement rétablir le trafic et la maturation des 

autophagosomes nécessaires à leur transport jusqu’au soma. Cette hypothèse est notamment soutenue 

par l’interaction qui existe entre LRRK2 et l’α/β-tubuline (Gandhi et al., 2008). LRRK2 pourrait ainsi 

moduler la stabilité des microtubules (Law et al., 2014). Dans nos conditions, cet effet serait alors 

indépendant de son activité kinase puisque cette plus forte accumulation d’autophagosomes est 

également retrouvée en cas de co-expression de l’α-syn avec LRRK2DK. Néanmoins, il a été décrit que le 

domaine kinase de LRRK2 serait fondamental à son impact sur le système des microtubules en favorisant 

sa polymérisation (Deniston et al., 2020 ; Gandhi et al., 2008 ; Kett et al., 2012). Notre hypothèse reste 

donc à vérifier. Enfin, ces résultats concernant l’accumulation plus importante d’autophagosomes n’ont 

pas été retrouvés au sein de cultures neuronales pures, suggérant le rôle probable des astrocytes dans 

l’interaction fonctionnelle entre l’α-syn et LRRK2 sur les flux autophagiques.  

 

Néanmoins, nous pouvons tout de même nous questionner sur le rôle bénéfique que détiendrait 

cette augmentation du flux autophagique neuronal. D’une part, cette contribution pourrait en fait être 
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le reflet d’une plus forte demande de recyclage par autophagie d’éléments intracellulaires 

potentiellement toxiques à l’intégrité de la cellule tels que des organites endommagés. Ainsi, la co-

expression de l’α-synA53T avec LRRK2G2019S pourraient par exemple induire des dommages aux 

mitochondries, et ainsi favoriser la mitophagie. Toutefois, Camille Gardier a pu montrer dans sa thèse 

que la co-expression de l’α-syn avec LRRK2 n’impactaient que faiblement l’homéostasie mitochondriale : 

seules la production mitochondriale d’ATP et la distance parcourue par les mitochondries au sein des 

axones étaient modulées par LRRK2 ; mais pas la respiration cellulaire, le potentiel de membrane 

mitochondrial ou encore la concentration cellulaire totale en ATP. D’autre part, une suractivation de 

l’autophagie pourrait être délétère. En effet, bien que décrite à l’origine comme favorisant la survie de 

la cellule (comme décrit en Introduction, en partie V.I.1.), l’autophagie a été liée à un type de mort 

cellulaire programmée nommée « mort cellulaire de type 2 » - le type 1 correspondant à l’apoptose et 

le type 3 d’autres types de mort dont la nécrose (Maiuri et al., 2007). Ce paradoxe du rôle de l’autophagie 

est également à mettre en lien avec sa dualité d’effet au sein de pathologies liées au SNC. En effet, il est 

décrit que l’induction de l’autophagie serait protectrice dans le cas de MNDs alors qu’elle apparait 

délétère pour les neurones dans le cas d’autres affections telles que l’ischémie cérébrale, où l’inhibition 

de l’autophagie est dans ce cas neuroprotectrice (Puyal et al., 2009). Enfin, il a été démontré qu’une 

induction prolongée et anormale de l’autophagie favorise la mort neuronale (Bains & Heidenreich, 2009; 

Chung et al., 2018). Dès lors, une suractivation de l’autophagie pourrait entraîner une perte de contrôle 

du processus, qui favoriserait la sur-digestion d’éléments intracellulaires indispensables au 

fonctionnement de la cellule mais aussi l’activation d’acteurs de la mort cellulaire tels que p53 (Maiuri et 

al., 2007). De ce fait, il apparait essentiel de déterminer si cette suractivation de l’autophagie pourrait 

favoriser la mort des neurones. Néanmoins, des premières analyses réalisées par Camille Gardier avaient 

pu montrer que ni l’α-syn (WT ou mutée A53T), ni sa co-expression avec LRRK2 n’impactaient 

significativement la viabilité cellulaire dans les cultures de neurones corticaux. Il faudrait ainsi reproduire 

ses expériences mais en induisant l’autophagie (par incubation dans de l’EBSS) de ces neurones 

transduits.  
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III. Effet de LRRK2 sur la phosphorylation de l’alpha-

synucléine dans les neurones  

 

III.1. LRRK2 favorise la phosphorylation de l’alpha-synucléine, 

en lien avec son activité kinase. 

 

Afin de caractériser comment LRRK2 pouvait moduler les effets neurotoxiques de l’α-syn, nous 

avons évalué si LRRK2 pouvait favoriser une forme de l’α-syn décrite comme pathologique : 

phosphorylée sur la S129. Cette modification post-traductionnelle est d’autant plus intéressante à 

prendre en compte dans le cadre de notre étude. En effet, d’une part, il est possible de faire le lien entre 

la pS129 et l’activité kinase exacerbée de LRRK2G2019S. D’autre part, la pS129 est très fortement retrouvée 

dans le cerveau de patients atteints de la MP, en comparaison avec des personnes saines. Nous avons 

ainsi pu confirmer par immunofluorescence les données obtenues par Camille Gardier au cours de sa 

thèse, qui ont montré que l’expression de LRRK2G2019S permet d’augmenter significativement le 

pourcentage de neurones (transduits également avec l’α-syn) présentant de l’α-syn pS129-positive sur 

l’ensemble des neurones NeuN-positifs. Cet effet apparait alors véritablement dépendant de son activité 

kinase. D’une part, cette exacerbation n’est pas retrouvée en cas de co-expression de l’α-syn avec 

LRRK2DK, dont l’activité kinase est génétiquement invalidée. D’autre part, le traitement des neurones au 

MLi2, inhibiteur spécifique de l’activité kinase de LRRK2, permet de contraindre l’effet de LRRK2G2019S sur 

la phosphorylation de l’α-syn, démontrant ici pharmacologiquement le rôle indéniable du domaine 

kinase de LRRK2 dans cet effet. Ces données corroborent de nombreuses autres études à la fois in vitro 

et in vivo (Bieri et al., 2019 ; Henderson et al., 2018 ; Longo et al., 2017 ; Novello et al., 2018 ; 

Obergasteiger et al., 2019 ; Volpicelli-Daley et al., 2016). Toutefois, et suivant les données de la littérature, 

il apparait peu probable que LRRK2 phosphoryle directement l’α-syn mais effectuerait sans doute son 

rôle via un intermédiaire. En outre, et bien que la pS129 ait été associée à une forme pathologique de 

l’α-syn, et comme cité précédemment, Camille Gardier n’a pas pu l’associer à la mort cellulaire. Ceci peut 

être lié au fait que le marquage pS129 apparait diffus au sein des neurones, dans nos cultures, avec une 

localisation préférentiellement somatique, et ne semble donc pas en lien avec des agrégats de l’α-syn. 

Cette relocalisation somatique de l’α-syn due à l’expression de LRRK2G2019S avait déjà été décrite in vivo, 

ce qui favorisait l’agrégation de l’α-syn (Lin et al., 2009). Là encore, il se pourrait que la perte 

d’environnement cérébral lié à notre modèle in vitro ne permet pas la formation d’agrégats d’α-syn 

malgré son niveau de surexpression, contrairement aux modèles in vivo développés au laboratoire 

(Cresto et al., 2021). En outre, il se pourrait également que les neurones primaires analysés à DIV14 ne 

soient pas assez « âgés » pour véritablement observer ces agrégats. Ainsi, notre modèle ne permettrait 

donc que de reproduire une forme légère et précoce de la pathologie. Ceci est en adéquation avec 

l’hypothèse que nous avions formulée afin d’expliquer l’absence d’effet de LRRK2 sur les flux 

autophagiques. 
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III.2. La phosphorylation de l’alpha-synucléine apparait 

dépendante de l’autophagie et du protéasome. 

 

 Comme cité précédemment, le marquage pS129 est diffus et essentiellement somatique, 

contrairement à celui de l’α-syn qui se révèle à la fois dans le soma mais aussi dans les neurites. Cette 

différence d’expression suggère une redistribution de la localisation de l’α-syn en lien avec sa 

modification traductionnelle. Notamment, nous avons émis l’hypothèse que cette localisation 

préférentiellement somatique pouvait être liée à un défaut des systèmes de dégradation. En effet, et 

comme indiqué en Introduction (en partie V.1.6.), c’est dans ce compartiment cellulaire que les 

lysosomes fonctionnels se localisent de préférence au sein des neurones. De plus, si l’α-syn phosphorylée 

en S129 n’apparait pas agrégée au sein de notre modèle, il se pourrait que cette modification post-

traductionnelle intervienne avant la formation d’agrégats de la protéine. La pS129 pourrait alors jouer le 

rôle de motif d’adressage de l’α-syn soluble vers les voies de dégradation telles que l’autophagie, 

permettant ainsi sa dégradation avant qu’elle ne s’agrège. De plus, il a été montré que la formation 

d’autolysosomes était nécessaire à la clairance de l’α-syn pS129-positive, et que la diminution de 

l’activité des lysosomes induisait une accumulation de cette α-syn phosphorylée (Bravo-San Pedro et al., 

2013). Nous avons ainsi examiné cette hypothèse en bloquant le flux autophagique avec la BafA1 et 

nous avons ainsi évalué l’effet de ce traitement sur le pourcentage de neurones pS129-positifs. De façon 

intéressante, il apparait que la BafA1 ne permet pas d’augmenter ce pourcentage mais, à l’inverse, elle 

favorise sa diminution en cas de co-expression de l’α-syn avec LRRK2G2019S. Nous nous sommes alors 

demandés si ce résultat était le reflet d’un phénomène compensatoire au blocage du flux autophagique : 

l’activation du protéasome. Comme cité en Introduction (en partie V.1.5.), les voies de l’autophagie et 

du protéasome apparaissent interdépendantes. En effet, il a été décrit que l’inhibition du protéasome 

pouvait activer l’autophagie (Dikic, 2017). Bien que l’inverse soit relativement peu rapporté, certaines 

données montrent que le protéasome pourrait également s’activer en cas de blocage de l’autophagie 

(Tannous et al., 2008 ; Wang et al., 2013). De plus, l’α-syn phosphorylée en S129 peut être dégradée par 

cette voie, et notamment en répercussion du blocage pharmacologique du flux autophagique (Arawaka 

et al., 2017; Machiya et al., 2010). Ainsi, nous avons confirmé cette hypothèse de compensation entre 

l’autophagie et le protéasome en traitant les neurones primaires avec la Lactacystine (inhibiteur du 

protéasome) additionné ou non de BafA1. Le blocage seul du protéasome permet alors d’augmenter le 

pourcentage de neurones pS129-positifs en cas de co-expression de l’α-synA53T avec LacZ ou LRRK2WT, 

mais pas avec LRRK2G2019S ni LRRK2DK. Cela suggère que le protéasome jouerait un rôle dans la régulation 

du motif pS129 mais pas en cas d’expression de LRRK2G2019S/DK. La forme mutée G2019S de LRRK2 

pourrait elle-même déjà jouer un rôle bloqueur du protéasome, et cet effet serait indépendant de son 

activité kinase. La combinaison des traitements à la Lacta et BafA1 a ainsi pu confirmer que la diminution 

du pourcentage de neurones pS129-positifs en cas de co-expression de l’α-syn avec LRRK2G2019S était 

véritablement due à une activation compensatoire du protéasome, puisque ce pourcentage n’est pas 

modifié dans cette condition de co-traitement. Puisqu’en cas de co-traitement avec les deux molécules, 

mais pas en cas de traitement avec une seule des deux, ce pourcentage augmente significativement 
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lorsque les cellules co-expriment l’α-syn avec LRRK2DK, un effet de compensation serait également 

retrouvé dans cette condition d’expression. Enfin, nous avons souhaité vérifier l’effet de l’α-syn et LRRK2 

sur l’interaction entre les mécanismes de l’autophagie et du protéasome (par immunoempreinte), mais 

nous n’avons cependant pas pu mettre en lumière d’impact de ces deux protéines d’intérêt sur ces 

phénomènes de compensation. Nous avons également entrepris une analyse par mesure de l’activité du 

protéasome en réponse à l’expression de l’α-syn et LRRK2 en lien avec un traitement (ou non) à la BafA1, 

mais cette étude n’a pour l’heure pas permis de nous fournir de résultats convaincants (résultats non-

montrés).  

 

Finalement, il apparait que la phosphorylation de l’α-syn en S129 est dépendante de LRRK2G2019S 

mais aussi des voies de l’autophagie et du protéasome. Toutefois, nous ne savons pas si ces voies de 

dégradation prennent directement en charge l’α-syn phosphorylée ou si elles jouent plutôt sur la 

régulation de kinases/phosphatases de l’α-syn. Notamment, il a pu être montré que le blocage du 

protéasome permet d’augmenter le marquage pS129 au sein de cellules SH-SY5Y, par augmentation de 

l’activité de la caséine kinase 2 (Waxman & Giasson, 2008). En outre, le rôle de cette modification post-

traductionnelle reste incompris. Bien que décrit comme permettant d’augmenter sa capacité 

d’agrégation (Shin & Chung, 2020), elle n’a pas toujours été associée à son accumulation et/ou 

agrégation (Sato et al., 2011). Enfin, et comme indiqué en Introduction (en partie II.4.2.1), cette pS129 

ne semble pas directement liée à la neurotoxicité de l’α-syn. Ainsi, l’ensemble de nos données 

concernant l’effet de LRRK2 sur la phosphorylation de l’α-syn souligne qu’il existe une véritable 

interaction fonctionnelle entre ces protéines, sans pour autant démontrer clairement dans quelle mesure 

cette interaction serait in fine délétère à la cellule. 
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CONCLUSION 
 

Au cours de cette thèse, nous avons pu mettre au point un modèle d’étude de l’autophagie 

neuronale au sein de neurones primaires corticaux de rat. Ce modèle combiné à l’approche de 

surexpression de l’α-syn et LRRK2 nous a permis d’identifier l’impact de ces deux protéines liées à la MP 

sur les processus autophagiques. Ainsi, il apparait que l’α-synA53T induit d’une part une diminution du 

flux autophagique basal neuronal et d’autre part une accumulation somatique plus forte 

d’autophagosomes en réponse à une privation nutritive et un blocage pharmacologique du flux, tandis 

qu’elle favorise également le flux autophagique induit. Ces données suggèrent que cette protéine 

pourrait concéder une perturbation des systèmes de trafic des autophagosomes. En effet, bien qu’ils 

soient d’autant plus synthétisés face à un stress autophagique, ces autophagosomes ne pourraient 

devenir matures et accéder à l’espace de dégradation que représente le soma neuronal. L’ensemble de 

ces résultats démontre le rôle bloqueur de l’α-syn dans l’autophagie. A propos de LRRK2, nous avons 

pu mettre en évidence que son rôle au sein du processus autophagique serait dépendant d’autres 

conditions favorables à l’exécution de sa pathogénicité, puisque son expression seule ne module aucun 

facteur dans nos expériences. Enfin, il s’avère que la co-expression de l’α-synA53T avec LRRK2G2019S 

promeut le flux autophagique basal - de façon kinase-dépendante - et induit également une plus forte 

accumulation d’autophagosomes dans le soma en réponse à une privation et un blocage du flux – de 

façon kinase-indépendante. Ainsi, LRRK2G2019S pourrait contrecarrer les effets délétères de l’α-synA53T sur 

l’autophagie neuronale. Néanmoins, des questions demeurent quant aux bénéfices que représente cet 

effet apparemment protecteur de LRRK2. Cet effet pourrait refléter des dommages cellulaires importants 

qui favorisent alors l’induction de l’autophagie ou montrer qu’une suractivation de l’autophagie pourrait 

in fine être délétère pour la cellule, comme le suggèrent diverses données de la littérature. Enfin, ces 

éléments confirment qu’il existe une interaction fonctionnelle entre l’α-syn et LRRK2 au sein du 

processus autophagique, bien que le préjudice de cette coopération reste toutefois à confirmer. Par 

ailleurs, nous avons également démontré cette interaction fonctionnelle dans la phosphorylation de l’α-

syn. En effet, il apparait que LRRK2G2019S favorise de façon kinase-dépendante la forme décrite comme 

pathologique de l’α-syn, phosphorylée sur la S129. De plus, cette accumulation somatique d’α-syn 

phosphorylée demeure dépendante des voies de dégradation de l’autophagie et du protéasome. 

Toutefois, l’impact de ces deux protéines liées à la MP dans l’interdépendance de ces voies reste à 

confirmer. Finalement, l’ensemble de cette thèse a permis de montrer l’interaction de l’α-syn et LRRK2 

dans la MP, au sein de deux phénomènes pouvant impacter négativement la survie neuronale : des 

déséquilibres du processus autophagique ainsi que la promotion de forme pathologique de l’α-syn 

(Figure 45).  
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Figure 45 : Schéma récapitulatif des résultats démontrant l’interaction fonctionelle entre l’alpha-

synucléine et LRRK2 en lien avec l’autophagie 
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PERSPECTIVES 
 

Poursuivre l’analyse de l’impact de l’alpha-synucléine et 

LRRK2 sur les flux autophagiques 

 

Afin de compléter la validation de notre modèle d’autophagie, il devient nécessaire d’étudier la 

variation de l’expression d’autres acteurs de la voie autophagique, en lien avec nos traitements. Lors 

d’études préliminaires, nous avions étudié la modulation d’expression de Beclin1 et mTOR (ainsi que sa 

forme phosphorylée associée) mais nous n’avons pas observé de modification de l’expression de ces 

protéines suite à une privation nutritive et/ou au blocage du flux par la BafA1 (résultats non-montrés). 

D’autres acteurs moléculaires de la voie pourraient être analysés, depuis l’initiation du processus 

(complexe de protéines Atg) jusqu’aux lysosomes (LAMP1) et leur activité (cathepsines). En outre, et afin 

de conclure sur l’induction de l’autophagie et vérifier que la modulation de ces acteurs est bel et bien 

liée à l’activation du processus, il serait nécessaire d’effectuer par exemple un contrôle négatif à l’aide 

d’une stratégie par ARN interférence ciblant un acteur de l’initiation du processus (tel qu’Atg5 ou Atg7), 

ou bien à l’aide d’une approche pharmacologique telle que le 3-MA (3-méthyladénine), un inhibiteur de 

la PI3K (Klionsky et al., 2021). Toutefois, et d’autant plus dans le cas des neurones, il reste essentiel de 

mieux comprendre par quelle voie d’induction est activée l’autophagie pour ainsi l’inhiber au mieux. 

 

TFEB, une autre clé dans l’interaction entre l'alpha-

synucléine et LRRK2 dans l’autophagie ?  

 

 En lien avec l’étude de l’interaction entre l’α-syn et LRRK2 au sein des processus autophagiques, 

il serait également intéressant de vérifier leur impact conjoint sur la régulation de TFEB. Régulateur 

majeur du processus autophagique, TFEB est retrouvé en condition basale phosphorylé (notamment via 

mTORC1 ou l’AMPK) et apparait séquestré dans le cytoplasme, notamment par son interaction avec la 

protéine 14-3-3 (Decressac et al., 2013). Un stress autophagique permet alors sa déphosphorylation 

(notamment via la calcineurine), ce qui entraîne sa translocation nucléaire. Il participe ainsi à la 

transcription des gènes du réseau CLEAR (Coordinated Lysosomal Expression and Regulation), qui 

prennent part à de multiples mécanismes du métabolisme et de la clairance cellulaire (autophagie, 

biogenèse lysosomale, endocytose…), mais régule aussi sa propre expression par une boucle 

d’autorégulation (Martini-Stoica et al., 2016). L’analyse de la modulation de l’expression de TFEB est 

d’autant plus intéressante dans le cas de la MP puisque sa surexpression par vecteur viral produit un 

effet neurotrophique, en lien avec une plus grande production de DA libérée vers le ST, et une 

neuroprotection des neurones DAergiques chez des souris traitées au MPTP (Torra et al., 2018). Une 

diminution du taux nucléaire de TFEB dans le mésencéphale de patients parkinsoniens a été rapportée 

(Decressac et al., 2013). Sa surexpression au sein de la SNpc de rat favorise : 1/ une neuroprotection ainsi 
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qu’une élévation de la libération de DA et 2/ une élimination des oligomères d’α-syn (Decressac et al., 

2013). De plus, il a été observé qu’à la fois l’α-syn (Xu et al., 2002) mais aussi LRRK2 (Nichols et al., 2010) 

pouvaient interagir avec 14-3-3 qui interagit également avec TFEB (comme cité précédemment). Ceci 

laisse présager qu’il pourrait exister un complexe multiprotéique composé de l’α-syn, LRRK2, 14-3-3 et 

TFEB au sein du cytoplasme. Ce complexe pourrait également exister au sein mêmes des CLs dans 

lesquels l’α-syn et LRRK2 peuvent être co-localisés (Alegre‐Abarrategui et al., 2008), ainsi que l’α-syn et 

TFEB (Decressac et al., 2013). Enfin, et puisque l’activité kinase de LRRK2 est exacerbée en cas de 

mutation G2019S, il reste envisageable que TFEB pourrait être un des substrats de cette première. 

LRRK2G2019S pourrait favoriser la séquestration de TFEB au cytoplasme, empêchant ainsi la transcription 

de gènes cibles prenant part à la biogenèse lysosomale. Cette hypothèse reste cependant à considérer 

avec prudence puisqu’aucune donnée à l’heure actuelle ne montre ce rôle de LRRK2 envers TFEB.  

 

Des analyses préliminaires par fractionnement subcellulaire nous ont permis de vérifier par 

immunoempreinte (à la fois au sein de neurones et d’astrocytes primaires) qu’effectivement TFEB était 

délocalisé au noyau en cas de privation nutritive (résultats non-montrés). L’ensemble de ces analyses doit 

cependant être confirmé afin, par la suite, d’examiner l’impact potentiel de l’α-syn et LRRK2 sur cette 

translocation. Les résultats d’expériences pilotes sur la relocalisation au noyau de TFEB n’ayant pas été 

concluants, nous envisageons une nouvelle approche par transduction des neurones primaires avec une 

construction TFEB-GFP qui nous permettrait d’une part de vérifier cette séquestration potentielle de 

TFEB au cytoplasme par l’α-syn et LRRK2, mais également d’estimer par vidéomicroscopie time-lapse si 

ces dernières modulent la translocation nucléaire de ce facteur de transcription. Notre hypothèse de 

complexe macromoléculaire composé de l’α-syn, LRRK2, 14-3-3 et TFEB pourra être évaluée par une 

approche de co-immunoprécipitation. Enfin, l’effet de la co-expression de l’α-syn et LRRK2 sur TFEB 

pourra également être mesurée en explorant par qPCR (Réaction de Polymérisation en Chaine 

quantitative en temps réel) la régulation transcriptionnelle produite par TFEB. 

 

Analyser l’effet de LRRK2 au sein des astrocytes 

 

 Bien que les neurones soient les cellules les plus enclines à la mort cellulaire dans le cas de la 

MP, la prise en compte des cellules gliales – et notamment des astrocytes – est un élément de choix 

dans la caractérisation des dysfonctionnements associés à cette pathologie. Il a notamment été montré 

que l’α-syn pouvait s’accumuler au sein de ces cellules, en plus des neurones, chez les patients atteints 

de la MP (Braak et al., 2007; Wakabayashi et al., 2000). Les astrocytes apparaissent alors capables 

d’internaliser l’α-syn au sein de leurs lysosomes, et sont également capables de la transférer vers un 

autre astrocyte ou un neurone (Loria et al., 2017). De plus, il apparait essentiel de prendre en compte le 

rôle de LRRK2 au sein de ces cellules où elle y est le plus exprimée dans le SNC et elle y agirait notamment 

sur la régulation de leurs lysosomes (Henderson et al., 2018 ; Henry et al., 2015). De plus, il a été montré 

que les astrocytes dérivés de CSPis de patients porteurs de LRRK2G2019S apparaissent atrophiées (Ramos 

González et al., 2021) et présentent une accumulation d’α-syn ainsi que des défauts d’autophagie 

(di Domenico et al., 2019). De plus, leur co-culture avec des neurones DAergiques dérivés de CSPis 
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contrôles entraîne la propagation de l’α-syn issue des astrocytes vers les neurones, favorisant leur 

neurodégénérescence (di Domenico et al., 2019). Cela peut notamment s’expliquer, d’une part, par le 

fait que ces astrocytes détiennent une plus faible capacité à internaliser et à dégrader l’α-syn via la voie 

endolysosomale (Henry et al., 2015 ; Streubel-Gallasch et al., 2021) ; et, d’autre part, par la plus forte 

expression d’α-syn au sein de ces astrocytes porteurs de LRRK2G2019S (Sonninen et al., 2020). Ainsi, les 

astrocytes pourraient jouer un rôle dans la pathogénicité associée à LRRK2. Il serait particulièrement 

intéressant d’étudier LRRK2 au sein d’astrocytes primaires, pour vérifier en premier lieu si elle a un impact 

sur les flux autophagiques astrocytaires, et en lien ou non avec l’activité kinase exacerbée par la mutation 

G2019S. Ceci est d’autant plus intéressant à vérifier puisqu’il a pu être montré que l’inhibition de l’activité 

kinase de LRRK2 au sein des astrocytes avait permis d’induire l’autophagie (Booth et al., 2017 ; Manzoni 

et al., 2013). 

 

Dans le cours de ce projet de thèse, nous avions mis en place un modèle d’expression de LRRK2 

dans les astrocytes primaires, en transduisant ces derniers avec les mêmes vecteurs que ceux utilisés 

pour les neurones. Le but était de mettre au point une lignée astrocytaire exprimant de façon stable les 

différentes formes de LRRK2 que nous avons en notre possession. Bien qu’ils soient capables d’exprimer 

le transgène (mais à des titres viraux bien plus forts que ceux utilisés pour les neurones), il est apparu 

par immunomarquage que les astrocytes primaires de rat exprimaient LRRK2 humaine de façon très 

hétérogène. Nous n’avons pas poussé plus loin nos investigations mais il serait intéressant de reprendre 

cette approche mais en utilisant un vecteur lentiviral où LRRK2 serait sous le contrôle d’un promoteur 

astrocytaire tel que la GFAP. Au final, nous pourrions étudier l’effet d’astrocytes exprimant 

LRRK2WT/G2019S/DK sur des neurones primaires transduits avec l’α-syn, au sein de co-cultures. Cela nous 

permettrait de vérifier les flux autophagiques au sein de ces deux types cellulaires, mais également de 

vérifier si LRRK2 exprimée par les astrocytes pourrait avoir un impact sur la phosphorylation de la S129 

de l’α-syn neuronale.  

 

Etudier in vivo l’effet de l’alpha-synucléine et LRRK2 dans les 

processus autophagiques 

 

Bien que les neurones primaires représentent un modèle judicieux dans la caractérisation de 

mécanismes cellulaires et moléculaires, leur système clos ne permet pas de reproduire toute la 

complexité du SNC. De par la présence d’astrocytes notamment, nos cultures neuronales mixtes sont 

légèrement plus proche de l’environnement cellulaire du cerveau, mais il se peut également que ces 

astrocytes ne jouent véritablement pas l’ensemble de leur rôle sur les neurones. Nos données obtenues 

in vitro restent ainsi relativement éloignées de la complexité physiologique d’un organisme entier. Il 

serait ainsi envisageable d’établir une approche in vivo de la coopération de l’α-syn et LRRK2 dans 

l’autophagie. Il est en effet possible d’induire l’autophagie in vivo par privation alimentaire même si cette 

technique s’avère peu fructueuse pour induire l’autophagie dans le cerveau (Mizushima et al., 2004). Ceci 

peut s’expliquer par le fait que le cerveau dispose de mécanismes uniques de protection afin de 



PERSPECTIVES 

160 

 

préserver la neurotransmission, fortement dépendante du niveau d’ATP (Boland & Nixon, 2006). Cet 

organe va d’abord puiser dans des réserves de glucose et de corps cétoniques jusqu’à l’apport 

énergétique supplémentaire par le foie et les muscles notamment (Rabinowitz & White, 2010). 

L’autophagie peut alors s’induire par injection de tréhalose ou de rapamycine (Castillo et al., 2013), mais 

aussi de CQ afin de bloquer le flux autophagique (Masson et al., 2020). Ceci pourrait être effectué chez 

des animaux injectés par stéréotaxie dans la SNpc avec des vecteurs viraux codant pour l’α-syn et LRRK2, 

à la manière du modèle développé par Noémie Cresto chez le rat. Puisqu’il n’existe pas de rat 

transgénique exprimant de façon endogène le GFP-LC3 (ou mChery-GFP-LC3), cette construction 

pourrait être exprimée par injection (rétro-orbitale, intra-cérébro-ventriculaire ou encore par 

stéréotaxie).
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Titre : Interaction entre l’α-synucléine et LRRK2 dans la maladie de Parkinson : focus sur l’autophagie 
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Résumé : La maladie de Parkinson (MP) se 
caractérise par la perte de neurones 
dopaminergiques dans la substance noire pars 
compacta ainsi que la formation de corps de Lewy 
contenant de l’alpha-synucléine (α-syn). Cette 
dernière joue un rôle majeur dans la 
physiopathologie de la MP, tout comme Leucine-
Rich Repeat Kinase 2 (LRRK2) et notamment 
lorsqu’elle est associée à sa mutation G2019S. En 
lien avec des études antérieures menées in vivo 
dans notre équipe, ces deux protéines pourraient 
agir conjointement dans la neurodénérescence. 
Notre but est ainsi de déterminer comment l’α-syn 
et LRRK2 coopéraient dans le stress cellulaire, 
notamment dans des dérêglements de l’autophagie 
déjà décrits dans la physiopathologie de la MP. 
 

Pour cela, nous utilisons des cultures primaires de 
neurones embryonnaires corticaux de rat 
surexprimant l’α-syn et LRRK2 par transduction viral. 
Ainsi, nous avons d’une part montré que l’α-syn peut 
bloquer l’autophagie et LRRK2 pourrait prévenir cet 
effet. D’autre part, LRRK2 favorise la phosphorylation 
de l’α-syn, forme pathologique de cette dernière, de 
façon kinase-dépendante. Cet effet apparait 
également lié à l’interpendance entre l’autophagie et 
le protéasome. Finalement, nous avons pu 
determiner deux types d’interaction fonctionnelle 
entre l’α-syn et LRRK2 associée à l’autophagie, 
ouvrant la voie à l’identification de nouvelles cibles 
moléculaires dans le développement de stratégies 
thérapeutiques innovantes contre la MP.  

 

 

Title : Interaction between α-synuclein and LRRK2 in Parkinson’s Disease : a focus on autophagy 

Keywords : Alpha-synuclein – LRRK2 – Parkinson’s disease – Autophagy – Primary Neurons 

Abstract : Parkinson’s disease (PD) is characterized 
by the loss of dopaminergic neurons in the subtancia 
nigra pars compacta as well as the formation of 
alpha-synuclein (α-syn) contained Lewy bodies. This 
protein plays a critical role in the pathology of PD, as 
does Leucine-Rich Repeat Kinase 2 (LRRK2) and 
especially when it is associated with its mutation 
G2019S. Supported by previous in vivo studies on our 
team, these proteins could act jointly in 
neurodegeneration. Thus, our goal is to determine 
how α-syn and LRRK2 may cooperate on cellular 
stress such as autophagy failure which has already 
been described in PD pathophysiology. For this, we 
use primary embryonic rat cortical neurons which 
  

Overexpressed α-syn and LRRK2 by viral 
transduction. On the one hand, we have shown that 
α-syn is able to block autophagic processes and 
LRRK2 could protect this effect. On the other hand, 
LRRK2 promote α-syn phosphorylation, that 
correspond to a pathological form of the protein, 
in a kinase-dependent manner. This effect is also 
linked to the interdependence between autophagy 
and the proteasome pathway. Finally, we have 
determined two types of functional interaction 
between α-syn and LRRK2 linked to the autophagic 
process, paving the way for the identification of 
new molecular targets in the development of 
innovative therapeutic strategies against PD. 

 

 


