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Introduction à mes projets sur deux maladies neurodégénératives : la 

Maladie de Huntington et la Maladie de Parkinson 

 

Tout au cours de mon expérience dans la recherche, mes travaux ont eu pour objectif 

d’améliorer la compréhension de mécanismes qui portent à la neurodégénérescence au 

cours des maladies auxquelles je me suis intéressée.  

Dans ce manuscrit je me focalise sur les maladies de Huntington et de Parkinson. Ces 

deux maladies appartiennent à la classe des maladies du système extrapyramidal, un 

groupe de noyaux de substance grise dits centraux, impliqué dans le contrôle de 

l’exécution des mouvements. La maladie de Huntington, un syndrome hyperkynétique, et 

la maladie de Parkinson, un syndrome akineto-hypertonique, représentent d’un point de 

vue clinique les extrêmes opposés d’un éventail de manifestations cliniques qui 

caractérisent l’expression d’une dysfonction de ce système. 

 

La maladie de Huntington est une maladie héréditaire monogénique, associée à la 

présence d’une mutation dans le gène IT15, sur le chromosome 4. La mutation consiste 

en l’expansion pathologique de la portion du gène contenant des triplets CAG. 

La maladie de Parkinson est plus souvent une maladie sporadique ; différents facteurs de 

risque, environnementaux et génétiques pourraient déterminer l’apparition et l’évolution 

de la maladie. Dans une minorité des cas cette maladie est héréditaire, autosomique 

dominante ou récessive. Pour ces formes plusieurs loci et gènes ont été identifiés.  

La composition en neurones de différents types, les nombreuses interconnections 

réciproques et les différents systèmes de neurotransmission, sont certaines des 

caractéristiques du réseau des ganglions de la base qui déterminent leurs fonctions ainsi 

que leur vulnérabilité, comme la sensibilité accrue au stress oxydant, dont les 

mitochondries sont les acteurs principaux. D’autre part, les études post mortem et in vivo 

ont mis en évidence des dysfonctions métaboliques impliquant un rôle de la mitochondrie 

dans les cerveaux des patients atteints des deux maladies. Enfin des éléments en faveur 

d’un rôle d’une dysfonction mitochondriale dans la pathogénie de ces maladies ont été 

apportés par l’analyse de modèles animaux ou cellulaires.  
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Pendant toutes les années que j’ai dédiées à la recherche en tant que chercheur « post-

doctorant », je me suis focalisée sur la compréhension des mécanismes qui lient la 

dysfonction mitochondriale à la neurodégénérescence, ce qui représente le sujet de ce 

manuscrit. Celui-ci est structuré en deux parties principales. L’introduction récapitule des 

notions essentielles, concernant les aspects fondamentaux des maladies de Huntington et 

te Parkinson, y compris la clinique – le point de départ de mon expérience de médecin et 

de chercheur – la génétique, la neuropathologie et les mécanismes pathogéniques 

communs aux maladies neurodégénératives. La description des mécanismes 

pathogéniques spécifiques à chaque maladie, liés aux fonctions de protéines impliquées, 

est aussi comprise dans l’introduction. La deuxième partie traite les aspects principaux de 

la physiologie mitochondriale dont la dysfonction a été impliquée dans la pathogénie de 

ces deux maladies ; elle comprend également les deux projets de recherche, Projets I et 

Projet II, sur lesquels j'ai travaillé pendant mes années de post-doctorat en France, mais 

qui s'appuient aussi sur les projets développés aux Etats-Unis.  

 

Le premier projet (Projet I, article 1) est focalisé sur la caractérisation de la dysfonction 

du Complexe II de la chaîne respiratoire mitochondriale dans des modèles animaux de 

Maladie de Huntington. L’étude de ce complexe a déjà suscité beaucoup d’intérêt chez 

les chercheurs dans le champ du métabolisme mitochondrial, de la neurodégénérescence 

et d’autres types de pathologies neurologiques tumorales chez l’homme ; les raisons de 

cet intérêt consistent dans le double rôle de ce complexe dans les cycles métaboliques - 

de Krebs et phosphorylation oxydative – et dans les mécanismes qui en règlent les 

fonctions, expression de la coordination entre les fonctions nucléaires et mitochondriales.  

Nous avons étudié de façon détaillée le rôle de la dysfonction de ce complexe dans 

plusieurs modèles rongeurs de Maladie de Huntington. Nos résultats indiquent que le 

défaut de ce complexe est important dans la pathogénie de cette maladie. Ils indiquent 

aussi qu’un effet de neuroprotection peut dériver de l’augmentation de l’expression du 

complexe, ouvrant une perspective thérapeutique dont la mitochondrie serait la cible.  

 

Le deuxième projet II (Projet II, article 2) est consacré à l’étude des deux protéines le 

plus souvent associées aux formes autosomiques récessives à début précoce de la Maladie 
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de Parkinson, la Parkine et PINK1. Le rôle conjoint des deux protéines dans la régulation 

de certains aspects de la physiologie mitochondriale, tel que la mitophagie, a été clarifié 

au cours des dernières années. Leur fonction est aussi impliquée dans les processus de 

fusion et de fission mitochondriale, aspects à leur tour corrélés au contrôle de qualité de 

la mitochondrie.  

Mon travail dans un modèle cellulaire contribue à mieux comprendre l’implication de la 

Parkine et de PINK1 dans la fission mitochondriale. Les résultats obtenus mettent en 

évidence une régulation de la fission mitochondriale par la Parkine, par son interaction 

avec la protéine Drp1, une GTPase avec un rôle primaire dans ce processus. Nous 

montrons que l’effet de la Parkine dépend de l’état de phosphorylation du résidu Ser 637 

de Drp1. Mes résultats indiquent que la Parkine module la fission mitochondriale, au 

moins partiellement, indépendamment de PINK1. En revanche, en ce qui concerne la 

mitophagie les résultats obtenus par  la technique de microscopie confocale dite de 

transfert d’énergie par résonance de type Förster (FRET) indiquent un rôle conjoint de 

Parkine et PINK1, éclairant les détails des interactions moléculaires et une coordination 

spatio-temporelle du recrutement mitochondrial de Parkine et Drp1 à proximité de 

PINK1 à la surface mitochondriale. 

Ces travaux indiquent donc que Parkine interviendrait dans la régulation de la 

physiologie mitochondriale par plusieurs stratégies différentes, selon le contexte 

bioénergétique de la cellule. 

Dans la partie Annexes, je présente deux articles supplémentaires qui représentent une 

partie considérable du travail de recherche réalisé dans les équipes du Dr Corti et du Dr 

Manfredi. 

Les deux chapitres de ce manuscrit sont conçus et organisés dans le but de présenter une 

synthèse  du bagage intellectuel et du savoir faire que j’ai acquis au cours de mes 

expériences professionnelles, et la discussion critique du rationnel et des aspects 

méthodologiques à la base des mes travaux de recherche. Cette organisation reflète 

l’évolution et les perspectives de mon expérience et est finalisée pour mettre en évidence 

la démarche intellectuelle acquise au cours de ces années de formation à la recherche par 

la recherche. 
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I.1          La Maladie de Huntington, MH 
 
I.1.1       Définition, histoire et épidémiologie 

Longtemps connue sous le nom de chorée de Huntington, elle doit son nom à George 

Huntington, médecin américain qui fut le premier à la décrire en 1872. Cliniquement au 

cours de la MH le développement progressif de mouvements choréiques, traduisant 

l’atteinte préférentielle des neurones striataux, est associé à la détérioration des fonctions 

cognitives. Le début de la MH se situe entre 30 et 50 ans ; la mort survient généralement 

de 15 à 20 ans après le début ; à ce jour, il n’existe aucun traitement permettant de 

ralentir l’évolution de la maladie. 

 

La découverte du gène associé à la MH est due à la fondation d’un projet pour la 

caractérisation, clinique et génétique, des membres de familles MH, génétiquement 

apparentées entre eux, dans un village de pêcheurs le long de la frontière du lac de 

Maracaibo au Venezuela, où l’on avait observé une incidence extrêmement élevée de la 

maladie (Okun MS and Thommi N, 2004). Par l'analyse de liaison (linkage) de ces 

familles on est arrivé à la localisation et à l’isolement du gène "Interesting Target 15", 

IT15, situé sur le chromosome 4p16.3 (Gusella JF et al., 1983), codant pour la protéine 

Huntingtine, dorénavant HTT, en 1993 (The Huntington’s Disease Collaborative 

Research Group, 1993; pour une revue Borrel-Pages M et al., 2006). 

 

Des données très récentes d’épidémiologie viennent de l’étude de méta-analyse de 

Pringsheim (Pringhsheim T et al., 2012). L’incidence de la MH est de 0,38 pour 100.000 

par an. La prévalence mondiale est de 2,71 pour 100.000, mais elle est en fait variable 

selon la population. La prévalence estimée dans l’ensemble des régions d'Europe, 

d'Amérique du Nord et d'Australie est de 5,70 pour 100.000 (variable entre le 5 et le 

10%). Une prévalence significativement plus faible a été relevée pour l’Asie, de 0,40 

pour 100.000.  

La prévalence de la MH pourrait augmenter, les nouvelles mutations étant censées 

représenter environ 10% des cas diagnostiqués (Falush D et al., 2001). 
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I.1.2    Présentation clinique  
 

La Maladie de Huntington, MH, est une maladie progressivement débilitante. Les 

symptômes et les signes les plus importants de la MH, sont liés aux problèmes moteurs, 

cognitifs et   psychiatriques. Typiquement, une phase prodromique, caractérisée par un 

léger syndrome psychotique et des troubles du comportement, peut être observée chez les 

patients jusqu'à 10 ans avant la manifestation de la chorée. A ce cadre s’accompagnent 

souvent d’autres problématiques débilitantes, comme la perte involontaire de poids, les 

troubles du sommeil et du rythme circadien et la dysfonction du système nerveux 

autonome. L'âge moyen du début de la maladie est compris entre 30 et 50 ans, avec une 

très haute variabilité de 2 à 85 ans. La durée moyenne de la maladie est 17-20 ans. La 

cause la plus fréquente du décès est la pneumonie, suivi par le suicide. 

 

Troubles du mouvement 

Les mouvements choréiques, mouvements parasites, sont caractéristiques de la MH. 

Initialement, ils se produisent aux extrémités distales, les doigts et les orteils, mais aussi 

dans de petits muscles faciaux ; ces mouvements parasites peuvent être interprétés par les 

spectateurs comme signes de nervosité. Peu à peu, ils se propagent à tous les autres 

districts musculaires : de distal à proximal, et axial. Les plus évidents sont les 

mouvements d'extension des muscles longs du dos. Ils sont présents pendant toute la 

période de veille du patient.  

Les mouvements involontaires au niveau du visage consistent dans le mouvement continu 

de certains muscles, par exemple un sourcil est levé, un œil fermé, la tête est courbée ou 

tournée tandis que la langue et les lèvres sont saillantes. Parler et déglutir deviennent 

progressivement plus problématiques menant à l'étouffement à tout moment chez certains 

patients.  

D'autres mouvements indésirables comprennent les tics, assez rares et comparables à 

ceux observés dans le syndrome de Gilles de la Tourette.  

Les signes d'hypo- et hypermétrie et les altérations de la marche, qui est très instable, sont 

comparables à ceux présents dans des syndromes cérébelleux. 
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La dystonie est aussi caractéristique de la MH, qui est produite par l’augmentation du 

tonus musculaire conduisant à une posture anormale et aggravant les troubles moteurs ; le 

torticolis mais aussi des rotations du tronc ou des membres. La dystonie devient plus 

importante avec la progression de la maladie, et prévaut sur la chorée dans les phases 

terminales. 

 

Les patients peuvent développer une hypokinésie globale et une rigidité qui contrastent 

avec l’hyperkinésie segmentale : les patients hésitent à se lancer dans un mouvement et 

sont globalement ralentis dans toutes leurs activités. Dans les formes à début précoce la 

rigidité peut être le signe prévalent (variante de Westphal). Au fil du temps ces 

perturbations des mouvements rendent de plus en plus difficiles les activités quotidiennes 

comme sortir du lit, prendre une douche, s'habiller, faire sa toilette, nettoyer la maison, 

cuisiner et manger.  

 

Troubles cognitifs, la démence 

C’est un cadre de démence sous-corticale, le déclin cognitif impliquant généralement des 

difficultés de l’attention et des fonctions exécutives, c’est-à-dire les fonctions permettant 

de réaliser au quotidien les tâches complexes : mémoire de travail (ou à court terme), 

capacité d’initiation, attention et planification (Peavy GM et al., 2010). La mémoire 

sémantique (ou à long terme) est relativement épargnée.  

Avec l’évolution la maladie porte à la manifestation des troubles du langage (fluence 

verbale), visuo-perceptifs, de la commande des gestes (apraxie), de la cognition sociale. 

Les patients font souvent des erreurs d'appréciation et ne réagissent pas de la manière que 

l'environnement attend. 

 

Troubles psychiatriques 

Les symptômes psychiatriques qui fréquemment se présentent dans les stades précoces de 

la maladie, ou même avant le début de symptômes moteurs consistent dans la 

combinaison des symptômes de la dépression, de l’apathie, de l’anxiété, des troubles 

obsessifs compulsifs (pour une revue Roos RA, 2010). Lorsque il est déprimé le patient 

manifeste une estime de soi affaiblie, il perd du poids et devient inactif. L'anxiété est 
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causée par l'incertitude relative à la progression de la maladie. Obsessions et compulsions 

peuvent perturber la vie du patient et aussi mener à l'irritabilité et à l'agressivité. Il peut 

être difficile de discriminer l'apathie de la dépression. 

L'apathie provoque perte d'intérêt et augmentation des comportements passifs. L'apathie 

est liée au stade de la maladie, tandis que l'anxiété et la dépression ne le sont pas.  

 

Un syndrome psychotique de schizophrénie paranoïde avec des hallucinations 

acoustiques peut apparaître, plus souvent dans les derniers stades de la maladie. Dans la 

plupart des cas, cela va avec le déclin cognitif. Le suicide survient plus fréquemment 

chez les individus précocement symptomatiques et aussi chez les porteurs 

asymptomatiques. Le moment du test génétique et le stade où l'indépendance diminue 

sont les périodes les plus à risque de suicide (Walker FO, 2007). 

 

 

Signes et symptômes secondaires  

La perte involontaire de poids a été constatée chez tous les patients. Principalement 

secondaire à la chorée, elle est aussi une conséquence des problèmes pratiques du 

quotidien, comme la perte d'appétit et la difficulté à manipuler et à avaler les aliments. La 

perte de neurones hypothalamiques est également un facteur causal (Kremer HP et al., 

1991, Aziz NA et al., 2007). Les troubles végétatifs, qui peuvent entraîner des attaques 

de transpiration abondante, ainsi que les troubles du sommeil et du rythme circadien sont 

aussi importants chez les patients atteints de MH (Arnulf I et al., 2008).   

 

La maladie de Huntington juvénile 

La forme juvénile (Juvenile Huntington’s Disease, JHD) se présente avant l'âge de 20 ans 

et représente 10% des cas de MH. Souvent la maladie débute avec des troubles du 

comportement et de l’apprentissage à l'école. Un syndrome hypokinétique et 

bradykinétique et des dystonies  représentent le cadre clinique plus fréquent. 

La chorée est rarement vue dans la première décennie, elle se présente plutôt pendant la 

deuxième décennie. Des crises d'épilepsie peuvent s’associer.  
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Causée dans la plupart de cas par plus de 60 répétitions de la triplet CAG, la forme 

juvénile est transmise par le père dans 75% des cas (Ridley RM et al., 1988; Nance MA 

and Myers RH, 2001)

 

Diagnostic et diagnostic différentiel  

Le diagnostic repose sur les signes et symptômes cliniques d’un grave trouble 

extrapyramidal du mouvement, chez une personne dont un parent est prouvé être atteint 

de MH. Parmi les formes héréditaires de chorée il faut aussi considérer : la chorée 

bénigne héréditaire ; la neuroacanthocytose ; l’atrophie Dentato-Rubro-Pallido-Luysiane 

(DRPLA) et la maladie de Wilson. Des formes de chorée héréditaire similaires à la MH 

(Huntington disease like, HDL) ont aussi été décrites (Wild TJ and Tabrizi SJ, 2007). 

Le « Gold Standard » pour le diagnostic de MH est la démonstration de l’augmentation 

du nombre de triplets CAG d'au moins 36 sur le gène IT15. Le diagnostic peut devenir 

difficile lorsque le parent affecté n'est pas connu ou est décédé pour causes différentes. 

De fait un syndrome choréique peut se présenter dans une variété d’autres conditions 

pathologiques : i) maladies rhéumatiques (chorée de Sydenham et chorée gravidique) ; ii) 

maladies systémiques (thyréotoxicoses ; Polycythemia vera ; hyperglycémie ; syndromes 

paranéoplasiques et Lupus Erythematodes Systémique, SIDA); iii) suite à la prise de 

médicaments. La combinaison de l’histoire de la maladie et des tests de laboratoire aide 

au diagnostic différentiel. 
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I.1.3    Génétique : maladie de Huntington et maladies à expansion de trinucléotides 

La maladie de Huntington est une maladie neurodégénérative héréditaire de l’âge adulte ; 

elle est une maladie monogénique, autosomique dominante. Au moment de la découverte 

du gène, l’expansion de la répétition de la triplet CAG,  a été identifiée sur un allèle du 

gène IT15 (OMIM 613004) dans tous les membres atteints de MH des 75 familles 

examinées (The HD collaborative research group, 1993). La MH fait donc partie du 

groupe des maladies associées à l’expansion dynamique de trinucléotides. 

 

Entre les maladies à expansion des trinucléotides, le syndrome de l’X fragile a été la 

première, en 1991, a être associée à la présence d’une expansion (CGG)n non codante 

dans le gène FMR1 (Oberle I et al., 1992; Fu YH et al., 1991; Verkerk AJ et al., 1991), 

introduisant le nouveau concept que certaines parties du génome nucléaire sont instables 

et plus susceptibles à expansions. Cette instabilité est retenue responsable de la 

manifestation de cadres cliniques variables selon l’entité de l’expansion.  

Les maladies à mutations instables (expansions et délétions) peuvent être dues à 

différents types de répétitions : des trinucléotides (maladies à polyglutamines, Ataxie de 

Friedreich, dystrophie myotonique 1, DM1), des tétranucléotides (dystrophie myotonique 

2, DM2), des pentanucléotides (ataxies spinocérébelleuses de type 10 et de type 31, 

SCA10 et SCA31 pour « SpinoCerebellar Ataxia » 10 et 31), des hexanucléotides 

(Démence Fronto-Temporale, FTLD pour « Fronto-Temporal-Lobar Degeneration », 

dominante, Sclérose Latérale Amyotrophique, SLA, et SLA-FTLD) des dodécamères 

(épilepsie myoclonique progressive, EPM1 pour « Epilepsy Progressive Myoclonique ») 

ou des mégasatellites (dystrophie musculaire facio-scapulo-humérale, FSHMD1A, pour 

« FacioScapuloHumeral Muscular Dystrophy 1A »).  

 

La majorité des maladies à mutations instables est liée à des expansions de trinucléotides, 

codants ou non codants (Fig. 1).  
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Figure 1 (basée sur les travaux de 

Geraldine Sicot) : schéma 

représentatif  de la distribution des 

séquences des trinucléotides dont 

l’expansion est responsable de 

troubles héréditaires. Les maladies  

à expansion des trinucléotides, 

codants ou non codants, sont 

représentées, respectivement, en 

haut ou en bas  d’un gène virtuel.  

 

 

FRAXA (FMR1, FRA(X)(q27.3)) : syndrome de l’X Fragile ; FXTAS : syndrome de l’X Fragile, 

Tremblement et Ataxie ; FRAXE (FMR2,FRA(X)(q28) E) : Fragile X syndrome ; SCAs (Ataxies 

Spino-Cerebelleuses) ; DM1 : Dystrophie Myotonique 1 ; HD : maladie d’Huntington 

(Huntington’s Disease) HDL 2 : syndrome dominant à phénotype MH, type 2 (Huntington’s 

Disease Like) ; SBMA : Atrophie Musculaire Spinale et Bulbaire  pour « Spinal and Bulbar 

Muscular Atrophy » ; DRPLA : Atrophie Dentato-Rubro-Pallido-Louysiane. 

En orange et bleu sont indiquées les maladies pour lesquelles un mécanisme de gain de fonction 

toxique de l’ARN est impliqué.   

 

Les mutations sont dites non codantes lorsque l’expansion des triplets se présente dans un 

intron ou dans les séquences 5’ et 3’ non traduites. Généralement il s'agit d'expansions  

dans le répétitions (CGG)n, (CTG)n, (GAA)n.  

L’amplification des trinucléotides non-codants peut avoir deux implications 

pathologiques principales : soit une perte de fonction du gène muté (c’est le cas par 

exemple de la FRDA), soit un gain de fonction délétère des ARN amplifiés (c’est le cas 

par exemple de la DM1). Au cours de la DM1 (prototype de la toxicité des ARN 

amplifiés), les transcrits non-codants résultent toxiques pour la cellule et perturbent la 

localisation et/ou la fonction des protéines qui lient l’ARN (à l’image des familles MBNL 

et CELF) en règlant l’épissage et le métabolisme ; les défauts qui en dérivent, d’épissage, 
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de transcription ou même de maturation des miRNA, représentent des mécanismes 

d’importance primaire au cours de la pathogénie de ces maladies. Dans certains cas (par 

exemple DM1) l’accumulation des ARNs non codants provoque la formation de foci 

intranucléaires d’ARN, au niveau desquels les protéines régulatrices de l’épissage 

s’accumulent et y sont ainsi inactivées  (pour une revue Sicot G and Gomes-Pereira M, 

2013).  

Les mutations dynamiques sont dites codantes quand elles sont localisées dans un exon. Il 

s’agit normalement d’expansions de taille modérée des trinucléotides (CAG)n ou 

(GCG)n, ayant pour conséquence des expansions de polyGlutamine (polyQ) ou de 

polyAlanine dans les protéines correspondantes.  

Le tableau 1 montre les maladies à expansions de polyGlutamine (polyQ).  

 

 

Tableau 1 (d'après Shao J and Diamond MI, 2007) : description succincte des maladies à polyQ.  

 

Sauf la SBMA, ou maladie de Kennedy, liée au chromosome X, il s’agit de maladies à 

transmission autosomique dominante. 

Les différents gènes impliqués sont d’expression le plus souvent ubiquitaire et, a priori, 

ne présentent pas de lien fonctionnel direct entre eux. 
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Le phénomène de l’anticipation et le concept de seuil pathologique  

La découverte des mutations dynamiques a permis d’expliquer le phénomène de 

l’anticipation clinique : les symptômes se manifestent plus précocement et sont plus 

sévères au cours des générations successives.  

Les gènes responsables des maladies à expansion de trinucléotides ont à l’état normal un 

nombre donné de répétitions du triplet impliqué. Le nombre de ces répétitions est 

polymorphe dans la population générale et chaque personne possède un nombre de 

triplets qui lui est propre.  

Un allèle est dit normal lorsqu’il possède un nombre de répétitions inférieur à un certain 

seuil limite, spécifique à chaque gène. A partir d’un certain nombre de répétitions les 

expansions deviennent instables et ont tendance à subir une expansion 

intergénérationnelle dans la gamme pathologique. Au delà de ce nombre de répétitions le 

phénotype de la maladie se manifeste, on dit alors que l’allèle est pathogénique ou muté. 

Le nombre de répétitions peut varier d'une génération à l'autre à cause de l'instabilité de la 

transmission maternelle et paternelle. Ces mécanismes peuvent expliquer le phénomène 

de l’anticipation.  

De fait l’existence d’une corrélation inverse entre le nombre de répétitions polyQ, l'âge 

du début et la sévérité, soit la vitesse de l’évolution, des maladies à expansion des triplets 

a été suggérée (David G et al., 1998; Gusella JF and MacDonald ME, 2000). En effet, 

pour la MH, les allèles normaux contiennent environ 20 triplets et les allèles 

pathogéniques ont plus de 36 répétitions. Au-delà du seuil de 36 glutamines, la 

probabilité de manifester la pathologie est élevée. Entre 27 et 35 triplets, il existe une 

instabilité chez le porteur. Récemment, l’étude PHAROS, une analyse longitudinale des 

sujets porteurs d’un allèle HTT de taille intermédiaire, a montré que des troubles marqués 

du comportement, y compris idées suicidaires et apathie, sont plus fréquents chez ces 

sujets en comparaison aux contrôles (Killoran A et al., 2013).  

Toutefois, pour un même nombre de répétitions, on observe de fortes variations inter-

individuelles de l’âge d’apparition des symptômes. Le nombre de répétitions ne rend 

compte que partiellement de la variabilité de l’âge du début, suggérant l’existence 

d’autres facteurs génétiques ou environnementaux modulant la sévérité de la maladie.  
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L'instabilité génomique pourrait fonctionner également à un niveau intra-individuel, par 

exemple les études de modèles animaux et cellulaires et de cerveaux de patients ont 

documenté un mosaïcisme somatique de la longueur de répétition CAG dans les neurones 

différenciés (Gonitel R et al., 2008, et références y contenues). La compréhension de ce 

phénomène fournit une explication de plus à l’extrême variabilité dans la présentation 

clinique et ainsi une possible source d’erreur dans l’évaluation génétique : le nombre des 

triplets mesuré dans les tissus périphériques (lymphocytes) d’un individu pourrait ne pas 

correspondre exactement au nombre de triplets dans les tissus neuronaux. 
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I.2       La maladie de Parkinson, MP  

I.2.1    Définition, histoire, épidémiologie 

La maladie de Parkinson, MP, est une maladie de l’âge adulte, caractérisée 

pathologiquement par la dégénérescence progressive, bilatérale de la voie nigro-striée, 

dont la cause est, dans la majorité des cas, inconnue.   

Le premier à en donner une description clinique fut James Parkinson dans son «Un essai 

sur la paralysie agitante», apparu en 1817. Plus tard Charcot reconnaissait des formes de 

la maladie sans tremblement et soulignait à juste titre que la lenteur des mouvements, la 

bradykinésie, caractéristique de la maladie doit être distinguée de la faiblesse ou «pouvoir 

musculaire amoindri», comme à l'origine était désignée la maladie de Parkinson 

(Kempster PA et al., 2007). Ehringer et Hornykiewicz en 1960 (Bjorklund A and Dunnett 

SB, 2007; Hornykiewicz O, 2006) découvrirent que les concentrations de dopamine sont 

nettement diminuées dans le striatum de patients atteints de la MP. Cette découverte a 

ouvert la voie pour les premiers essais thérapeutiques, l'année suivante (Birkmayer W and 

Hornykiewicz O, 1961). Effectivement la lévodopa injectée chez les patients 

parkinsoniens améliorait l'akinésie ; une formulation de lévodopa administrée par voie 

orale a fait son apparition plus tard dans la décennie (Birkmayer W and Hornykiewicz O, 

1998; Cotzias GC et al., 1969). 

Dans l’histoire plus récente la recherche s’est focalisée sur les facteurs contribuant à la 

mort des cellules dopaminergiques et non-dopaminergiques dans le cerveau des patients 

atteints de MP : des facteurs environnementaux ainsi que, dans les plus rares formes 

familiales de la maladie, des mutations dans des gènes, dont la fonction est maintenant 

connue, ont été identifiés. Ces découvertes ont permis la modélisation de la maladie, ainsi 

que l’étude et la compréhension de certains mécanismes pathogéniques responsables de 

l’atteinte neuronale. La prévalence estimée pour la MP est d’environ 1% dans la 

population âgée de 60 ans et plus (de Lau LM and Breteler MM, 2006). Le taux de 

prévalence augmente avec l'âge ; la plus haute prévalence signalée étant d’environ 4% 

(Wright Willis A et al., 2010; de Rijk MC et al., 1997). 
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I.2.2    Présentation Clinique  

Quatre traits cliniques principaux  sont distinguée chez les malades de MP ; ces traits 

peuvent être regroupés sous l'acronyme TRAP : tremblement au repos, rigidité, akinésie 

et instabilité posturale. En outre, la posture fléchie et les phénomènes de bloc moteur 

(freezing) ont été inclus parmi les caractéristiques classiques de la MP. 

En plus des classiques troubles du mouvement, dans chaque patient il faut distinguer les 

troubles non moteurs. De fait les dysfonctions du système autonome, les troubles 

cognitifs et comportementaux, tout comme les troubles sensitifs et du sommeil sont 

souvent sous évalués et constituent une partie du cadre clinique de la MP (Zesiewicz TA 

et al., 2006). 

 

Troubles du mouvement  

Bradykinésie et akinésie 

La bradykinésie, le ralentissement des mouvements, et l’akinésie, la difficulté à initier les 

mouvements sont caractéristiques de la MP ; ces troubles rendent difficiles les activités 

quotidiennes. Les phénomènes de hypomimie (perte d’expression), dysarthrie, 

hypophonie, dysphagie et sialorrhée sont considérés comme des manifestations de la 

bradykinésie orofaciale–laryngée. Les mouvements réclamant de la précision, comme 

l'écriture, et les mouvements semi-automatiques sont aussi affectés, produisant par 

exemple la micrographie et la perte du ballant d'un bras pendant la marche (Hunker CJ et 

al., 1982; Cooper JA et al., 1994; Giovannoni G et al., 1999; Bagheri H et al., 1999).  

Comme les autres troubles du mouvement au cours de la MP, la bradykinésie varie selon 

l'état émotionnel du patient. L’excitation émotionnelle provoque la ‘kinésie paradoxe’ : 

les patients deviennent capables de mouvements très rapides (attraper une balle et même 

courir si quelqu'un crie ''feu''), ce qui suggère que les patients ont besoin d’une 

stimulation  externe pour accéder aux programmes moteurs autrement intacts. 

La bradykinésie propre à la MP a été mise en corrélation avec le degré de déficience en 

dopamine (Vingerhoets FJ et al., 1997).  
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Tremblement 

Selon la présence ou l’absence de tremblement on distingue deux formes cliniques 

différentes de MP : la MP avec tremblement  et la MP akineto-rigide. 

Dans la forme avec tremblement, il s’agit d’un tremblement de repos, qui disparaît 

classiquement avec l'action et pendant le sommeil. Il a une fréquence comprise entre 4 et 

6 Hz, et il est prononcé aux extrémités. Le tremblement de la main est le plus typique, 

décrit comme un mouvement de supination-pronation (''laminage des pilules''), 

asymétrique. Le tremblement peut également impliquer la bouche, le menton, la mâchoire 

et les jambes, mais rarement le cou/tête ou  la voix, contrairement à ce que l’on observe 

chez les patients atteints de tremblement essentiel. 

Des tremblements semblables à ceux du tremblement essentiel peuvent se produire chez 

les patients parkinsoniens des décennies avant l'apparition de la maladie et sont 

considérés comme un facteur de risque.  

 

Rigidité 

La rigidité est caractérisée par une résistance accrue au mouvement passif d'un membre 

(flexion, extension ou rotation autour d'une articulation). Souvent la rigidité est 

accompagnée par le phénomène de la ''roue dentée'', en particulier lorsqu’elle est associée 

à un tremblement sous-jacent. Ces phénomènes sont accentués lorsque l’on demande au 

patient de faire un geste continu avec une main et en même temps l’on imprime le 

mouvement passif du membre controlatéral (manœuvre de Froment).  

 

Altérations posturales 

Celles ci peuvent résulter de la rigidité, surtout axiale : au niveau du cou et du tronc on 

peut observer alors des phénomènes d’extrême flexion comme la ‘dropped head’, la 

camptocormie   (présent aussi dans les dystonies et dans les myopathies des muscles 

extenseurs du tronc), la scoliose et la flexion permanente des coudes et des genoux.  

La posture fléchie se produit généralement vers la fin de la maladie.  
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La rigidité permanente conduit à d’autres 

malformations des membres comme la ‘main 

striatale’, par déviation ulnaire de la main, la 

flexion des articulations 

métacarpophalangiennes et l’extension des 

articulations interphalangiennes proximales et la 

flexion des distales, et l’‘orteil striatal’, 

caractérisé par l’extension ou la flexion. 

 

Instabilité posturale 

L’instabilité posturale est due à la combinaison 

de la perte des réflexes posturaux et des autres troubles non-moteurs, tels que 

l'hypotension orthostatique, et l’incapacité à intégrer les afférences sensorielles (visuelles, 

vestibulaires et proprioceptives) (Bloem BR, 1992; Bronte-Stewart HM et al., 2002).  

L’instabilité posturale survient généralement après l'apparition des autres signes 

cliniques, au cours des phases finales de la MP. 

L’instabilité posturale (et le bloc de la marche) est la cause la plus fréquente des chutes et 

détermine un risque augmenté de fractures de la hanche (Williams DR et al., 2006).  

 

Blocs moteurs, ou Freezing 

Les blocs moteurs sont une forme d’akinésie ; toutefois ils ne se présentent pas 

universellement au cours de la MP (Bloem BR et al., 2004)  

Ils sont moins fréquents lorsque le tremblement est le symptôme prévalent (Macht M et 

al., 2007). Plus souvent le freezing concerne les jambes pendant la marche. Il s’agit d’une 

incapacité soudaine et transitoire (autour de 10 secondes) de marcher. Il peut se 

manifester comme hésitation à initier la marche ou comme un blocage dans des situations 

spécifiques, par exemple traverser un passage étroit. 

 

Autres troubles du mouvement 

Dans certains cas, l’activité volontaire des muscles d’une partie du corps provoque 

l’apparition des mouvements involontaires dans la partie homologue controlatérale. 
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Ceux-ci sont appelés ‘mouvements miroirs’, observables dans les phases précoces de la 

MP.  

L’akathisie, une agitation psychomotrice, peut être présente (Comella CL and Goetz CG, 

1994). 

Des anomalies des mouvements de poursuite oculaire, des saccades et des anti-saccades 

sont aussi observables et sont corrélées à la progression de la maladie (Rascol O et al., 

1989). Ces anomalies sont accompagnées par d’autres  troubles neuro-ophthalmologiques 

comme la diminution du ‘blink rate’, l’irritation de la surface oculaire, l’altération du film 

lacrimal,   le blépharospasme et une diminution de la convergence (Biousse V et al., 

2004). Des troubles de la respiration peuvent se présenter au cours de la MP ; ces troubles 

sont associés à l’augmentation de la morbidité et de la mortalité observées au cours de la 

MP ; ils peuvent aussi dériver de la dyskinésie compliquant typiquement la thérapie avec 

la  levodopa  (Shill H and Stacy M, 1998). 

L’apparition des réflexes primitifs, comme le réflexe glabellar ou palmomentonier est 

typique de la MP.  

 

Symptômes non moteurs  

Dysfonctions du système nerveux autonome 

Les troubles dysautonomiques, y compris l’hypotension orthostatique, l’excessive 

sudation, les dysfonctions sphinctériens et érectiles  (Senard JM et al., 1997; Swinn L et 

al., 2003) peuvent se présenter au début de la MP. 

 

Troubles cognitifs et neurocomportamentaux  

Les troubles neuropsychiatriques communs au cours de la MP sont la dépression, 

l’apathie, l’anxiété et les hallucinations et peuvent être autant débilitants que les 

symptômes moteurs (Aarsland D et al., 2007).  

D’autres symptômes neuropsychiatriques sont représentés par des comportements de type 

obsessif–compulsif et impulsif (Miyasaki JM et al., 2007). Ces comportements peuvent 

être la conséquence d’un syndrome de dérégulation de la dopamine, qui suit l’utilisation 

des médicaments  dopaminergiques. 
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Le déclin cognitif et la démence sont aussi communs au cours de la MP (Hely MA et al., 

2005; Aarsland D et al., 2001). 

 

Troubles du sommeil 

Les troubles du sommeil (comme la somnolence excessive), qui dans le passé étaient 

attribués à la pharmacothérapie de la MP, sont maintenant considérés comme une partie 

intégrale du cadre clinique de la maladie. De plus, les troubles de la phase REM (pour 

Rapid Eye Movement) du sommeil peuvent représenter un facteur de risque et être des 

symptômes du syndrome pre-parkinsonien (Schenck CH et al., 1996; Comella CL, 2007).  

Les troubles du sommeil observés au cours de la MP sont possiblement corrélés à la perte 

des neurones à hypocretine (orexin) (Fronczek R et al., 2007; Thannickal TC et al., 

2007). 

 

Anomalies sensorielles 

Des troubles sensoriels comme les dysfonctions olfactives (hyposmie), la douleur, les 

paresthésies, sont fréquents mais souvent sous-estimés au cours de la MP (Stern MB et 

al., 1994; Ford B et al., 1996; Djaldetti R et al., 2004; Tinazzi M et al., 2006). Les 

dysfonctions olfactives  peuvent être un marqueur précoce de la MP (Ponsen MM et al., 

2004). 

 

Critères diagnostiques et échelles d’évaluation clinique 

Dans la pratique clinique le diagnostic de MP est basé sur l’association de i) la présence 

de la combinaison des symptômes moteurs cardinaux (TRAP), ii) l’absence des 

symptômes d’exclusion, et iii) la réponse à la thérapie avec la levodopa (Gelb DJ et al., 

1999; Jankovic J, 2008).  

Il manque de fait un test diagnostique définitif.  

A l’autopsie, la confirmation est donnée par l’évidence neuropathologique de l’extensive 

perte neuronale et la présence de corps et neurites de Lewy (Lewy bodies, LBs ; Lewy 

neurites LNs), qui représentent les stigmates histologiques de la MP (Agid Y et al., 1993; 

Hornykiewicz O, 1988; Jellinger K, 1987; Gibb WR and Lees AJ, 1989). 
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Plusieurs échelles d’évaluation clinique pour les patients atteints de MP ont été 

développées. 

La MDS-UPDRS (Movement Disorder Society - Unified Parkinson Disease Rating 

Scale), qui comprend quatre  échelles pour l’évaluation (1) des activités non motrices de 

la vie quotidienne, (2) des activités motrices de la vie quotidienne, (3) du système moteur 

(4) des troubles du mouvement qui surgissent à la suite de la prise de médicaments.  

L’échelle  modifiée  de Hoen et Yahr, pour l’évaluation de la sévérité globale de la 

maladie, et l’échelle pour l’évaluation des symptômes non-moteurs (Non Motor 

Symptoms Scale, NMSS) sont aussi très utilisées 

Toutefois il faut rappeler que d’autres échelles d’évaluation existent comme par 

exemple : 

Scales for Outcomes in Parkinson's disease-Motor (SCOPA-M),  

Berg Balance Scale; PD Sleep Scale;  

Clinical Impression of Severity Index for PD (CISI-PD); PDQ-39; and EQ-5D. 

 

Diagnostic différentiel 

Les syndromes parkinsoniens peuvent être classifiés en quatre types : a) la Maladie de 

Parkinson, MP, idiopathique ou primaire, considérée une condition dégénérative et 

sporadique ; b) les syndromes parkinsoniens acquis ou symptomatiques, secondaires à 

des accidents cérébraux, vasculaires ou traumatiques, à des infections, à la prise de 

médicaments et à l’effet toxique de substances spécifiques ; c) les formes 

hérédodégénératives de la maladie, ou Maladie de Parkinson Familiale, MPF, associées à 

des mutations dans certains gènes ; d)  les syndromes parkinsoniens qui se manifestent au 

cours d’autres conditions  neurodégénératives, comme l’atrophie multi-systémique 

(Multiple System Atrophy, MSA), la paralysie supranucléaire progressive (Progressive 

Sopranuclear Palsy, PSP), la démence à corps de Lewy (Dementia with Lewy Bodies, 

DLB) et la dégénérescence corticobasale (Cortico-Basal Degeneration, CBD)  (Poewe W 

and Wenning G, 2002).  

Rarement  un doute diagnostique survient lorsque l’on doit différentier la MP de 

conditions comme la démence fronto-temporale avec ‘parkinsonisme’, liée au 

chromosome 17 (Fronto Temporal Dementia with Parkisonism Linked to chromosome 
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17, FTDP 17), la maladie de Pick, le complexe Parkinson- Démence de Guam, la 

dégénérescence pallido-nigrale (y compris la maladie de Hallervoden-Spatz et la 

dégénérescence dento-rubro pallidale), et enfin les maladies de Wilson et de Huntington.  

La distinction entre une MP idiopathique et un parkinsonisme du groupe (b) se  fait à 

l’aide de l’histoire de la maladie, des tests de laboratoire et des techniques d’imagerie 

cérébrale.  

 

En revanche, différencier une forme idiopathique de la MP des syndromes  parkinsoniens 

du groupe (d) peut être plus difficile. La liste détaillée des critères diagnostiques va au-

delà  des finalités de ce manuscrit. Toutefois certains principes qui permettent de 

distinguer ces différentes entités nosologiques sont intéressants et sont inclus dans cette 

section. 

Au cours de la MSA avec parkinsonisme, MSA-P, un syndrome parkinsonien est 

présent dans 80% des cas (Wenning GK et al., 1994) ;  30% de patients avec ce 

syndrome répondent, comme dans la MP, à la thérapie avec la levodopa, mais les troubles 

causés par la dysfonction autonomique prédominent dans la MSA en comparaison avec la 

MP. 

Au cours de la PSP ou maladie de Steele Richardson Olzewski une tau-pathie, les 

stigmates cliniques sont 1- le syndrome parkinsonien, qui  répond faiblement au 

traitement avec la L-Dopa, 2- l’ophtalmoplégie supra-nucléaire (une paralysie du regard 

dans les directions verticales qui précède la paralysie dans les directions horizontales), 3- 

les chutes récurrentes, 4- la démence. Chez les patients atteints de PSP un syndrome 

pseudobulbaire peut aussi être observé, avec dysarthrie et dysphagie associées aux 

brusques éclats de rire ou de larmes. 

Dans la DLB par exemple, les patients présentent une démence plus souvent associée à 

des phénomènes hallucinatoires, et plus rarement au tremblement typique de la MP. 

Au cours de la CBD l’atteinte du cortex fronto-pariétal et de plusieurs régions sous-

corticales (la voie nigro-striée, le thalamus, les noyaux sub-thalamique, pallidum, rouge 

et dentelé) se manifeste comme un syndrome parkinsonien akineto-rigide associé à 

d’autres troubles, comme le myoclonus et la dystonie.  
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Normalement, les manifestations de la dégénérescence corticale aident à distinguer entre 

la CBD et la MP. Celles-ci comprennent l’apraxie, la dysphasie et les troubles sensitifs; 

ou encore un syndrome du lobe frontal, avec désinhibition, apathie, impulsivité (Wenning 

GK et al., 1998). Une démence, fronto-temporale, peut aussi être présente (Kertesz A et 

al., 2000). 

 

Les études de corrélation génotype-phénotype ont permis de définir des traits cliniques 

distinctifs et des ‘patterns’ de neurodégénérescence caractéristiques à chacune des formes 

de MPF du groupe (c), contribuant ainsi à la définition des fonctions des gènes impliqués.  

Des particularités cliniques et des informations générales sur la structure des gènes sont 

comprises dans cette section; la fonction de ces gènes sera traitée  dans la section V- 

Mécanismes pathogéniques au cours de la MP. 

 

Dans la MPF associée aux mutations de SNCA la maladie a une évolution rapide, souvent 

compliquée par la démence.  

Le tremblement des jambes est fréquemment observé chez les patients atteints de MPF  

liée à mutations du gène LRKK2 (Healy DG et al., 2008a).  

Le début précoce est typique des formes récessives liées aux mutations des gènes 

PARK2, PINK1 et DJ1 ; les cas associés à mutations des gènes PARK2 et DJ1  ont aussi 

une évolution plus lente. 

Dans les patients avec des mutations du gène PARK2 la dystonie et l’hyperreflexie 

peuvent aussi être observées (pour une revue Wider C and Wszolek ZK, 2007).  

Les cas associés au gène PINK1 peuvent manifester des troubles psychiatriques et 

cognitifs (Steinlechner S et al., 2007; Li Y et al., 2005). 

Blépharospasme, dystonie des jambes, et troubles psychologiques sont des 

caractéristiques additionnelles observables dans les cas de MPF associés aux mutations 

de DJ1 (Kumar KR et al., 2011). 

Des mutations dans le gène ATP13 A2 sont associées à l’apparition d’un syndrome de 

Kufor-Rakeb, un syndrome parkinsonien compliqué par la présence de signes d’atteinte 

du système pyramidal, des troubles cognitifs, de la paralysie des mouvement oculaires de 

verticalité et du minimyoclone facial-faucial-finger (Behrens MI et al., 2010). 
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Enfin, l’imagerie cérébrale de routine peut fournir des informations sur les causes d’un 

syndrome parkinsonien. Par exemple l’imagerie à résonance magnétique (IRM) peut 

montrer des différences avec la CBD (atrophie corticale asymétrique), le parkinsonisme 

vasculaire  (infarctus striataux et changements dans la substance blanche sous-corticale et 

périventriculaire), la maladie de Wilson (hyperintensités des ganglions de la base), les 

calcifications des ganglions de la base,  l’hydrocéphale, les tumeurs cérébrales.  

Encore, la dégénérescence strio-nigrique (un type de MSA) présente une atrophie du 

putamen ; l’atrophie olivo-ponto-cérébelleuse, comprise entre les sous-types de MSA 

lorsque elle se manifeste de manière sporadique, présente des changements au niveau du 

pont et du cervelet ; la PSP présente une atrophie du mésencéphale.  

 

Les techniques d’imagerie fonctionnelle ont été utilisées extensivement pour distinguer la 

MP des autres conditions extrapyramidales et pour définir des caractéristiques 

métaboliques spécifiques de la MP.  

Toutefois les changements ici décrits peuvent ne pas être prononcés ; par conséquent le 

diagnostic correct se pose sur la base de la combinaison de l’histoire de la maladie, des 

critères cliniques, radiologiques et pathologiques. 
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I.2.3    Etiologie de la MP 

Jusqu' en 1997 la MP été considérée comme l’archétype des maladies non 

génétiques. Plusieurs observations favorisaient cette opinion : 1) l’exposition à la 1-

méthyl-4-phényl-1,2,5,6-tétrahydropyridine (MPTP) pouvait causer un 

parkinsonisme (Langston JW and Ballard PA, 1983) ; 2) après la Première Guerre 

mondiale la diffusion de la grippe avait déclenché une épidémie compliqué par un 

syndrome parkinsonien post-encéphalique (Post Encephalytic Parkinsonian Syndrome, 

PEP) (Casals J et al., 1998) ; 3) les études sur les jumeaux manquaient de concordance 

(Tanner CM et al., 1999).  

Par conséquent l’hypothèse que les facteurs environnementaux jouent un rôle 

déterminant dans la pathogénie de la MP a prévalu pendant des décennies. En raison de la 

ressemblance structurale entre le métabolite actif du MPTP, le MPP+, avec certains 

pesticides (Langston JW and Ballard PA, 1984) les scientifiques ont orienté leur intérêt 

vers la recherche de potentielles neurotoxines environnementales.  

De fait la prévalence de la maladie est plus élevée dans les régions hautement 

industrialisées et dans les zones rurales où insecticides et pesticides sont largement 

utilisés. (Tanner CM, 1989). Aux Antilles françaises des toxines alimentaires ont aussi 

été mises en cause depuis la découverte que la consommation des fruits et des feuilles de 

certaines plantes de la famille des Annonaceae était liée à l’apparition d’un syndrome 

parkinsonien atypique (Caparros-Lefebvre D and Elbaz A, 1999) 

Le vieillissement a aussi été mis en cause dans la pathogénie de la MP, le risque de 

développer la maladie étant significativement accru après la sixième décade, de 0,3 % 

dans la population générale à 2% des personnes âgés de plus de 65 ans (de RijK MC et 

al., 1997; Lang AE and Lozano AM, 1998).  
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I.2.4    Génétique de la MP 

1997 marque le début de l’ère génétique dans la recherche sur la MP, avec la découverte 

que dans une grande famille italo-américaine la MP était associée à la présence d’une 

mutation faux-sens transmise de manière autosomique dominante dans le gène SNCA, 

localisé sur le chromosome et 4 codant pour la protéine -synucléine  (Polymeropoulos H 

et al., 1996 and 1997). Rapidement après MG Spillantini démontrait que l’-synucléine 

est un composant principal des corps de Lewy (Lewy Bodies, LBs), la signature 

pathologique dans les cas sporadiques et héréditaires de MP (Spillantini MG et al., 1997). 

La découverte d’un gène donnait donc la clef pour la compréhension des mécanismes 

pathogéniques associés à la MP. 

 

Depuis, l'étude des rares grandes familles avec un syndrome parkinsonien hérité de façon 

clairement mendélienne (<10%), plusieurs gènes ont été identifiés qui sont associés de 

façon univoque aux formes monogéniques de la MP (SNCA, LRKK2, PARK2, PINK1, 

DJ1, ATP13A2). Des gènes et loci additionnels ont été associés aux formes dominantes: 

VPS 35 ou PARK 16 (Vilarino-Guell C et al., 2011; Zimprich A et al., 2011) ; UCH-L1 

(Leroy E et al., 1998) ; HTRA2 ou PARK 13 (Strauss KM et al., 2005; Ross OA et al., 

2008) ; GIGYF2 candidat au locus PARK 11 (Lautier C et al., 2008) ; toutefois leur 

association univoque aux formes monogéniques est encore débattue (pour revue Corti O 

et al., 2011; Trinh A and Farrer M, 2013; Houlden H and Singleton AB, 2012; Kumar 

KR et al., 2011; Martin I et al., 2011). 

En outre, les études de GWAS ont révélé que des variantes d’autres gènes (GBA, HLA-

DRA, BST1, MAPT, GAK-DGKQ, PARK16)  peuvent être associées à des cas de MPF 

dominante ou récessive. On parle dans ces cas de gènes qui confèrent un risque augmenté 

de MP. D’autre part les mêmes gènes responsables des formes monogéniques peuvent 

également être retrouvés mutés dans  des cas sporadiques, conférant eux aussi un risque 

augmenté de développer la MP (SNCA et LRKK2) (pour revue Corti O et al., 2011; Trinh 

A and Farrer M, 2013; Houlden H and Singleton AB, 2012; Kumar KR et al., 2011; 

Martin I et al., 2011). 
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De plus un syndrome parkinsonien monogénique est aussi visible  dans le contexte des 

syndromes complexes, dominants et récessifs. C’est le cas, par exemple, des syndromes 

associés à des mutations dans les gènes phospholipase A2 ou PLA2G6 ou PARK 14 et 

PANK2, au cours desquels l’on observe l’accumulation neuronale de fer (Neuronal Brain 

Iron Accumulation, NBIA) (Paisan-Ruiz C et al., 2009; Thomas M et al., 2004; Zhou B 

et al., 2001; Morgan NV et al., 2006). Le gène FBXO7, locus PARK15, codant pour la 

protéine 7 de la famille de protéines F-box a été associé avec un syndrome parkinsonien-

pyramidal (PPS) (Di Fonzo A et al., 2009). Les gènes associés aux ataxies 

spinocérébélleuses familiales SCA2 et SCA3 ont été aussi associés à des syndromes 

parkinsoniens héréditaires répondant à la levodopa (Wang JL et al., 2009; Kim JM et al., 

2007). 

Une association existe entre un syndrome parkinsonien et la Maladie de Gaucher de type 

I (OMIM 230800), la plus prévalente des maladies à accumulation de glycolipides, que 

dans le passé l’on distinguait des autres formes de M de Gaucher par l’absence d’atteinte 

neurologique  (Neudorfer O et al., 1996; Tayebi N et al., 2001; Bembi B et al., 2003). Il 

s’agit de cas d’un syndrome parkinsonien atypique avec âge de début de 40 à 60 ans qui 

ne répond pas à la thérapie (Varkonyi J et al., 2003). En effet, les mutations du gène GBA 

peuvent représenter le facteur de risque le plus commun de développement de MP 

(Neumann J et al., 2009) ; dans la seule population française il a été calculé que la 

présence de mutations du gène GBA augmente 5 fois le risque de développer MP (Lesage 

S et al., 2011;  Lesage S and Brice A, 2012). 
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Tableau 2: Liste des loci et des principales caractéristiques cliniques associés aux formes 

héréditaires de MP. Les loci associés aux formes monogéniques sont marqués en caractère gras 

(Trinh A and Farrer M, 2013; Kumar KR et al., 2011; Martin I et al., 2011).  

 

PARK Locus Position Gène Transmission  Phénotype 

PARK1/PARK4 4q21 SNCA AD MPF et démence 

PARK2 6q25.2-q27 PARK2 AR MPF à début précoce 

PARK3 2p13 ? AD MPF à début tardif 

PARK5 4p14 UCH-L1 AD MPF à début tardif 

PARK6 1p35-p36 PINK1 AR MPF à début précoce 

PARK7 1p36 DJ-1 AR MPF à début précoce 

PARK8 12q12 LRRK2 AD MPF à début tardif 

PARK9 1p36 ATP13A2 AR Syndrome Kufor–Rakeb 
(MPF à début précoce) 

PARK10 1p32 ? ? Phénotype pas définis 

PARK11 2q36-q37 GIGYF2 AD MPF à début tardif 

PARK12 Xq ? Liée à l’X Phénotype pas définis 

PARK13 2p13 HTRA2 AD Phénotype pas définis 

PARK14 22q13.1 PLA2G6 AR Parkinsonisme Plus 

PARK15 22q12-q13 FBXO7 AR MPF à début précoce 

PARK16 1q32 Vps35  Susceptibilité MPF à début tardif 

PARK17 4p16 GAK Susceptibilité MPF à début tardif 

PARK18 3q27.1 EIF4G1 AD MPF à début tardif 

FTDP-17 17q21.1 MAPT AD Démence  
+/- parkinsonisme 

SCA2 12q24.1 Ataxin 2 AD Ataxie.  
Rare parkinsonisme 

SCA3 14q21 Ataxin 3 AD Ataxie.  
Rare parkinsonisme 

Locus M. Gaucher  1q21 GBA AD Parkinsonisme tardif 

 6p21.3 HLA-DRA Susceptibilité MPF à début tardif 
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I.2.4.a  Formes monogéniques dominantes 

 -synucléine 

Le gène SNCA (PARK 1 et 4), composé de six exons, code la protéine cytosolique -

synycléine, de 140 acides aminés.  

La structure de la protéine comprend trois domaines : (1) la région N-terminale 

amphipathique (acides aminés 7-87), contenant sept répétitions imparfaites de 11 acides 

aminés, qui se chevauchent partiellement avec (2) le domaine hydrophobe central (acides 

aminés 61 à 95) ; (3) un domaine acide C-terminal, chargé négativement (acides aminés 

96-140).  

Trois différentes mutations faux-sens, toutes dans le domaine N-terminal ont été 

associées à des cas de MPF ; les substitutions A53T, la plus fréquente, A30P et E46K. 

Duplications et triplications du gène ont été également associées à des cas de MPF.  

L’  -synycléine  est la composante principale des corps de Lewy (Lewy’s Bodies, LBs), 

qui se retrouvent disséminés dans les noyaux pigmentés du tronc encéphale, dans 

l’hippocampe et dans la région temporale du néo-cortex (Spillantini MG et al., 1997; 

Spira PJ et al., 2001).  

 

LRKK2 

LRRK2 (PARK8) est un grand gène composé de 51 exons codant la kinase à répétitions 

riches en Leucines 2, LRRK2 (Leucine-Rich Repeat Kinase 2), une protéine 

cytoplasmique de 2527 acides aminés. Les mutations du gène LRRK2 sont responsables 

de la majorité des cas de MP familiales et sont aussi présentes dans les formes 

apparemment sporadiques (Healy DG et al., 2008b; Lesage S et al., 2007). Les formes 

associées aux mutations de ce gène peuvent présenter les caractéristiques pathologiques 

typiques avec LBs et plaques neurofibrillaires, ou présenter une pure dégénérescence de 

la substance noire (Wszolek ZK et al., 2004). 

La protéine LRRK2, de 285 kDa, appartient à la famille de protéines Roco (Ras of 

complex) (Bosgraaf L and Van Haastert PJ, 2003) et contient 12 répétitions riches en 

léucines (LRRs), un domaine GTPase typique du complexe des protéines Ras, un 

domaine C-terminale typique du Roc (COR, ou C-Terminal of Roc), un domaine 
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MAPKKK (pour Mitogen Activated Protein Kinase Kinase Kinase) et un domaine de 

répétitions WD40 (Paisan-Ruiz C et al., 2004; Zimprich A et al., 2004).  

Sept mutations différentes de ce gène sont récurrentes, N1437H ; R1441C ;  R1441G ; 

R1441H ; p.Y1699C, p.G2019S, p.I2020T. La mutation G2019S est la plus prévalente 

(40% des cas de MPF chez les patients de descendance Arabe (Lesage S et al., 2005); 

20% des patients Hébreux Ashkenazi, (Ozelius LJ et al., 2006)  et de 1% à 7% des 

patients MP Européens). La mutation R1441G est fréquente chez les populations Basques 

et la mutation I2020T chez les patients Japonais.  

En ce qui concerne le rôle de LRKK2 et les mécanismes déterminants sa pathogénicité au 

cours de la MP, l’activité de sérine / thréonine-kinase réglée par le GTP est considérée de 

première importance : l’intégrité de cette activité est indispensable afin que la protéine 

mutée acquière une fonction toxique. Les variantes de LRRK2 décrites ont une activité 

kinase (et d’autophosphorylation) augmentée (Martin I et al., 2011; Smith WW et al., 

2006). 

 

I.2.4.b  Formes monogéniques récessives 

PARK2 

Les mutations dans le gène PARK2, composé de 12 exons et codant la protéine Parkine 

de 465 acides aminés, sont associées à la majorité (environ 50%) des cas de MP à début 

précoce et à transmission autosomique récessive ; des mutations dans ce gène ont été 

associées à 77% des cas de MP sporadiques qui apparaissent avant l’âge de 20 ans, 

(Lucking CB et al., 2000)  et en général à 10%-20% des cas à début précoce (Klein C and 

Lohmann-Hedrich K, 2007). 

Des mutations dans les 12 exons ont été observées, y compris des substitutions d’acides 

aminés, des petites délétions, des délétions d’exons et aussi des duplications. La mutation 

la plus fréquente est la délétion de l’exon 3. 

Pathologiquement, la majorité des cas associés à des mutations de PARK2, présentent des 

phénomènes de perte neuronale et gliose, plus souvent en absence de LBs (Mori H et al., 

1998; Dawson TM and Dawson VL, 2010). 

La protéine Parkine est une E3 ubiquitine-protéine ligase, par conséquent la dysfonction 

du système Ubiquitine Proteasome, UPS, est soupçonnée depuis longtemps être 
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impliquée dans la pathogénie de cette forme de MPF (voire section V: Mécanismes 

pathogéniques impliqués au cours de la MP). 

 

PINK1 (PARK6) 

Les mutations dans le gène PINK1, de huit exons, codant pour la protéine (pour PTEN 

INduced Kinase) sont, après celles du gène PARK2, les mutations le plus souvent 

associées aux cas de MPF précoce récessive, avec une fréquence variable de 1% à 9% 

avec des variations considérables entre les différents groupes ethniques (Klein C et al., 

2005). Les mutations observées sont des mutations nonsense ou faux-sens, plus rarement 

des délétions d’exons entiers. Plus souvent il s’agit de mutations nonsense localisées dans 

le domaine protéine kinase qui comportent la perte de la fonction de la protéine. 

Toutefois, la perte de fonction de la protéine n’a pas été observée pour toutes les 

mutations associées aux cas de MPF.   

PINK1 est une protéine ubiquitaire qui consiste en 581 acides aminés ; sa structure 

comprend une séquence N-terminale - 34 acides aminés - qui fonctionne en signal 

d’adressage à la mitochondrie, un domaine conservé de sérine-thréonine kinase (acides 

aminés de 156 à 509), et un domaine autorégulateur C-terminal. 

 

DJ1 (PARK7) 

DJ1 est un gène de sept exons, codant pour une protéine de 189 acides aminés. Des 

mutations dans ce gène sont associées au cas récessifs de MPF, avec une basse fréquence. 

Il s’agit de substitutions de bases unitaires et de délétions exoniques.  

La protéine DJ1 est une petite (20 kDa) protéine ubiquitaire dont est reconnue la fonction 

de chaperon sensible aux niveaux de stress oxydant intracellulaire. 

 

ATP 13A2 (PARK9) 

ATP13A2 est un grand gène constitué de 29 exons codant pour une protéine de 1180 

acides aminés. La protéine ATP13A2 est constituée de 10 domaines transmembranaires 

et un domaine ATPase ; généralement elle se localise aux membranes des lysosomes.  

Environ 10 différentes mutations, affectant directement ou indirectement les domaines 

transmembranaires, ont été associées à des cas récessifs de MPF. La plupart des 
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mutations produisent une protéine tronquée, instable, qui est retenue dans le réticulum 

endoplasmique et ensuite dégradée par le protéasome (Ramirez A et al., 2006). 

Les mutations dans le gène ATP13A2 sont associées au syndrome de Kofur-Rakeb 

(Kofur-Rakeb Syndrome, KRS). Comme l’on a vu dans le paragraphe dédié à la 

description clinique de la maladie ; il s’agit d’un syndrome parkinsonien progressif, avec 

des signes pyramidaux et des troubles cognitifs. 
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II.1   Les ganglions de la base, GBs ; anatomie et organisation 

fonctionnelle des circuits cortico-GB-thalamo-corticaux. 

Au cours des maladies de Huntington, MH, et de Parkinson, MP, la dégénérescence 

atteint deux des structures constituant le système extrapyramidal des Ganglions de la 

Base, GBs, respectivement le striatum et la substance noire pars compacta, provoquant la 

dysfonction des boucles fonctionnelles dans lesquelles elles sont engagées. 

Cette section est consacrée à la description anatomique et fonctionnelle de ce système. 

 

Les ganglions de la base, GBs, sont un groupe de noyaux gris dits centraux, situés en 

profondeur dans le cerveau ; ils sont fortement interconnectés et organisés en plusieurs 

boucles cortico - sous-corticales.  

Le système des GBs comprend : 1- le striatum, constitué par le noyau caudé et putamen, 

2- le globus pallidum, GP, divisé en une partie externe, GPe, et une partie interne,  Gpi, 

3- le noyau sub-thalamique, STN, 4- la substance noire mésencéphalique divisée en pars 

reticulata, SNr, et pars compacta, SNc (Carpenter M, 1981). 

 

Figure 3 (basée sur les travaux de Andrew Gillies) : dans le panneau central la représentation d’un 

cerveau humain ; les structures correspondants aux noyaux gris profonds sont indiquées en 

transparence. Les panneaux latéraux représentent deux sections coronales du cerveau, 

correspondant aux plans de section indiqués. La section de droite représente une section plus 

proche du tronc cérébral. Les structures composant les système des ganglions de la base sont 

marquées en couleurs différentes.  
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Le système des ganglions de la base représente un des systèmes dédiés au contrôle de 

l’exécution des mouvements volontaires ; plusieurs évidences indiquent qu’ils ont aussi 

un rôle dans la planification, l’apprentissage et les émotions (pour revue Obeso JA et al., 

2008).   

 

II.1.1 Anatomie descriptive des GBs 

Le striatum 

Le putamen et le noyau caudé partagent des caractéristiques anatomiques et cytologiques 

et sont incomplètement séparés par la capsule interne. La tête du noyau caudé et le 

putamen sont liés par des ponts de matière grise (pontes grisei caudatolenticularis). 

Les deux noyaux constituent un composé homogène (Georgopoulos MDaA, 1981). Ils 

forment le striatum, qui représente la première étape d’intégration des circuits des GBs. 

Le nom de striatum provient de l’aspect strié de la capsule interne lorsqu’elle traverse ces 

noyaux. 

Les neurones de projection du striatum, principalement GABAergiques (Smith Y et al.,  

1987), sont caractérisés par un corps cellulaire de taille moyenne (10 à 20 m de 

diamètre) dont émergent 3 à 5 branches dendritiques primaires recouvertes d’épines 

(DiFiglia M et al., 1976). Ils sont pour cela appelés neurones épineux, MSNs (pour 

Medium Spiny Neurons). Différentes sous-populations de neurones épineux sont 

distinguables par leurs caractéristiques neurochimiques (Bolam JP et al., 1983). Les 

interneurones non épineux sont une deuxième population neuronale striatale, divisée  à 

son tour dans les sous-populations des neurones géants et neurones moyens, 

respectivement cholinergiques et GABAergiques. 

 

Chez le chat et le primate le marquage histochimique pour l’acétylcholinestérase a révélé 

l’architecture du striatum, caractérisée par une compartimentation en striosomes et 

matrice (Graybiel AM and Ragsdale CW, 1978) ; ainsi chez les rongeurs a démontré la 

distribution hétérogène des récepteurs opioïdes  (Herkenham M and Pert CB, 1981). 

Cette organisation reflète la distribution des différentes populations neuronales : les 

neurones épineux ont leurs corps cellulaires et leurs champs dendritiques dans les 
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striosomes ou dans la matrice. Les corps cellulaires des interneurones cholinergiques sont 

majoritairement localisés aux frontières des striosomes et de la matrice.   

 

Le globus pallidus 

Le globus pallidus, GP est une structure triangulaire située entre le putamen et le bras 

postérieur de la capsule interne. Il doit son nom de « corps pâle » aux nombreuses fibres 

myélinisées qui le traversent lui donnant un aspect plus clair par rapport aux autres 

noyaux. Il forme le noyau «lenticulaire ou lentiforme » en ensemble avec le putamen, qui 

doit son nom à la forme de lentille qui assume sur des coupes du cerveau. 

Le GP est divisé en trois domaines fonctionnels : le globus pallidus interne, GPi, externe, 

GPe, et le pallidum ventral, PV, partie antérieure du GP située sous la commissure 

antérieure. Il est composé principalement de neurones GABAergiques (Carpenter M, 

1981). 

 

Le noyau subthalamique 

Le lien fonctionnel existe entre le noyau subthalamique, NST - située entre la partie 

ventrale de la zona incerta et la partie dorsale des pédoncules cérébraux - et les GBs.  

Le NST est aussi appelé corps de Luys du nom du chercheur qui l’a identifié en 1865. 

Les neurones du NST sont les seuls excitateurs glutamatergiques du système des GBs. 

 

La substance noire 

La substance noire, SN, représente le plus grand noyau mésencéphalique et est située 

dans le tegmentum ventral du mésencéphale. Les deux parties composant la SN sont 

distinguables par leur densité cellulaire : la pars reticulata, SNr, a une faible densité, au 

contraire de la pars compacta, SNc, qui présente une haute densité cellulaire. 

Le nom de substance noire ou locus niger dérive de la pigmentation noire présentée, chez 

les primates, par les grands neurones dopaminergiques de la SNc. Les neurones 

dopaminergiques de la SN se projettent principalement sur le striatum. La SNr est 

constituée par des neurones GABAergiques qui se projettent surtout sur le thalamus, mais 

aussi sur des noyaux du tronc cérébral (colliculus supérieur, noyau pédonculopontique). 

 



 43 

Le noyau accumbens 

Le noyau accumbens reçoit des afférences en provenance de diverses structures 

limbiques (Alexander GE and Crutcher MD, 1990; Alexander GE et al., 1990) ; ce noyau 

participe également à la boucle striato-pallido-thalamo-corticale. De fait il peut être 

considéré comme une interface entre le système limbique et le système moteur 

(Mogenson GJ et al., 1980). 

 

II.1.2 Organisation fonctionnelle de la boucle cortico-striato-pallido-thalamo-

corticale (Fig. 4). 

Les aires corticales motrices et somatosensitives primaires envoient des projections 

excitatrices glutamatergiques, organisées topographiquement, au striatum, principalement 

ipsilatéral. 

Les neurones épineux moyens GABAérgiques (inhibiteurs) striataux envoient leurs 

projections efférentes aux GPi et GPe. Ces projections constituent deux voies qui se 

distinguent fonctionnellement : une voie directe et une voie indirecte. Les neurones de la 

voie directe, qui expriment les récepteurs D1 pour la dopamine, et coexpriment la 

substance P et la dynorphine, établissent des connections monosynaptiques avec les 

neurones du GPi/SNr. Il a été proposé que chaque région striatale innerve à la fois le GPi 

et la SNr (Alexander GE and Crutcher MD, 1990; Alexander GE et al., 1990; Kawaguchi 

Y et al., 1990). Les neurones de la voie indirecte, qui expriment les récepteurs D2 pour la 

dopamine, et coexpriment l’enképhaline, établissent des connections avec les neurones du 

GPe et indirectement, voie le STN, du GPi/SNr. 

La dopamine, le neurotransmetteur des neurones de la SNc, module les afférences 

glutamatergiques qui arrivent au striatum du cortex cérébral : spécifiquement, elle excite 

les neurones qui expriment les récepteurs D1 de la voie directe et inhibe les neurones qui 

expriment les récepteurs D2 de la voie indirecte (Gerfen CR et al., 1990; Le Moine C and 

Bloch B, 1996; Le Moine C and Bloch B, 1995). 

Le GPi représente la station de sortie des ganglions de la base. Il envoie des projections 

efférentes GABAergiques au thalamus. Les neurones des différents noyaux thalamiques 

se projettent (projections glutamatergiques excitatrices) en retour vers le cortex frontal, 

refermant ainsi la boucle. 
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Donc, l’activation de la voie directe, enlevant l’action inhibitrice du GPi sur le thalamus, 

a un effet positif sur l’activité des aires motrices du cortex. Au contraire l’activation de la 

voie indirecte, détermine l’activation du segment STN-GPi et, par conséquent, 

l’inhibition de l’activité facilitatrice que le thalamus exerce sur les aires motrices du 

cortex. 

Cette organisation correspond au modèle proposé par Albin en 1989 qui propose que 

l'apparition des troubles hyper- ou hypokinétiques est le résultat du déséquilibre entre les 

activités des voies directe et indirecte (Albin RL et al., 1989; DeLong MR, 1990).  

Par exemple, au cours de la pathogénie de la maladie de Parkinson, la dégénérescence des 

neurones dopaminergiques de la voie nigro-striée provoquerait l’hyperactivation des 

projections efférentes striatales vers le GPe et donc de la voie indirecte, normalement 

inhibée par la dopamine ; en même temps se produirait l’inhibition des projections vers 

GPi/SNr et de la voie directe,  normalement activé par la dopamine (Albin RL et al., 

1989). 

 

Cependant le modèle classique a été mis en cause par plusieurs évidences. 

1- De projections excitatrices directes entre le cortex et le NST existent (Bevan MD and 

Bolam JP, 1995; Maurice N et al., 1998; Nambu A et al., 1996). Le NST représenterait 

une structure d’entrée excitatrice des GBs, en plus de la structure d’entrée inhibitrice 

striatale. 

2- Certains neurones des GB possèdent de larges connectivités collatérales (Parent A et 

al., 2000). Des projections directes pourraient aussi exister partant du GPe vers le 

thalamus. Le GPe serait donc une structure de sortie additionnelle (Parent A and Hazrati 

N, 1995a; Parent A and Hazrati N, 1995b).  

3- Les récepteurs D1 et D2 se retrouvent localisés ensemble dans certains neurones 

striataux (Aizman O et al., 2000). Wu et ses collaborateurs ont suggéré que les neurones 

épineux moyens exprimant les récepteurs D1, classiquement associés à la voie directe, 

pourraient se projeter aussi sur le GPe (Wu Y et al., 2000). 

4- En réponse aux stimulations excitatrices en provenance du cortex, une sous-population 

des neurones du NST se projette vers le GPi et le GPe, en dépit de l’inhibition de ce 

dernier provoqué par l’activation de la voie indirecte (Rubchinsky LL et al., 2003). De 
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plus, Rubchinsky propose la division des neurones pallidaux en sous-populations dont la 

stimulation symétrique de la part des sous-populations de GPe et GPi contribuerait à la 

fluidité de l’exécution du mouvement.  

Tenant compte des modifications apportées au modèle classique, le GPe pourrait ainsi 

représenter une structure intégrative et non une simple structure relais de la voie 

indirecte.  

 
 

Figure 4 : schéma représentatif de la boucle cortico-striato-pallido-thalamo-corticale. 

Afin de faciliter la visualisation des voies directe et indirecte elles sont représentées 

respectivement à gauche et à droite d'une section coronale cérébrale virtuelle.  

CTX= Cortex; Str- Striatum; C=Noyau Caude; P=Putamen; GPe= Globus Pallidus Externe; GPi= 

Globus Pallidus Interne; Th = Thalamus; STN = NST Noyau Subtalamique; SNr= Substance Noire 

pars reticulata; SNc = Substance Noire pars compacta. Pour facilité, le noyau caudée et putamen, 

constituant le striatum sont représentés comme adjacentes. L'activation corticale via la voie directe 

(cortico-striato-GPi-thalamo-corticale) facilite le mouvement en protégeant le thalamus moteur de 

l'inhibition du GPi, ce qui permet l'excitation des aires motrices corticales. L'activation de la voie 

indirecte (cortco-striato-GPe-STN-GPi-thalamo-corticale) a les effets opposés. 
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II.1.3 Systèmes dopaminergiques et autres connexions importants                        

Systèmes dopaminergiques 

Les neurones dopaminergiques du mésencéphale comprennent : i) les neurones de la 

substance noire (SN), une des stations des ganglions de la base, qui se projettent sur le 

striatum, constituant la voie nigro-striée ; ii) les neurones dopaminergiques de l’aire 

tegmentale ventrale (ATV), à côté de la SN, qui constituent les fibres dopaminergiques 

ascendantes mésolimbiques et mésocorticales (connus pour jouer un rôle dans la 

mémoire, l’attention et la régulation des comportements additifs ou émotifs) ; iii) les 

neurones de l’aire rétrorubrale (ARR) qui se projettent vers le striatum dorsal et la 

formation réticulée ; cette population de neurones est impliquée dans les mouvements 

orofaciaux. Les neurones dopaminergiques de la voie nigro-striée représentent un des 

systèmes sous-corticaux pour le contrôle du mouvement. A leur tour ils reçoivent des 

projections GABAergiques inhibitrices du striatum et glutamatergiques excitatrices du 

NST (Björklund A and Lindvall O, 1984). 

 

Projections thalamo-striatales 

Les projections thalamiques excitatrices vers le striatum ont leur origine majoritairement 

dans les noyaux intralaminaires du thalamus (Cowan WM and Powell TM, 1956; Powell 

TP and Cowan WM, 1954). 

 

Autres projections au striatum 

Le striatum reçoit projections provenant majoritairement de la substance noire et du 

thalamus ; minoritairement afférences striatales proviennent de i) l’amygdale, une 

structure du système limbique qui envoie des projections excitatrices (Noda K, 1968); ii) 

le noyau dorsal du raphé, d’où naissent des projections inhibitrices sérotoninergiques 

vers le pallidus, la SN et le striatum (Szabo J, 1970; Halliday G et al., 1995)  
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II.2     Altérations neuropathologiques au cours des maladies MH et MP 

II.2.1  Neuropathologie au cours de la MH  

En général les cerveaux des patients atteints de MH présentent une perte de 30% du 

poids, en comparaison avec les cerveaux de sujets contrôle. Cette perte est la 

conséquence de l’atrophie progressive du striatum, observée chez 95% des patients. 

L’atrophie du noyau caudé est associée à la perte neuronale et à l’atrophie progressive 

des autres régions cérébrales, ainsi l’atrophie des lobes frontaux est observée chez 80% 

des patients. L’atteinte des différentes régions reflète la progression temporale de la 

pathologie, concernant davantage la queue du noyau caudé que la tête (revu dans Bonilla 

E, 2000). 

Le niveau d’atrophie du striatum analysé post-mortem est corrélé avec le niveau de 

gravité de la maladie (Vonsattel JP et al., 1985; Myers RH et al., 1988). Une échelle 

d’évaluation a été définie par Vonsatell et ses collaborateurs (Vonsattel JP et al., 1985) : 

5 cadres neuropathologiques sont définis comme grades progressifs de 0 à 4, 

correspondant aux respectifs stades évolutifs de la MH. Le grade 0 est défini par 

l'apparition des premiers symptômes en absence d'anomalies neuropathologiques. Dans le 

grade 1, le noyau caudé a perdu la moitié des neurones et présente les caractéristiques de 

l’astrogliose. Dans le grade 2, le noyau caudé est atrophié. Le grade 3 correspond à la 

perte de la moitié de l’épaisseur de la capsule interne et à la perte neuronale massive dans 

le putamen. L’atrophie et la forte astrogliose du putamen sont caractéristiques du grade 4.  
La neurodégénérescence au cours de la MH est très sélective et surtout dans les stades 

pre-symptomatiques et précoces de la maladie elle affecte préférentiellement les neurones 

MSNs GABAergiques et enképhalinergiques striataux se projettant à la SN et au GPe 

(Graveland GA et al., 1985; Hedreen JC and Folstein SE, 1995; Deng YP et al., 2004; 

Ferrante RJ et al., 1985; Brouillet E et al., 1999; Vonsattel JP and DiFiglia M, 1998; 

Richfield EK et al., 1995). La perte des projections sur le globus pallidus externe de la 

voie indirecte comporte la perte des afférences inhibitrices au thalamus et contribue à 

l'augmentation des mouvements involontaires (Richfield EK et al., 1995; Albin RL et al., 

1989).  
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Dans les phases initiales les MSNs présentent une augmentation du nombre de 

connexions de leurs épines dendritiques, ainsi que des segments recourbés anormaux au 

niveau distal. A cela fait suite une phase dégénérative où les neurones perdent leurs 

épines au niveau proximal et le nombre de segments recourbés est accru. Ce 

comportement biphasique des altérations neuronales a été aussi observé au cours de la 

Maladie d’Alzheimer et est probablement corrélé avec les troubles cognitifs (Graveland 

GA et al., 1985; Ferrante RJ et al., 1991). 

Cette dégénérescence se traduit par la perte de marqueurs striataux (DARPP-32, CALB 

28K) (Ferrante RJ et al., 1991).  

Les neurones non épineux de taille moyenne (calrétinine), les larges cholinergiques et 

ceux contenant la synthétase de l'oxyde nitrique, les interneurones NADPH diaphorase et 

somatostatine-positifs ainsi que les populations afférentes provenant d'autres régions du 

cerveau sont relativement épargnés  (Ferrante RJ et al., 1985; Ferrante RJ et al., 1987; 

Cicchetti F et al., 1996).  

 

La dégénérescence porte à l’atrophie des régions atteintes ; dans les derniers stades de la 

MH  au niveau striatal l'atrophie atteint 60%. Un large éventail de régions du cerveau  

présente niveaux limites d'atrophie (20-30%) ; ces régions sont le GP, le thalamus, le 

STN, la SN, l'amygdale, l'hippocampe, la protubérance et le bulbe rachidien, la moelle 

épinière, l'olive supérieure, le cloître ; l’extension de la pathologie au cervelet a été mise 

en discussion (de la Monte SM et al., 1988; Vonsattel JP et al., 1985; revu dans Vonsattel 

JP and DiFiglia M,1998).  

La perte neuronale atteint 95% des neurones dans le striatum des patients MH dans les 

stades avancés, la densité neuronale est donc fort réduite à ce niveau. En revanche, dans 

les autres régions du cerveau les niveaux d’atrophie correspondent à la perte neuronale 

(revu dans Vonsattel JP and DiFiglia M, 1998) et ne déterminent pas de changements de 

la densité neuronale. Une exception est représenté par le globus pallidus, où la 

dégénérescence est sélective pour les fibres de passage, et on assiste à l’augmentation de 

la densité neuronale (Vonsattel JP et al., 1985).   

La dégénérescence atteint tardivement le cortex cérébral, la substance blanche sous 

corticale et le thalamus (Petersen A et al., 1999). Au niveau cortical la perte implique les 



 49 

populations des neurones pyramidaux des couches III, V et VI, y compris ceux projetant 

directement au striatum (Cudkowicz M and Kowall NW, 1990; Hedreen JC et al., 1991; 

Heinsen H et al., 1994; Sotrel A et al., 1991).  

 

 

Figure 5 : aspect macroscopique d’un cerveau d’un patient atteint de maladie de Huntington (à 

gauche) en stade avance, ou est visible l’atrophie corticale et sous-corticale marquée, en 

comparaison avec un cerveau contrôle. 

 

 

La formation des inclusions contenant la HTT mutée est une caractéristique distinctive de 

la MH et précède l'apparition des symptômes. Les inclusions se localisent au niveau des 

noyaux, du cytoplasme ainsi que des prolongements des neurones. Des 

approfondissements sur les mécanismes impliqués dans leur formation ainsi que sur le 

rôle qu’ils jouent  dans la pathogénie de la MH sont inclus dans la section IV : 

mécanismes pathogéniques au cour de la MH. 
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Etudes in vivo : neuroimagerie fonctionnelle 

Le développement de la tomographie par émission de positrons (PET) a permis 

d'effectuer des mesures in vivo de certains aspects de la fonction cérébrale régionale. Le 

métabolisme cérébral régional du glucose peut être facilement quantifié avec le [18F] 

fluoro-2-désoxyglucose (FDG) ; la fonction dopaminergique pré-synaptique peut être 

étudiée par l’utilisation de l’analogue radiomarquée de la dopamine le 6 [18F] fluoro-L-

dopa, la fonction dopaminergique post-synaptique, par les ligands des récepteurs la 

dopamine, par exemple l’[11C] 8-Chloro-2,3,4,5- tetrahydro-3-[11C]methyl-5-phenyl-

1H-3-benzazepin-7-ol ou [11C] SCH 23390 (récepteurs D1) et la [11C] raclopride 

(RACLO) (récepteurs D2).  

Il a été démontré par des études de ce type qu'au niveau striatal l’hypométabolisme du 

glucose précède le développement de l'atrophie et la manifestation clinique de la MH. La 

diminution du métabolisme du glucose au niveau du noyau caudé peut aussi se retrouver 

dans certaines sujets à risque pour la MH (porteurs d’un allèle avec une expansion de 

taille intermédiaire) (Kuhl DE et al., 1982; Hayden MR et al., 1986; Antonini A et al., 

1996; Martin WR ad Hayden MR, 1987; Feigin A et al., 2001).   

En ce qui concerne le métabolisme de la dopamine, tous les patients atteints de MH et 

une proportion de porteurs asymptomatiques de la mutation montrent une fonctionnalité 

des récepteurs striataux D1 et D2 significativement réduite (Andrews TC et al., 1999; 

Antonini A et al., 1996; Leenders KL et al., 1986; Hagglund J et al., 1987; Brandt J et 

al., 1990; Sedvall G et al., 1994; Turjanski N et al., 1995; Weeks RA et al., 1996; 

Ginovart N et al., 1997). 
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II.2.2   Altérations neuropathologiques au cours de la MP  

Le processus de neurodégénérescence observé au cours de la MP prévaut dans les 

neurones dopaminérgiques de la SNc avec une conséquente grave diminution des taux de 

dopamine dans le striatum. A l'intérieur de la SNc la perte neuronale n'est pas homogène, 

affectant majoritairement le secteur ventral latéral suivi par le secteur ventral médial et le 

secteur dorsal (Dauer W and Przedborski S, 2003; Fearnley JM and Lees AJ, 1991). 

Selon la distribution des projections striatales provenant de ces zones, la perte de la 

neuro-transmission dopaminergique affecte le plus souvent le secteur dorso-latéral et les 

secteurs intermédiaires du putamen (Kish SJ et al., 1988; Agid Y et al., 1993; Dauer W 

and Przedborski S, 2003) produisant l'akinésie et la rigidité. La perte de ces neurones 

riches en neuromélanine  produit l'aspect typiquement dépigmenté de la SNc observé 

dans les échantillons post mortem des patients MP. 

Faits intéressants: 1) la perte des neurones dopaminergiques est corrélée à la diminution 

de l'ARN messager et de l'expression du transporteur de la dopamine (Dopamine 

Transporter, DAT) (Uhl GR et al., 1994) ; 2) les neurones dopaminergiques autres que 

ceux de la voie nigro-striée, comme les neurones de la voie meso-limbique-meso-

corticale provenant de l’aire tegmentale ventrale, présentent des niveaux de 

dégénérescence notamment inférieurs (Uhl GR et al., 1985).  

 

La distribution de la dégénérescence intéresse de façon variable d'autres régions ; les 

manifestations cliniques alors varient de manière concordante.  

Les troubles cognitifs plus marqués se manifestent lorsque i) la partie médiale de la SNc, 

et les projections au noyau caudé, ii) les structures corticales (surtout le cortex 

enthorinale) ou iii) sous-corticales (noyau de Meynert; locus cæruleus) sont atteintes. 

Les troubles du comportement, y compris la dépression, se manifestent à cause de la 

compromission de la neurotransmission noradrénergique (locus cæruleus) et 

serotoninergique (noyau du raphé).  

L'anosmie se présente lorsque le bulbe olfactif est atteint ; les dysfonctions du système 

autonome ont lieu lorsque les colonnes intermédio-latérales de la moelle épinière, les 

ganglions sympathétiques et para-sympathétiques ou le noyau amygdalien central sont 

atteints (Gibb WR and Lees AJ, 1991; revu dans Wolters E, 2008; Braak H et al., 1994; 
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Tandberg E et al., 1996; Agid et al., 1990; Hirsch EC et al., 1987; Jellinger K, 1988; 

Mann DM et al., 1983). 

Etudes in vivo : neuroimagerie fonctionnelle 

Les études de PET chez les patients atteints de la MP, ont aussi révélé que la diminution 

de l'absorption 18F-fluorodopa au niveau du système des GBs est proportionnelle au 

degré de bradykinésie (Lozza C et al., 2002). La dysfonction des neurones 

dopaminergiques se reflète sur l'activité du cortex moteur : il a été démontré chez les rats 

que l'administration de halopéridol, un médicament anti-dopaminergique, provoque 

l'apparition d'une bradykinésie suivie de la diminution de l’excitation des neurones 

corticaux (Parr-Brownlie LC and Hyland BI, 2005). 

 

Les stigmates histopathologiques de la MP : les corps et les neurites de Lewy  

Les corps de Lewy (Lewy Bodies, LBs) sont des inclusions hyalines éosinophiles 

systématiquement observées dans les populations neuronales atteintes au cours de la MP ; 

principalement dans les neurones survivants de la SNc (Tretiakoff C, 1919) mais aussi 

dans d'autres structures comme le locus cæruleus et le cortex  (Agid Y et al., 1993; Forno 

LS, 1987). Ils mesurent habituellement plus de 15 m de 

diamètre et ont souvent un aspect targétoïd : un centre sphérique dense et granulaire est 

entouré d'un halo périphérique clair et hyalin (Fig. 5).  

Les LBs contiennent une variété de constituants, qui peuvent être divisés en quatre 

catégories : i) des éléments structurels, y compris la composante majeure -synucléine 

(Spillantini MG et al., 1997), ii) des protéines qui représentent une réponse cellulaire à la 

formation des corps  de  Lewy, iii) des enzymes (phosphatases et  kinases), iv) d'autres 

protéines cytosoliques probablement piégées dans les LBs au cours de leur formation. 

L'ubiquitine, les neurofilaments la protéine UCH-L1, des sous-unités du protéasome, 

l'inhibiteur phosphorylé de NF-kB (IkB) ; et encore la Parkine et ses substrats, comme 

p38; PAEL R et la synphiline ont été retrouvés par marquage spécifique dans les LBs  

(pour une revue Rankin CA et al., 2011). La présence de sphingomyeline outre que de 

protéines a aussi été demontrée (den Jager WA, 1969). La présence dans les LBs des 

sous-unités des neurofilaments indique que la structure des axones est critiquement 
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altérée, ce qui est soupçonné conduire éventuellement à des phénomènes de 'dying-back' 

(Trojanowski JQ and Lee VM, 1994).  

 

Figure 6. (d’après Beal 2001). Les corps de Lewy (LBs), les 

stigmates histopathologiques de la MP : les LBs sont des 

inclusions cytoplasmiques qui peuvent être himmunomarquées 

par l’éosine-hématoxyline (a) ou par des anticorps contre l’-

synucléine (b). En microscopie électronique les LBs apparaissent 

avec un centre dense, contenant des protéines ubiquitylées, 

entouré d’un halo plus clair, constitué en partie de filaments d’ 

-synucléine et de neurofilaments (c). 

 

 

 

 

 

On parle de néurites de Lewy, LNs, lorsque la dégénérescence rend les néurites positifs 

au marquage pour l'ubiquitine et l’-synucléine. Ils peuvent être observés dans toutes les 

régions atteintes du tronc cérébrale (Gai WP et al., 1995). 

Comme pour la MH la discussion des mécanismes impliqués dans la formation des 

inclusions ainsi que le rôle qu’ils jouent  dans la pathogénie de la MP sont traités dans la 

section V : Mécanismes pathogéniques au cours de la MP. 

La présence des LBs est considérée un critère indispensable pour le diagnostic de la MP, 

mai non specifique : les LBs peuvent être repérés aussi dans un petit nombre d'autres 

maladies neurodégénératives comme la Maladie d'Alzheimer, la maladie à corps de 

Lewy, les syndromes parkinsoniens post-encéphalitiques  et au cours du vieillissement 

normal (Jellinger K, 1987) ; leur présence pourrait aussi indiquer un stade pré-

symptomatique de la MP (Fearnley JM and Lees AJ, 1991; Forno LS, 1987), des 

mécanismes compensatoires pouvant masquer les signes cliniques à ce stade (Anglade P 

et al., 1995).  Leur présence peut également représenter une réaction à la séquestration 

neuronale des protéines toxiques. Dans ce cas leur formation pourrait être considérée 

comme un mécanisme de neuroprotection (McNaught KS et al., 2001)  
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III.1   Définition des maladies neurodégénératives 
 

La MH et la MP sont des maladies neurodégénératives, maladies dont l’étiologie est pour 

la plus grand part inconnue.  

Ces maladies ont des manifestations cliniques diversifiées comprenant, entre autres, les 

maladies des neurones moteurs telles que la Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA), les 

troubles cérébelleux, la Maladie de Huntington (MH), la Maladie de Parkinson (MP), la 

Maladie d’Alzheimer (MA). Des aspects du processus de neurodégénérescence ont été 

décrits pour la schizophrénie (Archer T, 2010; Pasternak O, et al., 2012). Ces maladies 

sont des maladies orphelines, c’est-à-dire des pathologies ne bénéficiant pas de traitement 

efficace. 

La dégénérescence atteint une population neuronale de façon  relativement sélective : 

dans les cas de la MH elle concerne les neurones épineux de taille moyenne du striatum, 

dans la MP les neurones dopaminergiques la substance noire du mésencéphale. Elle est 

aussi progressive et conduit inévitablement à la mort neuronale. Il est aujourd’hui 

reconnu qu’au cours de la progression de ces pathologies les autres populations de 

neurones peuvent être secondairement atteintes, et que la diffusion du processus 

neurodégénératif peut suivre les circuits de communication intracérébrale. Récemment 

différentes études ont observé des similarités entre le mode de progression du processus 

neurodégénératif dans ces maladies avec celui observé dans les maladies à prions (revu 

dans Luk KC et al., 2009;  Mallucci G, 2013). 

Les études épidémiologiques et expérimentales ont fourni les preuves que plusieurs 

facteurs de risque tels que l'âge avancée, les anomalies génétiques et un nombre de 

mécanismes pathogéniques, tels que des anomalies du cytosquelette, l'auto-immunité, les 

carences en minéraux, certaines troubles métaboliques, l'hypertension et d'autres troubles 

vasculaires contribuent à la dégénérescence des neurones. Mais les mécanismes les plus 

universellement reconnus comme ayant un lien étroit avec la neurodégénérescence sont : 

1) le stress oxydant, 2) la persistance de quantités élevées des neurotransmetteurs 

excitateurs au niveau de la synapse, l’excitotoxicité, et 3) la neuroinflammation.  

Cette section comprend des approfondissements sur ces mécanismes. 
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III.2    Le stress oxydant 

Le terme stress oxydant indique une perturbation de l’état oxydant intracellulaire, induite 

soit par une production excessive des espèces réactives de l’oxygène (EROs) et les 

espèces réactives de l’azote (ERA), soit par une diminution de la capacité des défenses 

antioxydantes de l’organisme. Dans la définition de stress oxydant est donc comprise 

celle de stress nitrosatif.   

Pouvant être à la fois la cause ou une des causes et la conséquence de la dégénérescence, 

le rôle de premier plan du stress oxydant au cours de la pathogénie des maladies 

neurodégénératives a été reconnu depuis longtemps. 

 

III.2.1  Production des EROs et de ERAs 

Les EROs dérivent de la réduction partielle et incomplète de l’oxygène moléculaire. La 

molécule d’oxygène peut accepter jusqu'à quatre électrons. L’anion superoxyde (O2
•-), le 

péroxyde d’hydrogène (H2O2) - plus stable et capable de diffuser librement dans la 

cellule-, le radical hydroxyle (HO•-) et l’eau (H2O) correspondent aux formes réduites de 

l’oxygène respectivement par 1, 2, 3 ou 4 électrons.  

L' O2
•- peut être généré par des enzymes tels que les NADPH oxydases (Babior BM, 

1999; Vignais PV, 2002), les oxygénases dépendantes du cytochrome P450 dans les 

réticulum endoplasmique (Morel Y et al., 1999; Coon MJ, 2002) et la xanthine oxydase 

(Yokoyama Y et al., 1990). 

La production non enzymatique de O2
•- a lieu lorsque les électrons, provenant par 

exemple des coenzymes réduits ou de groupes prosthétiques (flavines ou groupes fer-

soufre), peuvent réagir directement avec l’oxygène. 

L'oxyde nitrique (NO), source des ERAs, est produit dans les cellules par l'action d'un 

groupe d'enzymes appelés synthétases de l'oxyde nitrique (Notric Oxyde Synthases, 

NOS), qui existent en plusieurs isoformes : neuronale, nNOS, inducible iNOS, 

endothéliale eNOS  et mitochondriale, mtNOS, localisée à la membrane mitochondriale 

interne, constitutivement exprimée (Ghafourifar P and Richter C, 1997).  

Le NO réagit spontanément avec l’O2
•- pour former le péroxynitrite, ONOO- (Fig. 6). 

L’ONOO- se combine avec les macromolécules (Drew B and Leeuwenburgh C, 2002) 



 57 

altérant leur fonction. En outre, même étant peu réactif, il forme toutefois d’autres 

intermédiaires réactifs comme le nitrite, NO2- , et le nitrate, NO3-.  

Le NO est très important dans la régulation de la fonction mitochondriale, 

particulièrement de l’activité de la chaîne respiratoire mitochondriale, par inhibition de la 

cytochrome c oxydase (COX ou Complexe IV) et de la biogenèse mitochondriale. 

(Giulivi C, 1998 and 2007; Nisoli E and Carruba MO 2006). 

Figure 7: réactions de formation des EROs (1-4) et 

des ERAs (5).  

1- Cette réaction  peut se dérouler au niveau de la 

mitochondrie pour la présence des enzymes 

Superoxide Dysmutases, SODs.  2- La réaction de 

Fenton (1894) a lieu en présence de fer libre. Les 

radicaux hydroxyles (OH•) sont très réactifs (durée 

de vie : 10-11 s). 3- La réduction du Fe3+ par divers 

réducteurs dont l’anion O2
•- est nécessaire pour 

poursuivre la réaction 2-.  

4- réaction d’Haber-Weiss : ceci représente le bilan 

des réactions 2- et 3-. 5- Réaction spontanée à l’origine de la formation du péroxynitrite 

 

Les métaux de transition (fer, cuivre, cobalt, aluminium, manganèse) catalysent 

efficacement la réaction d’Haber-Weiss. Cependant, dans l’organisme, le fer se trouve 

généralement complexé sous forme Fe3+ à des éléments protéiques tels que la ferritine ou 

la lactoferrine ; dans ces conditions physiologiques le fer complexé ne provoque pas la 

formation de OH•  et n’effectue pas de péroxydation.  

La réaction d’Haber-Weiss peut aussi se produire dans les neurones dopaminergiques car 

la dégradation enzymatique de la dopamine produit de l’H2O2. 
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III.2.2  Les systèmes antioxydants 

Dans la cellule plusieurs enzymes neutralisent les radicaux libres : les Superoxide 

Dysmutases (SODs, cytosolique et mitochondriale), la Catalase (Cat, peroxysomale) et 

les Glutathione Peroxydases (Gpx, intracellulaire, cytosolique et extracellulaire) (Fig. 8). 

  

Figure 8 : réactions catalysées par les enzymes 

antioxydants. Outre la réaction 1- de la figure 

précédente, catalysée par la SOD, les réactions 

indiquées ont lieu dans la cellule afin de neutraliser 

les EROs. Les enzymes Catalase (Cat) et 

Glutathione Peroxydase (Gpx) travaillent en 

partenariat avec la SOD. La Gpx utilise le 

Glutathion (g-glutamine-cystéinyl-glicine), un tripeptide, qui dans sa forme réduite GSH est un 

anti-oxydant endogène pour réduire l’H2O2 (réaction 2) ou les molécules oxydées (ROOH et 

ROH) (réaction 3).  A son tour le GS-SG produit par l’action de la Gpx, doit être réduit à GSH 

par la Glutathion réductase (Gred), qui utilise le NADPH comme cofacteur. 

 

III.2.3  Dégâts cellulaires produits par le stress oxydant 

La production excessive de radicaux libres provoque des lésions directes de molécules 

biologiques (oxydation de l’ADN, des protéines, des lipides et des glucides) et des 

lésions secondaires au caractère cytotoxique et mutagène des métabolites libérés.  

Oxydation des lipides 

L’oxydation des acides gras polyinsaturés (AGPI) des membranes génère des péroxydes 

lipidiques, très réactifs (Hulbert AJ, 2005) qui modifient la fluidité, la perméabilité et 

l'excitabilité des membranes (Hong JH et al., 2004). La péroxydation de lipides fournit 

également des intermédiaires qui peuvent réagir avec les protéines et l'ADN (Marnett LJ, 

1999).  

Les produits formés lors de la péroxydation lipidique, l'isoprostane, le malondialdéhyde 

(MDA), les acides thiobarbituriques (TBARS), le 4-hydroxynonenal (4-HNE) et 

l’accumulation de lipofuscine sont étudiés comme marqueurs de la péroxydation 

lipidique.  
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Oxydation des protéines 

L’oxydation des protéines consiste dans l’introduction d’un groupe carbonyle dans la 

structure et par conséquent détermine la modification de la structure de la chaîne 

protéique, la perte de fonction catalytique ou l'augmentation de la sensibilité aux 

protéases (Requena JR et al., 2003). 

Oxydation des acides nucléiques 

Des taux élevés de radicaux libres peuvent endommager la structure de l'ADN 

provoquant des coupures en brins et des mutations spontanées (Bruchelt G et al., 1991). 

L'augmentation des taux de 8-hydroxyguanosine, 8OHG, produite par une modification 

du carbone 8 de la guanine, empêche la transcription et la réplication de l’ADN et est 

considérée comme un marqueur du stress oxydant. L'oxydation de l'ADN affecte à la fois 

le noyau et la mitochondrie, qui contiennent leur propre ADN.  

 

III.2.4  Le stress oxydant au cours des MH et MP 

Des études post-mortem sur les cerveaux des patients ont impliqué le rôle du stress 

oxydant dans la pathogénie des MP et MH. Toutefois il n'est toujours pas clair si 

l'accumulation de ROS est un événement primaire ou une conséquence d'autres 

dysfonctionnements cellulaires.  

Stress oxydant et MH. Les marqueurs de l’oxydation des lipides, protéines et acides 

nucléiques sont augmentés chez les patients MH. L’accumulation de lipofuscine, vu par 

marquage histochimiques sur les échantillons post-mortem de striatum et de cortex des 

patients MH, ainsi que les dosages biochimiques de malondialdéhyde (MDA) et 4-

hydroxynonénal (HNE) et les taux de 3-nitrotyrosine sont significativement élevés chez 

les patients MH (Browne SE et al., 1999; Stoy N et al., 2005; Sorolla MA et al., 

2008). L’augmentation marquée des niveaux de 8-hydroxy-2'-désoxyguanosine (8 

OHdG) a été constatée dans le plasma et l'urine de patients MH (Chen CM et al., 2007). 

Ces paramètres peuvent donc être mesurés in vivo comme marqueurs pour suivre 

l’évolution de la maladie.  

Stress oxydant et MP. Les études conduites post-mortem sur les cerveaux des patients MP 

ont révélé l’augmentation des taux de péroxydation des lipides et de l’oxydation de 

protéines et d'ADN au niveau de la SN (Dexter DT et al., 1989; Zhang J et al., 1999).  
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Au cours de la MP le défaut sélectif du complexe I, documenté sur les échantillons post-

mortem et sur les tissus périphériques des patients atteints de MP, pourrait engendrer une 

excessive de production de EROs (Parker WD et al., 2008; Schapira AH et al., 1989 and 

1990; Mizuno Y et al., 1989).  

Mais l'observation que d’autres facteurs peuvent être altérés en différentes combinaisons, 

comme le contenu de dopamine et des produits de son métabolisme, la diminution de 

GSH, un contenu élevé en fer au niveau de la SN a été à l’origine de l’« hypothèse des 

radicaux libres » (Jenner P et al., 2003) formulée pour expliquer la mort neuronale dans 

la MP. 

La dopamine est chimiquement instable et subit une auto-oxydation pour former les 

quinones de la dopamine (DAQS) et O2
•-. Cette réaction est catalysée par la présence de 

métaux, de l'oxygène, et des enzymes tels que la tyrosinase. L’auto-oxydation de la 

dopamine peut être augmentée dans les premiers stades de la maladie lorsque la 

neurotransmission dopaminergique est augmentée pour compenser la mort de neurones 

dopaminergiques (Scherman D et al., 1989). D'autres métabolites de la dopamine tels que 

l'acide 3,4-dihydroxyphénylacétique (DOPAC), peuvent subir une oxydation à deux 

électrons engendrant en même temps EROs et DOPAC-quinones (Gluck MR and 

Zeevalk GD, 2004). La baisse des niveaux de GSH à son tour contribue à l’augmentation 

des DOPAC-quinones, à l’inhibition de l’activité du Complexe I et de l’activité de 

l’enzyme Gred, instaurant un mécanisme de cercle vicieux (revu dans Chinta SK and 

Andersen JK, 2008). 
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III.3.    Hyperactivation des systèmes de neurotransmission 

 
Une partie des phénomènes de toxicité neuronale observés au cours de la MH dans le 

striatum (mais aussi dans le cortex préfrontal) et de la MP dans la substance noire sont 

explicables comme conséquences de l’hyperactivité des systèmes de neurotransmission 

glutamatergiques et dopaminergiques : on parle alors de phénomènes liés à 

l’excitotoxicité. 

 

III.3.1  Excitotoxicité glutamatergique 

Des projections glutamatergiques corticostriatales s'étendent à partir de neurones 

corticaux dans des couches III, V VI à toutes les régions striatales (Gerfen CR and 

Engber TM, 1992; Graybiel AM et al., 1994). Au cours de la MH, celles-ci seraient 

hyperactives en conséquence de la dégénérescence des MSNs GABAergiques striataux et 

à l’activation de la neurotransmission dopaminergique de la voie directe.  

Au cours de la MP, les afférences glutamatergiques qui arrivent à la SNc du STN 

deviennent hyperactives, engendrant des phénomènes de excitotoxicité.  

  

Les phénomènes de excitotoxicité glutamatergique sont étroitement liés à la dérégulation 

du calcium, Ca2+, intracellulaire ; la dérégulation calcique entraîne une chaîne des 

réactions intracellulaires et la mort neuronale. L’excitotoxicité peut être directe si elle est 

causée par l’augmentation extracellulaire de glutamate, ou indirecte lorsque l’élévation 

de la concentration intracellulaire de Ca2+ est secondaire à un dysfonctionnement 

métabolique ou énergétique (pour une revue Greene JG and Greenamyre JY, 1995 and 

1996). 

 

Le glutamate exerce son action via différents types de récepteurs (Fig. 9), les récepteurs 

métabotropiques et les récepteurs ionotropiques. Les premiers sont couplés via les 

protéines G et les messagers secondaires aux systèmes de transfert des signaux à l’espace 

intracellulaire (Hollmann M and Heinemann S, 1994). En ce qui concerne les deuxièmes, 

il s’agit de canaux cationiques dépendant des ligands. Les récepteurs ionotropiques sont 
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distingués en récepteurs N-méthyl-Daspartate, NMDA, et récepteurs non NMDA : 

AMPA (amino-3-hydroxy-5-méthyl-4- isoxazolepropionate) et  KA  (kaïnate).  

L’activation des récepteurs non NMDA permet la sortie du potassium de la cellule et 

l’entrée du sodium engendrant la dépolarisation de la membrane post-synaptique.  

Lorsque la dépolarisation est importante, l’extrusion du magnésium, qui normalement 

bloque les récepteurs NMDA, permet l’activation de ces derniers et, par conséquent, 

l’entrée massive de Ca2+ dans la cellule. 

A la membrane postsynaptique les récepteurs NMDA sont regroupés au niveau de la 

densité post-synaptique (PSD), un compartiment fonctionnel composé de nombreuses 

protéines, du cytosquelette, d'échafaudage et de signalisation ; certaines de celles-ci 

établissent un contact direct avec le domaine cytoplasmique des récepteurs (Kennedy 

MB, 1998; Gardoni F et al., 2001). La PSD garantie la rapidité des réponses de libération 

des neurotransmetteurs et fournit un mécanisme moléculaire qui couple le flux d'ions aux 

mécanismes de signalisation intracellulaire.  

 

Au niveau de la fente synaptique, les transporteurs GLAST (Glial high affinity glutamate 

transporter) et GLT-1 (Glutamate transporter 1) règle la concentration de glutamate, qui 

ensuite, au niveau des astrocytes, est métabolisé  en glutamine. En fin, les neurones sont 

capables de recapter la glutamine, relâchée des astrocytes dans le milieu extracellulaire, 

et de la reconvertir en glutamate. Il devient ainsi compréhensible que la défaillance d'un 

de ces événements provoque l’élévation du glutamate.  

Dans ces cas, on parle d’excitotoxicité directe, qui peut aussi être induite artificiellement 

par des analogues du glutamate tels que l'acide kaïnique et l'acide quinolinique (QA), et a 

été impliquée dans la mort neuronale observée dans plusieurs maladies 

neurodégénératives. 
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Figure 9 (d’après Voglis G and Tavernarakis N, 2006) : récepteurs glutamatergiques.  

Au niveau de la fente synaptique, le glutamate se lie à des récepteurs post-synaptiques différents. 

Les récepteurs AMPA et kaïnate initient la dépolarisation du neurone post-synaptique, permettant 

l’entrée de sodium. Lorsque la modification du potentiel de la membrane permet l’extrusion de 

l’ion magnésium, le glutamate peut activer les récepteurs NMDA qui, à leur tour, causent l’entrée 

massive de calcium dans la cellule. 
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III.3.2 L’excitotoxicité au cours des maladies MH et MP 

III.3.2.a  L’excitotoxicité au cours de la MH 

L'administration intrastriatale de certains agonistes des récepteurs du glutamate, comme 

l'acide quinolinique, reproduit fidèlement certaines des caractéristiques biochimiques de 

la MH, telles que la dégénérescence préférentielle de neurones GABAergiques en 

préservant les interneurones et les afférences dopaminergiques chez le rat (Beal MF  et 

al., 1986 and 1988) et chez les primates non humains (Hantraye P et al., 1990; 

Schumacher JM et al., 1992; Ferrante R et al., 1993).  

Au cours de la MH, les phénomènes d'excitotoxicité, ainsi que leur sélectivité, se 

produisent par la combinaison de mécanismes liés aux propriétés des récepteurs NMDA 

des neurones de projection et des interneurones striataux et à la présence de l’expansion  

du domaine polyQ de la HTT mutée. 

Les propriétés intrinsèques des récepteurs NMDA dépendent de leur composition en 

sous-unités. 

Presque toutes les populations de neurones du striatum expriment la sous-unité NR1, 

responsable de la fonctionnalité du récepteur, à niveaux élevés.  

Par contre la composition en sous-unités NR2 est variable ; ces sous-unités régulatrices, 

déterminent par exemple l'augmentation de la perméabilité et le temps de désactivation 

du canal, ainsi que les changements dans sa sensibilité au magnésium, Mg2 + ou à la 

glycine. 

Les neurones de projection du striatum expriment majoritairement la sous-unité NR2B et 

minoritairement la sous-unité NR2A, lorsque les interneurones expriment 

majoritairement NR2D et des faibles niveaux de NR2A et NR2C.  

Les interneurones striataux sont résistants à l’excitotoxicité médiée par le NMDA à cause 

du manque des sous-unités NR2A/B qui présentent une majeure affinité pour le QA par 

rapport aux sous-unités NR2C ou NR2D (Buller AL et al., 1994; Schoepfer R et al., 

1994; Standaert DG et al., 1994; Landwehrmeyer GB et al., 1995; Chen Q and Reiner A, 

1996; Chen Q et al., 1996; Ghasemzadeh MB et al., 1996; Chen N et al., 1999).  

De manière consistante les récepteurs NMDA NR1/NR2B sont peu représentés dans le 

cervelet ou dans les autres zones peu affectées au cours de la MH (Monyer H et al., 1994; 

Goebel DJ and Poosch MS, 1999; Thompson CL et al., 2000).  
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En ce qui concerne les mécanismes liés à la HTT mutée, la présence de l’expansion du 

domaine polyQ altère, en la diminuant, l’affinité de la HTT pour la protéine PSD-95 : la 

quantité de PSD-95 disponible à l’interaction avec la sous-unité NR2 des récepteurs 

NMDA, le recrutement de la Src Tyrosine Kinase et la phosphorylation/activation des 

récepteurs NMDA  augmentent proportionnellement (Sun Y et al., 2001; Song C et al., 

2003; Ali DW and Salter MW, 2001).  

 

De plus, l'interaction de la HTT avec les protéines du cytosquelette (décrite dans la 

section IV. Mécanismes pathogéniques au cours de la MH) pourrait être déterminante à la 

localisation et, par conséquent, à la fonction des récepteurs glutamatergiques (Scannevin 

RH and Huganir RL, 2000) et pourraient être altérées en présence de l’expansion 

pathologique du domaine polyQ, contribuant aux mécanismes d’excitotoxicité directe. 

 

III.3.2.b L’excitotoxicité au cours de la MP 

Les propriétés intrinsèques des neurones dopaminergiques de la SNc rendent compte de 

leur vulnérabilité préférentielle. D’une part les neurones dopaminergiques sont 

vulnerables au stress oxydant secondaire à l'accumulation des produits de l'oxydation de 

la dopamine ; de plus, ils s’appuient sur les canaux du Ca2+ type L (Long Lasting) 1,3 

dépendants du voltage, plutôt que sur les canaux du sodium pour leur  activité de 

‘pacemaker’, ce qui les expose à un afflux continu de Ca2+ provoquant ou aggravant à 

long terme un défaut mitochondrial, par compromission de la capacité mitochondriale de 

stocker le Ca2+ (Chan CS et al., 2007), et contribuant à l'excitotoxicité indirecte. 

Ces neurones sont également vulnérables à l'excitotoxicité directe, car ils reçoivent des 

afférences glutamatergiques du noyau STN. 

Comme pour la MH, au cours de la MP des changements de composition en sous-unités 

des récepteurs NMDA des MSNs striataux ont été observés à la suite de la dénervation 

dopaminergique; ces changements reflètent les phases de progression de la maladie (revu 

dans Picconi B et al., 2012). 
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III.3.3   Toxicité dopaminergique au cours de la MH 

Du point de vue de la neurophysiologie, les projections GABAergiques des MSNs 

striataux projettent sur les corps cellulaires et sur les terminaisons des neurones 

dopaminergiques de la SNc. Ces projections normalement inhibent le relais de la 

dopamine (Smith AD and Bolam JP, 1990; Paladini CA et al., 1999).  

Au cours de la MH la dégénérescence des MSNs striataux cause l’hyperactivité de la voie 

nigro-striée dopaminergique, qui se traduit cliniquement dans des phénomènes de chorée.  

Cette hyperactivation a été démontrée dans plusieurs études : post mortem  les études de 

neuropathologie montrent que la neurodégénérescence suit le gradient de concentration 

de dopamine ; in vivo la neuroimagerie fonctionnelle et les analyses biochimiques 

montrent l’hyperactivation de la transmission dopaminergique et des taux élevés de 

dopamine ou de son enzyme de production, la tyrosine hydroxylase TH (Vonsattel JP et 

al., 1985; Vonsattel JP and DiFiglia M, 1998; Garrett MC and Soares-da-Silva P, 1992 ; 

Bird ED et al., 1980; Backman L et al., 1997; Ginovart N et al., 1997). 

De plus, à l'appui de cette hypothèse il a été montré que l’antagoniste de la dopamine 

tétrabénazine (TBZ) réduit efficacement la chorée chez les patients MH (Huntington 

Study Group, 2006). 

In vitro, l'application de dopamine accroît significativement la formation des agrégats et 

la mort neuronale en présence de la HTT mutée (Charvin D et al., 2005; Benchoua A et 

al., 2008). 

La toxicité de la dopamine serait la conséquence de l'activation des récepteurs D2 

présents sur les MSNs de la voie indirecte, relativement plus vulnérables que les neurones 

de la voie directe. L'activation des récepteurs D2 par la dopamine determinerait 

l’augmentation de la signalisation JNK/c-jun (Charvin et al., 2005; Charvin et al., 2008) 

et la diminution de l'expression du complexe II mitochondrial, qui potentialise la toxicité 

de la HTT mutée (Benchoua A et al., 2008). De manière spéculaire, l’utilisation 

d'antagonistes de ces récepteurs diminue la mort cellulaire observée in vitro (Charvin D 

et al., 2005; Charvin D et al., 2008). 

Les récepteurs D1 participent aussi à la vulnérabilité du striatum. En effet il a été 

récemment suggéré que des dysfonctions des MSNs de la voie directe pourraient 

apparaître précocement au cours de la MH (Raymond LA et al., 2011).  
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Les récepteurs D1 semblent être un point de rencontre de la voie dopaminergique et 

glutamatergique. En présence de la HTT mutée l’activation des récepteurs D1 induit une 

plus forte mortalité cellulaire (Paoletti P et al., 2008) et augmente la toxicité induite par 

le glutamate (Tang TS et al., 2007). 

 

III.3.4 Autres systèmes de récepteurs modulateurs de la toxicité des 

neurotransmetteurs 

D’autres systèmes de récepteurs modulant la neurotransmission cathécolaminergique - 

tels que les récepteurs de l’Adénosine, types 1 ou  2 – ou la libération du Ca2+ 

intracellulaire - tels que les récepteurs cholinergiques de la nicotine, nAchRs, ou ceux de  

la Ryanodine, RyRs et les récepteurs Ins3P, InsP3R – jouent un rôle dans les phénomènes 

excitotoxiques au cours des maladies MP et MH.  

 

Les récepteurs de l’Adénosine 

La caféine, un antagoniste non sélectif des récepteurs de l'adénosine a un effet de 

protection contre la dégénérescence neuronale dans la MP. Les récepteurs de l’adénosine 

(types 1 et 2), sont des cibles possibles de la caféine. Il s’agit de récepteurs couplés aux 

protéines G (GPCR), dont l’activité est induite par l’adénosine. Dans le système nerveux 

central les récepteurs A2A de l'adénosine  (A2ARs) sont sélectivement exprimés dans le 

striatum, principalement au niveau postsynaptique dans les neurones striopallidaux qui 

expriment les récepteurs dopaminergiques D2 (Ferre S et al., 1997). A ce niveau ils 

forment des complexes oligomériques avec les récepteurs D2. La caféine par son effet 

d’inhibition de l’action des récepteurs A2AR, faciliterait l’action des récepteurs D2 

résultant dans l’amélioration des effets de la dénervation dopaminergique (Prediger RD, 

2010).  

Au contraire, au cours de la MH la consommation des plus grandes quantités de caféine  

serait corrélée à une péjoration du phénotype, vue par l’âge plus précoce de l’apparition 

des symptômes (Simonin C et al., 2013). 

Toutefois la caféine n’a pas une action sélective : l’hyperactivation des récepteurs A1 a 

aussi été démontrée dans la MH, qui pourrait expliquer l’action de la caféine (Blum D et 

al., 2002). 
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Les récepteurs nicotiniques de l’acétylcholine, nAChRs  

Les récepteurs nicotiniques de l’acétylcholine nAchRs sont des complexes pentamériques 

intramembranaires, responsables d’un effet excitateur, par activation des canaux type T 

(Transient) du Ca2+ dépendants du voltage, sur les cellules dopaminergiques (Toulorge D 

et al., 2011). Leur rôle a été mis en cause au cours de la MP. En effet, d’une part les 

études post mortem sur les échantillons des patients MP ont révélé que la perte sélective 

des projections cholinergiques excitatrices en provenance de la région peduncolopontine 

est corrélée à la dégénérescence dopaminergique (Karachi C et al., 2010; Maskos U, 

2010). D’autre part l’implication des récepteurs nAChRs a été démontrée, vu que la 

nicotine, l’agoniste majeure de ces récepteurs, protège contre la dégénérescence 

dopaminergique dans différents modèles (Quik M et al., 2007).  

 

Le récepteur RyR 

Une autre cible de la caféine est représentée par le récepteur de la ryanodine, le médiateur 

de la  CICR, ‘Ca2+ Induced Ca2+ Release’ au niveau du réticulum endoplasmique (Avidor 

T et al., 1994). Il a de fait été montré que le dantrolène, l’inhibiteur de ces récepteurs, 

protège les neurones de la dégénérescence au cours des différents  phénotypes 

pathologiques neurologiques, y compris la MH (Chen X et al., 2011; Oules B et al., 

2012; Suzuki M et al., 2012). 

L’isoforme 3 des RyRs est exprimée dans le cerveau ; ces récepteurs sont sensibles aux 

mécanismes redox avec des conséquences physiologiques et pathologiques dans les 

neurones (Hidalgo C et al., 2005). Les RyRs se localisent dans plusieurs populations 

neuronales du Système Nerveux Central. Au niveau subcellulaire ils sont représentés 

dans les axones, les épines dendritiques et dans les fractions des vésicules synaptiques.  

Au cours du développement les RyRs, comme les InsP3Rs, ont été associés au 

développement des néurites et à la synaptogenèse. 

 

Le récepteur InsP3R 

Ceci est un canal de libération du Ca2+ intracellulaire ; situé à la membrane du réticulum 

endoplasmique, il est activé par l’inositole trisphosphate (IP3).  

L’isoforme 1 de l’ InsP3R1 prédomine dans les neurones.  
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Dans les neurones primaires du rat seule la HTT mutée, et non la sauvage, serait capable 

de s’associer directement à la région carboxy-terminale de InsP3R1, et faciliterait la 

libération de Ca2+  (Tang TS et al., 2003). De façon très intéressante il a été démontré que 

la normalisation de cette interaction pathologique prévient la mort neuronale dans un 

modèle murin MH (YAC 128) (Tang TS et al., 2009).  

 

La mitochondrie et l’homéostasie du Ca
2+ 

Pour son rôle de système tampon de la concentration de Ca2+ au cours de la 

neurotransmission, la mitochondrie est considérée comme un des systèmes médiateurs 

des mécanismes d’excitotoxicité indirecte.  

Ce rôle est expliqué en détail dans le Chapitre 2, section VI : La fonction mitochondriale 

et son implication dans la MH et la MP   
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III.4     La neuroinflammation 

III.4.1  Le processus neuro-inflammatoire 

Le processus neuro-inflammatoire dans le SNC est censé jouer un rôle crucial dans la 

pathogénie des maladies neurodégénératives.  

La persistance des mécanismes délétères pour les neurones, tels que l’on a vu dans les 

paragraphes précédents, déclenche des modifications dans le microenvironnement et 

l’activation des cellules gliales. 

Les macrophages résident du SNC, la microglie, en représente 10% des cellules et 

constituent une première ligne de défense contre les aggressions de différents types 

(infectifs, traumatiques etc) (Lawson LJ et al., 1990; Kreutzberg GW, 1996). Leur 

activation correspond à des changements morphologiques et immunophénotypiques 

(Dheen ST et al., 2007; Ransohoff RM and Perry VJ, 2009). Dans des conditions 

d’activation modérée ils soutiennent la croissance et la différentiation neuronale, 

éliminant les débris cellulaires. Dans des conditions d’activation prolongée la microglie 

locale, située déjà dans les zones endommagées, et les macrophages qu’y migrent en 

réponse aux chémoquines attractives, subissent des modifications visant à favoriser leur 

adhésion aux neurones et à entraîner la production de cytokines, NO - par activation de 

l’iNOS - et d'autres médiateurs inflammatoires qui peuvent contribuer à la mort 

neuronale (Wang JY et al., 2006; Aloisi F, 2001; Aloisi F et al., 2000).  

Les oligodendrocytes prennent aussi part à la réponse gliale augmentant la synthèse de la 

protéine gliale fibrillaire acidique (GFAP, pour Glial Fibrillar Acidic Protein) et de la 

connexine 43 aux jonctions gap.  

La production de radicaux libres augmente à la suite de l’activation des enzymes iNOS, 

et des NADPH oxydases dans la microglie et les astrocytes (pour revue Amitai Y, 

2010; Tansey MG et al., 2007). Les NADPH oxydases, NOXs, existent en 5 isoformes ; 

dans le SNC elles sont exprimées différemment dans les différents types cellulaires, 

neurones, astrocytes et microglie. Il s’agit d’enzymes qui visent à transférer les électrons 

du NADPH cytoplasmique à travers les membranes, dans l'espace extracellulaire ou dans 

le lumen des organites ; ces électrons réduisent l'oxygène moléculaire par l'intermédiation 

du coenzyme FAD (Flavine Adénine Dinucléotide) ou de groupes prosthétiques hème, 
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générant la production des EROs, O2
•- et  H2O2 (Radermacher KA et al., 2013; Jaquet V 

and Bedard K, 2009).  

L'augmentation de la production des cytokines  pro-inflammatoires, telles que les 

interleukines, IL -1, IL-2, IL-4, IL-6  le facteur de nécrose tumoral , (Tumor Necrosis 

Factor TNF-), et l’augmentation de la production des EROs et des ERAs prennent part 

aux changements du microenvironnement neuronal, entraînant une réaction 

inflammatoire associée probablement à l’augmentation de la perméabilité de la barrière 

hémo-encéphalique (Kortekaas R et al., 2005), et contribuent à la dégénérescence (pour 

une revue Hirsch EC et al., 2005).  

A l'appui de l’importance du processus neuroinflammatoire au cours de la pathogénie des 

maladies neurodégénératives, récemment plusieurs évidences ont émergé des études 

faites sur la Sclérose en Plaques prouvant la coexistence d’un processus de 

neurodégénérescence au cours de cette maladie démyélinisante du SNC dont la cause 

primaire est reconnue dans l’auto-immunité et l’inflammation (revu dans Dutta R and 

Trapp BD, 2011).  

 

III.4.2  Évidences de neuroinflammation au cours des maladies MP et MH 

La prolifération et l’activation de la microglie dans le SNC a été documentée dans 

l’analyse post mortem des patients atteints de MP (McGeer P et al., 1988; Langston JW 

et al. 1999; Mogi M et al., 1994a and b; Imamura K et al., 2003) et dans les modèles 

animaux de MP (Czlonkowska A et al., 1996; Kim YJ et al., 2009). 

Dans un modèle expérimentale un syndrome parkinsonien a été induit par exemple par 

injection intranigrale du lypopolysaccharide, un puissant inducteur de l’inflammation 

(Qin L et al., 2013). D'autre part l’invalidation du gène codant pour la Cyclooxygenase, 

Cox, l’enzyme limitant pour la production des prostaglandines inflammatoires E2, 

protège contre la dégénérescence dans un modèle MP induite par l’administration de 

MPTP (Teismann P et al., 2003).  

Ainsi, pour la MH l’analyse post mortem des cerveaux des patients atteints a révélé 

l’occurrence de la prolifération gliale dans les zones proches des neurones dégénérants 

(McGeer P et al., 1988; Messmer K and Reynolds GP, 1998; Singhrao SK et al., 1999; 

Sapp E et al., 2001). L’augmentation des cytokines inflammatoires a aussi été 
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documentée dans le striatum et dans le plasma des patients (Dalrymple A et al., 2007; 

Björkqvist M et al., 2008). 

 

Toutefois l'expérimentation de plusieurs médicaments anti-inflammatoires au cours de 

protocoles mis en œuvre pour contrecarrer la neurodégénérescence a produit des résultats 

controversés ; ceci peut être expliqué par le fait que les différents médicaments 

expérimentés (salicilate, aspirine, meloxicam, indometacin, paracetamol, diclofenac, 

ibuprofen etc.) ont des profils pharmacologiques et des spécificités différentes ; d’autre 

part la réponse neuroinflammatoire n’est pas spécifique d’une condition 

dégénérative déterminée. 

 

 

Figure 10 (d’après More SV et al., 2013) : les cellules microgliales et astrogliales, activées au 

cours de  la pathogénie de la MP en réponse à différents stimulis proinflammatoires, y compris 

l’-synucléine (Zhang W et al., 2005) produisent les médiateurs de la neuroinflammation : NO, 

COX-2, IFN-, TNF-, IL-1 & IL-6, et les chemokines (MCP-1, MIP- et CXCL-8, et MAC) 

avec des effets délétères sur la survie neuronale. Abréviations (en anglais) : NO: nitric oxide, 

COX-2: cyclooxygenase, INF-: interferon-, TNF-: tumor necrosis factor-, IL-1: interleukin-

1, IL-6: interleukin-6, MCP-1: monocyte chemotactic protein-1, MIP-: microphage 

inflammatory protein, IL-8: interleukin-8, MAC: membrane attack complex, -syn: -synuclein, 

MMP: matrix metalloprotein, BBB: blood brain barrier, C3a: complement component 3a, et C4a: 

complement component 4a. 
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IV.1      Les différents modèles de MH et leur utilité  

Au cours des années, différents modèles de MH ont été générés : insectes (drosophila 

melanogaster) (Jackson GR et al., 1998), invertébrés (Caenhorabditis elegans) (Faber 

PW et al., 2002), divers modèles de rongeurs, un ovin transgénique (Jacobsen JC et al., 

2010), deux modèles de porc (Yang D et al., 2010; Baxa, M et al., 2013) et récemment 

un modèle transgénique de primate non humain (Yang SH et al., 2008).  

La création de modèles très simples comme les insectes et les invertébrés s’est révélée 

très utile dans les études de ‘screening’ pour identifier les gènes candidats qui puissent 

réduire ou modifier le phénotype de la maladie (Kazemi-Esfarjani P and Benzer S, 2000;  

Warrick JM et al., 1999; Parker JA et al., 2001). En revanche, ces modèles se révèlent 

limités dans l’étude des phénomènes de sélectivité des phénomènes dégénératifs pour une 

population neuronale. 

Différents modèles de rongeurs, souris et rats, existent pour la MH exprimant la forme 

entière ou des fragments N-terminaux de différentes tailles de la HTT mutée. Ces 

modèles ont été extensivement étudiés.  

Les modèles murins se sont révélés utiles dans la caractérisation des phénomènes de 

clivage de la protéine mutée et de la formation des agrégats ; les modèles de rats sont plus 

adéquats pour caractériser le phénotype comportemental.  

Des approfondissements sur les modèles rongeurs sont compris dans la section VII, 

Projet I, car certains entre eux ont été l’objet de mes recherches. 

 

La disponibilité des modèles ovins, porcins et de primate non humain a fourni des détails 

fondamentaux à la compréhension de la pathogénie de la MH.  

Un phénotype clinique typique de la MH, avec la présence de mouvements choréiques, la 

dystonie et la mort précoce a été décrit pour le singe (HTT N-terminale mutée avec 84Q) 

et le porc (HTT N-terminale mutée avec 105Q) transgéniques pour la MH.  

L’étude des singes MH a aussi révélée que la dégénérescence liée à l’HTT mutée affecte 

préférentiellement les procès neuronaux, épargnant le corps cellulaire (Yang SH et al., 

2008). En revanche les phénomènes d’apoptose ont été mis en évidence dans le modèle 

porcin (Yang D et al., 2010) et la diminution significative d’un marqueur des MSNs 

striataux, la protéine DARPP32, a été révélée par l’étude du mouton transgénique (HTT 
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N-terminale mutée avec 73Q) (Jacobsen JC et al., 2010) et dans le deuxième modèle 

porcin (Baxa M, et al.,  2013; pour une revue Pouladi MA, 2013). Des différences dans 

l’organisation et les caractéristiques physiologiques des circuits du cerveau rendent 

compte de  résultats hétérogènes : i) la capacité cellulaire de réagir à la présence des 

protéines mal repliées, soit les systèmes de protéostasie et de contrôle de qualité diffèrent 

selon l'âge et les espèces ; ii) la maturation rapide des neurones de rongeurs durant le 

développement du cerveau pourrait réduire leur sensibilité aux protéines mal repliées, ce 

qui peut aussi expliquer pourquoi les modèles de souris peuvent atteindre l'âge adulte. De 

plus, iii) les circuits du cerveau chez les porcs et les singes sont plus complexes que chez 

la souris et cette complexité expliquerait leur plus grade vulnérabilité à la toxicité de la 

HTT mutée et mal repliée.  

 

Des études récentes ont exploré l'utilité des cellules souches embryonnaires (Embrionic 

Stem Cells, ESCs) et des cellules souches pluripotentes induites (Induced Pluripontent 

Stem Cells, iPSCs) comme modèles cellulaires pour la recherche sur les maladies.  

Les ESCs humaines ont été générées grâce à la donation d’embryons humains MH (41-51 

CAGs), mais aussi de blastocystes, issues de la fertilisation in vitro, implantées dans les 

couches nourricières de la souris (Mateizel I et al., 2006; Bradley CK et al., 2011; Niclis 

J et al., 2009).  

Des ESCs ont aussi été dérivées des modèles transgéniques murins. Ces modèles ont 

révélé que la HTT mutée peut déterminer l’accélération des procès des différenciations 

(Lorincz MT and Zawistowski VA, 2009) ; ces modèles récapitulent aussi, lorsqu’on 

induit leur différenciation en cellules neuronales, les caractéristiques pathologiques qu’on 

retrouve dans les neurones de l’animal adulte (Cha JH, 2007).  

La découverte que les fibroblastes humains peuvent être reprogrammés en ESCs 

(Takahashi K et al., 2007) a transformé les perspectives dans l’étude et la possibilité de 

traitement des maladies humaines, y compris les maladies neurodégénératives et la MH 

(Ebert AD et al., 2009; Egawa N et al., 2012, The HD iPSC Consortium, 2012; Tiscornia 

G et al., 2011; Kaye JA and Finkbeiner S, 2013). De fait l'évolution des stratégies iPSC a 

déterminé l'avancement des thérapies de transplant cellulaire personnel, ainsi que la 
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production de modèles in vitro pour la recherche biomédicale et la découverte de 

nouveaux médicaments. 

 

En plus de ces modèles, des lignées cellulaires ont été générées pour modéliser la MH in 

vitro. Celles-ci comprennent des cellules dérivées des progéniteurs striataux d’un modèle 

de souris, et modèles où l’expression de la HTT exogène a été induite de façon stable ou 

transitoire. Ces modèles se sont aussi révélés utiles dans la caractérisation des 

mécanismes pathogéniques au cours de la MH, comme par exemple les défauts 

mitochondriaux (revu dans Damiano M et al., 2010). 

 



 77 

IV.2 La structure de la HTT 

La HTT sauvage et ses homologues sont des protéines évolutivement très conservées 

parmi différentes espèces de vertébrés et invertébrés. Chez l’homme la HTT, d’environ 

350 kDa, est codée par le gène IT15, qui consiste en 67 exons, 180Kb (OMIM 613004). 

Le gène IT15 humain est exprimé de manière ubiquitaire avec de hauts niveaux dans le 

système nerveux central.  

 

Figure 11: (d’après Truant R et al., 2007) : domaines d’interaction dans la structure de la HTT. La 

plus grande partie des domaines d’interactions protéine–protéine a été localisée dans les premiers 

acides aminés 540, sauf le domaine d’interaction avec HAP40 et Crm-1/exportine, dans la région 

carboxy-terminale. Le rôle NES (Nuclear Export Signal) de la région N-Terminale 17, N17, a été 

récemment reconnu (Maiuri T et al., 2013; Zheng Z et al., 2013). Également, un domaine de 

localisation nucléaire NLS (Nuclear Leading Signal), localisé entre les acides aminés 174 et 207, 

a été reconnu (Desmond CR et al., 2012).  

Parmi les sites d’importantes modifications post-translationnelles, ceux pour la sumoylation, au 

niveau du domaine N17, la phosphorylation, au niveau de la serine 421, et la palmitoylation, au 

niveau de la cystéine 214, sont indiqués. Les flèches noires indiquent les sites de clivage  pour la 

caspase 6. HAPs, pour Huntingtin Associated Proteins ; HIPs  pour Huntingtin Interacting 

Proteins; HYPS Huntingtin Yeast interaction Proteins. 

 

La région N-Terminale de 17 acides aminés (N17) est très conservée dans les différentes 

espèces. A ce domaine N17 avait été assigné un rôle pour la rétention de la protéine dans 

le cytoplasme et l’interaction avec le réticulum endoplasmique et les mitochondries 

(Steffan JS et al., 2004; Atwal RS et al., 2007; Rockabrand E et al., 2007).  



 78 

Récemment le rôle de NES (Nuclear Export Signal), reconnu par la protéine exportine 1, 

ou CRM 1 (pour Chromosome Region Maintainance-1), a été attribué à ce domaine 

(Maiuri T et al., 2013; Zheng Z et al., 2013). Par ailleurs précédemment il avait été 

observé que sa suppression provoque l'accumulation nucléaire des fragments de HTT 

(Schilling G et al., 2004).  

Le domaine N17 assume une structure -hélicoïdale bipolaire (Kim MW et al., 2009), et 

est la cible des modifications post-translationnelles, y compris l'acétylation (Thompson 

LM et al., 2009), la sumoylation (Steffan JS et al., 2004), et la phosphorylation (Atwal 

RS et al., 2011; Aiken CT et al., 2009; Thompson LM et al., 2009). En dehors du 

domaine N17, d’autres modifications post-translationnelles apparaissent, comme la 

phosphorylation  de la sérine 421 et la palmytoilation de la cystéine 214 (Zala D et al., 

2008; revu dans Truant R et al., 2007). Les modifications post-translationnelles servent à 

régler les fonctions, la localisation et la toxicité de la protéine. 

Un deuxième domaine NES, reconnu par CRM 1, est localisé dans la portion C-

Términale de la protéine (Xia J et al., 2003). 

 

A la région N17 suivent les domaines poly-glutamine (polyQ) et poly-proline (polyP).  

Le domaine polyQ commence au dix-huitième acide aminé, il permet l'interaction avec 

de nombreuses protéines.  

Chez les vertébrés il est suivi d’un premier domaine polyP, constitué de 11 résidus de 

proline chez l’homme. Ce domaine polyP est important pour la solubilité de la protéine et 

joue un rôle dans  le changement de conformation du segment de polyQ pathologique 

(Darnell G et al., 2007). In vitro les séquences polyP retardent la formation de structures 

feuillettes  au sein des agrégats et en même temps augmentent la concentration de 

peptide polyQ nécessaire pour leur formation (Bhattacharyya A et al., 2006). 

 

Les 3 domaines HEAT (Huntington, Elongation Factor 3, PR65/A, TOR) sont longs 

d’environ quarante acides aminés et sont organisés en clusters. La signature du motif 

HEAT est la présence d'Aspartate et d'Arginine respectivement en position 19 et 25. Les 

domaines HEAT forment des structurés hélicoïdales . La nature relativement 

hydrophobe de ces séquences suggère qu’elles sont tassées l’une contre l’autre, 
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regroupées autour d’un axe central, pour constituer un domaine fonctionnel qui contribue 

à déterminer la capacité d’interaction de la HTT avec les autres protéines. On retrouve 

ces domaines dans les protéines impliquées dans les processus de transport (Andrade MA 

and Bork P, 1995).  

 

Un domaine de localisation nucléaire NLS (Nuclear Leading Signal) est également 

présent entre les acides aminés 174 et 207 (Desmond CR et al., 2012) ; il s’agit d’un 

domaine non-classique, proline-tirosine, ou PY-NLS, caractérisé par un séquence appelée 

« Intervening Sequence » ou IVS nécessaire pour son interaction avec les récepteurs 

d’import karyopherin 1 and 2. Ce type de domaine NLS est aussi présent dans le 

facteur d’export nucléaire de l’ARN (NXF1). 

 

Des sites de clivage pour les caspases, 3, 2 et 6 (Wellington CL et al., 1998; Wellington 

CL and Hayden MR, 2000; Graham RK et al., 2010) et pour la calpaïne (Gafni J and 

Ellerby LM, 2002) sont aussi présents sur la protéine.  
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IV.3     Rôle physiologique de la HTT et conséquences de la présence de 

l’expansion du domaine polyQ. 

La HTT a normalement plusieurs rôles physiologiques. Son rôle dans la régulation de la 

transcription, du trafic des vésicules, du transport axonal ainsi que son rôle anti-

apoptotique et pro-survie, pendant l’embryogenèse, la neurogénèse et le développement 

sont largement documentés.  

Au cours de la MH l’expansion du trait CAG serait responsable de différents mécanismes 

pathogéniques : la perte de certaines fonctions physiologiques de la HTT  coexiste avec 

l’acquisition des nouvelles propriétés toxiques de la protéine.     

IV.3.1   Rôle dans la transcription 

Plusieurs facteurs de transcriptions interagissent avec la HTT 

La HTT a un rôle dans la régulation de la transcription. Comme pour les autres protéines 

possédant un domaine polyQ, l’interaction entre la HTT et plusieurs facteurs de 

transcription a été documenté (revu dans Okazawa H, 2003). Dans le cas de la HTT ces 

interactions, directes ou via ses partners comme HAP (pour Huntingtin Associated 

Protein), peuvent avoir lieu dans le cytoplasme, la HTT pouvant faire fonction de 

protéine ‘shuttler’ cytoplasme-noyau pour différents de ces facteurs ; la HTT peut aussi 

interagir avec les facteurs de transcription dans le noyau.  

La HTT interagit avec : • CBP, la protéine qui lie CREB (Cyclic AMP Response Element Binding Protein) 

(McCampbell A et al., 2000; Steffan JS et al., 2000)  

La protéine CBP est une protéine d’échafaudage sur laquelle différents types de 

facteurs de transcription se réunissent. En plus d’un domaine pour lier CREB, CBP 

contient plusieurs domaines pour l’interaction avec les facteurs de transcription y 

compris : trois domaines zinc-finger, un bromo-domaine, un domaine riche en 

glutamine, un domaine pour la deacétylation des histones, HAT (histone 

deacetylates). Plus de 40 partners de CBP ont été reconnus. • TBP, la protéine liant le « TATA box » (TATA box Binding Protein) ; TBP est la 

protéine composant la plus importante du complexe TFIID, au niveau duquel plus 

de 10 protéines TAFs (TBP Associating Factors) s’associent. Elle recrute l’ARN 

Polymerase II  à la région du promoteur de l’ADN du gène cible. La protéine TBP 
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se retrouve séquestrée dans les agrégats en présence de la HTT mutée (Prigge JR 

and Schmidt EE et al., 2007) • p53 (McCampbell A et al., 2000; Steffan JS et al., 2000), un des facteurs de 

transcription les mieux connus pour régler divers effets physiologiques, y compris 

l'arrêt du cycle cellulaire et l'apoptose. • le corépresseur nucléaire NcoR (Nuclear co-Repressor), un répresseur nucléaire 

pour les récepteurs des stérides (Boutell JM et al., 1999). Il fait partie d’un 

complexe répresseur avec les déacétylases des histones, HDACs, et les 

déméthylases.  • CA150, un facteur capable de se lier au domaine C-Terminal hyperphosphorylé 

de la Polymérase II (PolII-CTD) (Holbert S et al., 2001).  • CtBP, le co-répresseur des protéines polycomb des mammifères et du Facteur 

d’Elongation EF1-δ (Kegel KB et al., 2002).   • Sp1, caractérisé par un domaine riche en Glutamines, est un facteur de 

transcription ubiquitaire et il règle l’expression de gènes essentiels ; il recrute le 

facteur de transcription "TBP Associated Factor 130" ou TAF4 à l’ADN pour 

activer la transcription de certains gènes. Il interagit avec la  HTT sauvage, 

lorsque cette dernière est exprimée à hauts niveaux, et avec la forme soluble et 

non la forme agrégée de la HTT mutée (Dunah AW et al., 2002; Li SH et al., 

2002) (Fig. 12).  
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Figure 12 (figure de la Cornell University) : la HTT sauvage pourrait jouer un rôle de 

protéine de plateforme en permettant à Sp1 et à TAF4 de se fixer aux promoteurs et ainsi 

d’agir positivement sur la régulation des gènes. L’expansion du domaine polyQ dans la 

protéine mutée interfère avec ce mécanisme. 

 • Sin3A, un co-répresseur qui agit en concomitance avec la protéine REST • La protéine REST/NRSF (Repressor Element 1 – Silencing Transcription 

Factor / Neuron Restrictive Silencing Factor). 

 

Au cours de la pathogénie de la MH la présence de l’expansion pathologique du domaine 

polyQ de la HTT comporte l’augmentation de l’affinité de ces liens, conférant des 

nouvelles propriétés toxiques à la protéine. Ceci se reflète dans la séquestration de ces 

facteurs au sein des agrégats et dans la dérégulation de leurs fonctions. Ce mécanisme a 

été avéré pour les facteurs Sp1, p53, TBP, TAF4, CBP (McCampbell A et al., 2000; 

Steffan JS et al., 2000; Dunah AW et al., 2002; Li SH et al., 2002; Prigge JR and 

Schmidt EE et al., 2007; Sugars KL and Rubinsztein DC, 2003).  
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Le résultat de ce changement d’affinité est l’altération de la transcription des gènes réglés 

en aval de ces facteurs : par ailleurs l’expression des gènes liés à la régulation de la 

séquence CRE est diminuée dans la MH (Glass M et al., 2000; Nucifora FC et al., 2001; 

Luthi-Carter R et al., 2002).  

 

HTT et REST 

L’interaction de la HTT avec ce facteur de transcription constitue un mécanisme intrigant 

de régulation de l’expression des gènes. L’altération de ce mécanisme explique plusieurs 

effets pathogéniques observés au cours de la MH.   

REST est un répresseur de la transcription, maître régulateur de gènes neuronaux dans les 

neurones et dans les cellules non neuronales ; dans une moindre mesure il règle aussi 

l’expression des gènes non neuronaux. Son action est étroitement liée au contexte 

cellulaire. REST se lie, par son domaine ‘DNA-binding’, au motif (21bp) RE1 de l’ADN 

de gènes cibles. A la suite de ce lien REST recrute, par son domaine N-terminal, le co-

répresseur Sin3A et les déacétylases des histones, HDACs (HDAC1 et HDAC2) ; ces 

dernières inhibent l’expression des gènes enlevant les groupes acétyles des histones. En 

même temps par son domaine C-Terminal il recrute d’autres facteurs, par exemple 

CoREST, un corépresseur ; la LSD1, une déméthylase des histones ; la G9a une 

méthyltransférase des histones et aussi des facteurs impliqués dans le remodelage de la 

chromatine (BAF170, BRAF35 et BRG1). L’ensemble des actions de ces facteurs 

conduit à la répression de la transcription (revu dans Okazawa H, 2003). La HTT sauvage 

a la capacité de se lier à REST dans le cytoplasme. Ce lien empêche la translocation de 

REST au noyau et son interaction avec RE1 (Zuccato C et al., 2003). Par conséquent la 

transcription des gènes réglés par RE1, tels que celui codant pour le BDNF (pour Brain 

Derived Neurotrophic Factor), est augmentée. L’interaction entre HTT et REST a lieu via 

ses interactions avec la "HTT Associated Protein 1" (HAP1) et la "Rab Interacting 

Lysosomal Protein" (RILP) (Shimojo M, 2008). 

 

Au cours de la MH, la HTT mutée a une affinité réduite pour REST, qui est responsable 

de la répression de la transcription du BDNF (Zuccato C et al., 2003). La diminution de 

la transcription du BDNF est la conséquence d’une perte de fonction. 
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L’action de REST sur le recrutement des HDACs  comporte donc un effet de la HTT 

mutée sur le remodelage de la chromatine avec une diminution de l’acétylation et une 

conformation de la chromatine plus compacte et moins accessible aux facteurs de 

transcriptions, activateurs ou répresseurs. L'utilisation d'inhibiteurs des HDAC améliore 

les symptômes moteurs observés dans des modèles de la MH : chez la drosophile 

(httex1p) (Steffan JS et al., 2001; Pallos J et al., 2008) et chez les rongeurs (R6/2 et 

N171-82Q) (Hockly E et al., 2003). L’amélioration du phénotype moteur et la survie 

prolongée sont associés, au niveau moléculaire,  à la repristination des normales fonctions 

de transcription et de transport microtubulaire, en particulier du BDNF (Dompierre JP et 

al., 2007). 

 

Implication des miRNAs 

L’interaction entre la HTT et REST a un effet sur l’expression de plusieurs microARN, 

miRNAs, spécifiques des neurones (Conaco C et al., 2006).  

Les microARN (miRNAs) sont des séquences d’ARN non codant constitués par 19-24 

nucléotides qui agissent comme des régulateurs négatifs de l’expression post-

transcriptionnelle (Kim VN, 2005). Un seul miRNA peut cibler parallèlement plusieurs 

ARN messagères et ainsi inhiber l’expression de plusieurs gènes ; par conséquent les 

miRNAs ont le potentiel de modifier simultanément l’activité de plusieurs voies 

intracellulaires. Par exemple, en conditions physiologiques mir-124 inhibe l’expression 

des gènes non neuronaux dans les neurones (Lim LP et al., 2005).  Au cours de la MH, la 

dérégulation des miRNAs réglés par REST a été observée (Soldati C et al., 2013; Das E 

et al., 2013).   Très récemment Luthi-Carther et coll (Jovicic A et al., 2013) ont constaté 

que la HTT est aussi impliquée dans l’expression de mir-22, qui à son tour cible 

l’expression des HDACs et du corépresseur de REST RCoR.  

 

HTT et le complexe TORC-CREB 

La famille des coactivateurs TORCs (pour Transducers of Regulated CREB Activity) 

comprend TORC1, TORC2 et TORC3. Il s'agit de coactivateurs de CREB (Conkright 

MD et al., 2003) qui règlent positivement l’activité du promoteur du PGC-1, et par 

conséquence la transcription et la biogenèse mitochondriale (Wu Z et al., 2006).  
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Dans le cerveau les niveaux d’expression de TORC1 sont très élevés, en revanche 

TORC2 et TORC3 abondent dans les poumons et les muscles (Wu Z et al., 2006).  

TORC1 a un rôle dans la croissance des néurites pendant le développement des neurones 

corticaux dans la résistance au stress et dans la survie des neurones après ischémie (Wang 

B et al., 2008; Hietakangas V and Cohen S, 2008). 

Très récemment il a été suggéré que la HTT mutée pourrait interférer avec l’interaction 

TORC-CREB (Chaturvedi RK et al., 2012) ; ceci représente un mécanisme additionnel 

de répression sur la transcription du BDNF et de PGC-1, un cofacteur de transcription 

important dans la fonction mitochondriale  (pour une revue Chaturvedi RK and Beal MF, 

2013).  

 

HTT mutée interfère avec l’expression des récepteurs des neurotransmetteurs 

La diminution de l’expression des gènes pour des récepteurs spécifiques des 

neurotransmetteurs, y compris les récepteurs D1 et D2 de la dopamine et des récepteurs 

ionotropes et metabotropes du glutamate et du récepteur muscarinique de l’acetylcholine, 

a été relevée chez les patients MH et dans des modèles de souris (Cha JH et al., 1998; 

Penney JB and Young AB, 1982; Richfield EK et al., 1991; Faull RL et al., 1993).  

 

IV.3.2   Rôle de la HTT dans la dynamique des vésicules et le transport axonal; 

interaction avec les protéines HIP et HAP 

Les premières études de localisation subcellulaire ont indiqué que la HTT est une 

protéine cytosolique, associée aux microtubules et aux vésicules synaptiques (Gutekunst 

CA et al., 1995). Ces observations ont permis d’envisager pour cette protéine une 

fonction d'ancrage des vésicules, du cytosquelette et dans le transport des mitochondries, 

ou d'autres organites ou molécules. 

Depuis ces premières observations, de nombreuses études ont confirmé cette hypothèse. 

La HTT, sauvage et mutée, a été trouvée associée aux membranes des voies de sécrétion 

et d'endocytose (Velier J et al., 1998).  

De fait, la localisation de la protéine correspond en partie aux sites où la clathrine, 

s’accumule en couches ou en manteau.  
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Différents types de vésicules proviennent  des sites membranaires revêtus par la clathrine: 

i) celles de la voie sécrétoire du TGN (Trans Golgi Network, TGN), destinées à fournir 

des protéines aux lysosomes, aux endosomes, et à différents sites le long de la membrane 

plasmique ; ii) les vésicules pour l’endocytose qui interviennent dans la régulation de 

l’internalisation des récepteurs induite par un ligand, de la transduction des signaux 

intracellulaires et, comme les vésicules du TGN, dans le transfert de complexes des 

protéines aux éndosomes précoces (Pearse BM and Robinson MS, 1990). 

Dans le processus de l’endocytose la membrane s’invagine tout autour du complexe 

formé par la clathrine, le récepteur, et la protéine adaptatrice AP2, jusqu'à la fusion et au 

détachement de la vésicule de la membrane ; la GTPase dynamine intervient dans ces 

dernières étapes.  

 

L'interaction entre la HTT et la protéine HIP (pour Huntingtin Intracting Protein) est 

importante pour comprendre le rôle de ces protéines dans le trafic vésiculaire. La protéine 

HIP lie directement la clathrine et une sous-unité du complexe adaptateur de la clathrine 

AP2, la -adaptine (Metzler M et al., 2001; Waelter S et al., 2001b), une protéine 

directement impliquée dans la régulation de l’internalisation des récepteurs (Legendre-

Guillemin V et al., 2005), de plus son absence détermine l’apparition d’un syndrome 

neurologique dans les modèles murins (Metzler M et al., 2001; Hyun TS et al., 2004). 
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Figure 13 (d’après Waelter S et al., 2001b) : la fonction de HIP1 dans l’endocytose clathrine 

dépendante. HIP1 interagit avec les lipides phosphoinositides de membrane et, avec les protéines 

AP2 et AP180, contribue à la formation du manteau de clathrine aux sites d’invagination de 

membrane : avec son extrémité C-Terminale elle recrute les filaments d’actine à ces sites afin de 

régler les dimensions de la vésicule en formation. 

 

Dans les neurones tous les compartiments subcellulaires – y compris organelles, et 

protéines du cytosquelette – sont transportés le long des prolongements.  

Le transport axonal d’un cargo spécifique peut être bidirectionnel, antérograde et 

rétrograde, ou unidirectionnel ; encore on peut distinguer un transport lent et un transport 

rapide. Par exemple les structures membraneuses, organelles, vésicules synaptiques et 

endosomes, sont transportées dans les deux directions le long des microtubules (MTS 

pour Micro Tubular System) de façon rapide ; par contre les protéines du cytosquelette, 

actine, tubuline et  neurofilaments, sont transportées par le transport axonal lent. Ainsi le 

transport axonal rapide est assuré i) par la kinésine lorsqu'il est antérograde, vers les 

terminaisons axonales ; ii) par la dynéine, dans le cas du transport rétrograde vers le corps 

cellulaire neuronal.  

In vivo le transport bidirectionnel des vésicules doit être coordonné, la dynactine étant 

une protéine coordinatrice ; en particulier, la sous-unité p150glued de la dynactine est très 
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importante dans la médiation de l’attachement des cargos aux protéines motrices kinésine 

et chaînes intermédiaires de la dynéine (DIC, pour Dynein Intermediate Chain).  

Certains cargos, comme les récepteurs, se localisent aux terminaisons axonales par le 

transport antérograde et peuvent être ensuite internalisés et transportées à l’arrière dans 

les corps neuronaux, par la voie de l’endocytose et du transport rétrograde, pour être 

recyclés. Ce mécanisme est déterminant vis-à-vis de leur régulation. 

Des endosomes de tailles différentes, en particulier les organites multivésiculés 

(Multivescicular bodies, MVBs), prennent part au transport rétrograde.  

Le transport rétrograde sert aussi à transporter dans le corps cellulaire certaines protéines 

qui y sont dégradées. D’autres protéines, par exemple celles associées aux vésicules, sont 

transportées et dégradées aux terminaisons des axones ; c’est le cas par exemple de 

protéines SNAP-25 et Rab3A (Walch-Solimena C et al., 1995; Li JY et al., 1995 and 

1996). 

 

Par son domaine HEAT, la HTT interagit, au niveau de l’axone, avec la Protéine 

Associée à l’Huntingtine 1 (Huntingtin Associated Protein 1, HAP 1). Similairement à la 

HTT, la protéine  HAP 1 est soupçonnée avoir un rôle dans la dynamique de recyclage 

des récepteurs et dans le trafic des vésicules (Li XJ et al., 1995; Jacob TC et al., 2008). 

HAP1 interagit avec la dynéine/dynactine (Engelender S et al., 1997; Block-Galarza J et 

al., 1997) et avec la kinésine (McGuire JR et al., 2006) et serait le médiateur des 

interactions entre la HTT et ces protéines. Néanmoins, dans le cadre du transport 

rétrograde, l’interaction entre la HTT et la dynéine est aussi directe (Caviston JP et al., 

2007). 

La formation d’un complexe macromoléculaire formé par HTT, les protéines HAP1, 

dynéine/dynactine, la kinésine, les microtubules et la HTT est considérée essentielle à 

l’efficience du transport vésiculaire antérograde et rétrograde ; en particulière ce 

mécanisme joue un rôle de premier plan vis-à-vis de la régulation de la sécrétion du 

BDNF (Gauthier LR et al., 2004). 

La HTT serait dans ce complexe la protéine d’échafaudage pour recruter et positionner 

les vésicules éndosomales à la machinerie du transport axonal (Caviston JP et al., 2007; 

Caviston JP et al., 2011).  
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Egalement, HTT et HAP interagissent avec d’autres protéines impliquées dans le trafic 

vésiculaire comme Rab5 (Pal A et al., 2006), une petite GTPase impliquée dans le trafic 

des récepteurs Trk dans les endosomes précoces (Deinhardt K et al., 2006) et dans la 

régulation du transport rétrograde des vésicules TrkB-positives contenant le BDNF (Liot 

G et al., 2013).  

Il a été prouvé que l’effet de la HTT sur le transport axonal antérograde dépend de la 

phosphorylation de la HTT sur le résidu Ser 421. La phosphorylation de ce  résidu 

déterminerait le recrutement de la kinésine dans le complexe dynactine-microtubules et la 

directionalité du transport (Colin E et al., 2008; Zala D et al., 2008) (Fig. 14).  

 

Figure 14  (d’après Colin E et al., 2008) : modèle proposé pour expliquer comment la 

phosphorylation de la HTT joue un rôle de commutateur de diréctionalité du transport axonal. 

Quand HTT n'est pas phosphorylée, l'interaction de la kinésine-1 avec le complexe moteur est 

faible, la kinésine-1 est détachée de MTS et des vésicules. Dans ce cas le transport rétrograde 

prévaut.  

Lorsque la HTT est phosphorylée, l’association avec le complexe kinésine-1 est augmentée et la 

kinésine-1 est recrutée au complexe moteur, afin de promouvoir le transport antérograde. 
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HTT interagit aussi avec l’optinéurine (del Toro D et al., 2009), une protéine appartenant 

à la machinerie du transport antérograde lent dépendant de l’actine (Sahlender DA et al., 

2005). Ces deux dernières observations ont conduit à envisager pour la HTT un rôle de 

commutateur moléculaire pour modifier l’affinité des cargos à la machinerie du transport 

axonal et déterminer la directionalité.  

 

IV.3.3   Rôle dans l’embryogenèse et la neurogénèse 

L’association de la HTT au réseau microtubulaire par sa liaison à la dynéine et à la sous-

unité p150glued
 de la dynactine (Caviston JP et al., 2007; Caviston JP et al., 2011) 

explique aussi le rôle de la HTT dans l’embryogenèse et la neurogenèse.  

La HTT se retrouve enrichie aux pôles du fuseau mitotique en association avec d’autres 

protéines mitotiques nucléaires, telles que NuMA (pour Nuclear Mitotic Apparatus 

Protein), acteurs essentiels pour l’organisation des microtubules (Radulescu AE and 

Cleveland DW, 2010).  

En absence de HTT toutes ces protéines, dynéine, p150glued
 et NuMA sont dispersées. 

(Godin JD et al., 2010; Godin JD and Humbert S, 2011). 

Effectivement la HTT est indispensable pendant la phase précoce de l’embryogenèse. La 

délétion de la HTT dans les souris (hdh-/-) a pour conséquence une létalité in utero entre 

E8.5-E10.5 (Nasir J et al., 1995). A E6.5 les embryons de ces souris ne présentent pas de 

différence avec des embryons de souris WT du même âge. A E7.5 ils présentent une 

désorganisation cellulaire, et une augmentation des phénomènes d’apoptose (Zeitlin S et 

al., 1995). L’injection de cellules souches dans les embryons hdh-/- au stade de 

blastocyste (E4) permet un normal développement (Dragatsis I et al., 1998). 

La HTT a aussi un rôle dans la neurogenèse. Les neurones corticaux naissent à partir de 

cellules souches qui se divisent de manière symétrique pour s’auto-renouveler et 

engendrer deux cellules souches, ou asymétrique, pour produire une cellule souche et un 

neurone qui intégrera le futur cortex (Siller KH and Doe QC, 2009; Knoblich JA, 2008). 

L’orientation du fuseau joue un rôle dans la détermination du type de division. L’absence 

de HTT favoriserait la division asymétrique et la différenciation des progéniteurs au 

détriment de leur prolifération (Godin JD et al., 2010).  
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IV.3.4   Rôle anti-apoptotique et pro-survie 

L'apoptose est le mécanisme de mort cellulaire programmée ; elle est caractérisée par la 

condensation de la chromatine dans le noyau, la contraction du volume de la cellule, le 

renflement irrégulier de la membrane cellulaire, et la fragmentation de l'ADN.  

L’apoptose est déclenchée en réponse à différents signaux apoptotiques (phase 1) tels que 

la stimulation d'un récepteur de surface, la suppression des facteurs de croissance 

indispensables, ou l'exposition à divers agents chimiques, à des rayonnements ionisants 

ou UV, la chaleur, ou tous changements de l’osmolarité ; la cellule engage alors plusieurs 

voies de transduction de signal (phase 2) : comme l'activation (ou inactivation) de kinases 

(serine- , threonine-  et tyrosine- kinases), et phosphatases, et la synthèse des seconds 

messagers lipidiques, comme la céramide, la modification de l'expression de certains 

gènes, et l'activation de protéases spécialisées appelées caspases. Dans la phase finale 

(phase 3) - selon les niveaux relatifs des facteurs apoptotiques et de survie (comprenant la 

protéine p53 et les membres de la famille Bcl-2), ainsi que l’état métabolique de la 

cellule, y compris la bioénergétique mitochondriale - le programme de mort cellulaire est 

déclenché et la cellule assume les caractéristiques morphologiques typiques. 

Les caspases sont fondamentales pour la régulation de l'apoptose. Un lien étroit existe 

entre l’activation des caspases initiatrices (2, 8, 9, 10, 11, et 12) et les signaux pro-

apoptotiques. Une fois activées, les caspases initiatrices clivent et activent les caspases 

effectrices en aval (3, 6, 7), qui à leur tour exécutent l'apoptose par clivage de protéines.  

L'activation de Fas par FasL (ligand de Fas) et de TNFR (Tumor Necrosis Factor 

Receptor) par TNF, conduit à l'activation des caspases 8 et 10. Des lésions de l'ADN 

induisent l'activation de la caspase 2.  

Au niveau de la mitochondrie, le cytochrome c libérés des mitochondries endommagées 

est couplé à l'activation de la caspase 9.  

Plusieurs protéines pro-apoptotiques sont libérées de l’espace inter-membranaire en plus 

du cytochrome c : Smac / Diablo, AIF, HtrA2 et EndoG.  

Smac / Diablo se lie à la protéine XIAP ; ceci est une protéine anti-apoptotique qui inhibe 

l’activation des caspases 3, 7 et 9. Le lien de Smac/Diablo à XIAP empêche l’inhibition 

des caspases.  
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La caspase 11 est induite par des stimuli pro-inflammatoires et pro-apoptotiques 

pathologiques et entraîne l'activation de la caspase 1, favorisant ainsi la réponse 

inflammatoire et l'apoptose par activation de la caspase 3.  

Les caspases 12 et 7 sont activées dans des conditions de stress du réticulum 

endoplasmique. Certains de ces mécanismes sont résumés dans la figure 15. 

 

Figure 15 (d’après Mehmet H, 2000) : représentation schématique de l’apoptose. Il existe 3 voies 

de signalisation conduisant à l’apoptose. (a) Quand la mitochondrie reçoit des stimuli 

apoptotiques, des molécules comme le cytochrome c sont libérées dans le cytosol. Le cytochrome 

c forme un complexe avec Apaf-1 afin de cliver la procaspase 9 en une caspase 9 active. (b) 

L’oligomérisation des récepteurs de « mort » permet le recrutement de molécules adaptatrices 

impliquées dans l’activation de la caspase 8. La caspase 8 active est le résultat de la dimérisation 

des procaspases 8. (c) Un stress au RE permet la libération de Ca2+ et active la caspase 12. Les 

caspases initiatrices (9, 8,12) permettent l’activation des caspases exécutrices comme la caspase3. 

 

La famille des facteurs de transcription Forkhead of Transcription O (FoxO) favorise 

l'apoptose par régulation positive de molécules pro-apoptotiques telles que FasL et Bim. 

En revanche, l’activation de Akt, par action des ligands anti-apoptotiques, y compris les 
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facteurs de croissance et les cytokines, est responsable de la phosphorylation et de 

l’inhibition des facteurs FoxO et empêche l’activation de Bim.  

 

La HTT sauvage présente dans sa structure des sites de clivage pour les caspases. Ces 

sites sont importants dans le mécanisme de formation des agrégats, lorsque le domaine 

polyQ est sujet à expansions pathologiques. De même, ils témoignent que le rôle de la 

HTT est physiologiquement imbriqué avec les mécanismes qui règlent la survie 

cellulaire. 

 

Le travaux cités dans le paragraphe concernant le rôle de la HTT pendant l’embryogenèse 

démontrent qu’au cours du développement l’invalidation du gène de la HTT provoque 

l’augmentation de la mort cellulaire programmée chez la souris (Zeitlin S et al., 1995; 

Dragatsis I et al., 1998). 

Le rôle anti-apoptotique de la HTT pourrait être expliqué par plusieurs mécanismes :  

i) la HTT règle la transcription dans les neurones corticaux (Zuccato C et al., 2001 et 

2003) et le transport au striatum par la voie cortico-striée (Gauthier LR et al., 2004) 

du facteur de croissance BDNF, essentiel pour la maintenance des neurones.  

ii) La HTT interagit avec HIP1, une protéine contenant un domaine ‘death effector’; 

lorsque que l’interaction entre HTT et HIP1 est déficitaire, HIP1 interagit avec un 

partner alternatif Hippi déclenchant un mécanisme apoptotique dépendant de 

l’activation de la caspase 8 (Gervais FG et al., 2002).  

iii) Par interaction avec la protéine synaptique PSD-95, HTT règle la neurotransmission 

au niveau post-synaptique, par exemple déterminant la densité des récepteurs 

NMDARs et par conséquent les niveaux d’excitabilité neuronale, l’entrée du Ca2+, 

l’excitotoxicité et en fin la mort neuronale. 

iv) Enfin la HTT est le substrat d’Akt (serine/thréonine kinase) et de la "Serum and 

Glucocorticoid-induced Kinase" (SGK). Akt et SGK sont des acteurs majeurs dans 

les voies de signalisation pro-survie (Colin E et al., 2005; Rangone H et al., 2004). 
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IV.4 La HTT mutée. Propriétés et mécanismes pathogéniques 

additionnels 

 

IV.4.1   Le clivage de la HTT mutée  

L’expansion du domaine polyQ modifie la protéolyse de la HTT mutée. Ainsi le clivage 

de la protéine mutée par l’action de plusieurs protéases engendre des fragments de 

différentes tailles, qui ont été caractérisés dans les extraits post mortem des patients MH 

ainsi que dans les tissus animaux et les modèles cellulaires.  

Une étude attentive faite par Hermel en 2004 permet une reconstruction dynamique des 

événements de clivage. In vivo ils montrent qu’initialement la caspase 2 lie directement la 

HTT mutée entière, avec affinité proportionnelle à la longueur du domaine polyQ et 

spécifiquement dans les régions affectées. Les niveaux d’expression et l’activité de cette 

caspase, tout comme ceux des autres caspases qui agissent en aval, sont plus hauts dans 

les régions et dans les populations neuronales affectées au cours de la MH. De plus les 

niveaux de la caspase 2 seraient inversement corrélés à ceux du BDNF. La caspase 7, 

enrichie dans les MSNs, serait aussi capable de se lier à la forme entière de la HTT 

mutée. L’action combinée de ces 2 premières caspases avec celles qui agissent en aval, 

rend le processus de clivage plus efficient (Hermel E et al., 2004). 

L’invalidation des sites de clivage des 5 caspases (caspases 1, 3, 6, 7, 8) sur la HTT 

mutée diminue la mortalité cellulaire observée in vitro (Wellington CL et al., 2000; 

Graham RK et al., 2006).  

 

Outre que par les caspases, la HTT mutée subit le clivage des calpaïnes et des 

metalloproteases.  

Les calpaïnes sont des cystéines protéases dépendantes du Ca2+, abondant dans les 

neurones. Les calpaïnes  et m peuvent cliver la HTT mutée (Kim YJ et al., 2001) aux 

résidus 469 et 536 (Gafni J et al., 2004) ; la calpaïne  engendre les fragments les plus 

petits (40-60kda) (Mende-Mueller LM et al., 2001). L’expression de la calpaïne  est 

induite fortement dans les souris transgéniques exprimant la forme entière de la HTT 

mutée (YAC128) (Cowan CM et al., 2008) et dans le noyau caudé des patients (Gafni J 

and Ellerby LM, 2002). L’activation de la calpaïne  est augmentée en réponse à 
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l’injection intrastriatale de l’acide 3 nitropropionique (3NP) chez les rats ; cette 

augmentation est corrélée à la toxicité cellulaire et son inhibition pharmacologique a un 

effet neuroprotecteur (Bizat N et al., 2003).  

Les métalloprotéases de la matrice (MMP) sont des endopeptidases dépendantes du zinc. 

La HTT mutée est clivée par la MMP-10 en position 402. Le niveau de MMP-10 active 

est fortement accru chez les souris exprimant la forme entière ou le fragment N-Terminal 

de la HTT mutée (YAC128, R6/2) (Miller JP et al., 2010). L’inhibition de MMP-10 

diminue la mort neuronale dans la lignée murine Hdh111Q/111Q et diminue les déficits 

moteurs dans les modèles de drosophile exprimant le fragment HTT 336-128Q (Miller JP 

et al., 2010). 

Des fragments de la HTT mutée observés dans des lignées cellulaires exprimant la HTT 

mutée, ne correspondent pas à l’action de protéases connues. C’est le cas des fragments « 

cp-a » et « cp-b » générés par la coupure de la HTT respectivement entre les acides 

aminés 104 -144 et les acides aminés 146 -214 (Lunkes A et al., 2002).  

 

Les mécanismes par lesquels la HTT mutée clivée nuirait à la viabilité de la cellule 

restent mal compris. Les fragments N-terminaux de la HTT mutée sont plus toxiques que 

la forme entière (DiFiglia M et al., 1997; Lunkes A and Mandel JL, 1998; Saudou F et 

al., 1998; Li H et al., 2000). Une possible explication à cette toxicité accrue consiste dans 

le fait qu’ils peuvent facilement transloquer dans le noyau.  

La translocation des fragments de la HTT mutée est réglée par le niveau de leur 

phosphorylation. La phosphorylation de la protéine sur les sérines 13 et 16 augmente sa 

localisation au noyau (Gu X et al., 2009; Havel LS et al., 2011). De plus, la 

phosphorylation sur la sérine 16 inhibe l’export de la protéine du noyau au cytoplasme, 

inhibant l’interaction de la HTT mutée avec la protéine TPR, une protéine du pore 

nucléaire (Cornett J et al., 2005). La coexistence de ces deux phénomènes permettrait 

l’accumulation des fragments N-terminaux de la HTT mutée au noyau, une étape clé pour 

la mort neuronale dans la MH (Saudou F et al., 1998). 
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IV.4.2   Formation des agrégats 

Les agrégats ont été mis en évidence par l’immunoréaction contre l’ubiquitine et la HTT 

mutée dans l'étude des modèles murins transgéniques de MH (Mangiarini L et al., 1996; 

Davies SW et al., 1997) et dans l'étude post-mortem des cerveaux de patients (DiFiglia M 

et al., 1997). Leur rôle dans la pathogénie de la MH est toujours discuté mais ils restent 

une signature pathologique de la maladie.  

 

Ils sont constitués des fragments N-terminaux dérivant de la protéolyse de la HTT mutée. 

Ils contiennent un grand nombre d'autres protéines, en particulier l'ubiquitine, les sous-

unités 20S, 19S, et 11S du protéasome 26S, la protéine GRP78, un chaperon du réticulum 

endoplasmique qui se retrouve normalement associé aux protéines mal repliées ou 

partiellement assemblées afin de les cibler pour la protéolyse (Voges D et al., 1999), les 

chaperons Hsp70, et Hsp40, le chaperon potentiel 14–3-3, une protéine qui lie l’ARN et 

l’ -synucléine (Waelter S et al., 2001b). Leur immunoréactivité pour la γ-tubuline, un 

marqueur du centrosome et la stricte association aux filaments de vimentine, qui se 

répartissent autour des agrégats en formant des structures à anneaux, indiquent qu’ils ont 

une structure similaire à celle de centrosomes (Waelter S et al., 2001a). Leur formation 

peut être inhibée par la surexpression des protéines chaperonnes Hsp40 et Hsp70 

(Muchowsky PJ et al., 2000) 

 

En ce qui concerne le mécanisme de formation des agrégats, le domaine NT17 de la HTT 

mutée et le domaine polyQ peuvent interagir entre eux, accélérant l'agrégation (Thakur 

AK et al., 2009). Les fragments de la HTT contenant l’expansion pathologique du 

domaine polyQ adoptent une structure  pour créer des formes globulaires (Poirier MA et 

al., 2002). Ces feuillets  peuvent être anti-parallèles (« polar zipper ») (Perutz MF, 

1995), ou parallèles et former des structures en épingles à cheveux (« hairpin »). 

L'assemblage de plusieurs monomères  détermine la formation d'une unité 

protofibrillaire, dégradable par l’utilisation de détergents comme le SDS. Une fibre 

mature peut ainsi résulter de 2 protofibrilles ou 1 protofibrille combinées avec des 

oligomères. Les fibres matures créent un agrégat insoluble. 
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Les agrégats sont présents dans l’ensemble de la cellule : le cytoplasme, le noyau 

(inclusions intranucléaires, NII) et dans les prolongements des neurones. L'apparition des 

agrégats dépend du nombre de répétitions dans le domaine polyQ (Scherzinger E et al., 

1997; Martindale D et al., 1998; Li H et al., 1999).  

Le nombre des agrégats augmente avec la progression de la maladie, mais leur rôle dans 

la pathogénie de la MH est toujours discuté. 

Il n’existe pas de corrélation entre les NII et la mort neuronale. Les régions contenant le 

plus de cellules avec des NII sont celles qui ne dégénèrent pas (Gutekunst CA et al., 

1999). In vitro, la présence des agrégats dans les neurones corrèle positivement avec leur 

survie (Arrasate M et al., 2004; Saudou F et al., 1998). 

 

Les études post mortem effectuées sur les tissus des patients atteints de MH à tous les 

stades ont démontré que contrairement aux inclusions intranucléaires, la présence 

d’agrégats au niveau des néuropiles dans le cortex cérébral et dans le striatum est corrélée 

avec la neuropathologie (Gutekunst CA et al., 1999). Au cours de stades précoces de la 

maladie les neurites se montrent dystrophiques avant la mort cellulaire (DiFiglia M et al., 

1997; Sapp E et al., 1999). La présence d'agrégats dans les neurites a suggéré qu'ils 

pourraient provoquer leur dégénérescence, probablement par le dérèglement de la 

fonction synaptique (Li H et al., 2000). 

 

On a vu, dans un paragraphe précédant que les facteurs de transcriptions, mais aussi les 

protéines chaperonnes et les protéines impliquées dans le transport peuvent être piégées 

par la HTT mutée au cours de la formation des agrégats. Les inclusions sont aussi 

ubiquitylées, impliquant l’activation du système ubiquitine-protéasome (UPS).  

 

L’inhibition de la formation des agrégats par le tréhalose, un disaccharide, permet une 

amélioration du phénotype moteur chez les souris R6/2 (Tanaka M et al., 2004).  

Un rôle des transglutaminases (TGs) dans la stabilisation des agrégats a été proposé.  

Les TGs réalisent la transamination, l'incorporation de polyamine et la désamination de 

glutamines sur les séquences polyQ. L'expression de la TG2 est fortement augmentée 

dans le cerveau de patient (Lesort M et al., 2000; Karpuj MV et al., 2002a). La TG2 
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serait présente dans les inclusions intranucléaires (Zainelli GM et al., 2003) et son 

inhibition par la cystéamine diminue le nombre de NII et améliore le phénotype de la 

maladie (Van Raamsdonk JM et al., 2005; Karpuj MV et al., 2002b).  

Toutefois l’expérimentation in vitro d’autres traitements anti-agrégants a produit des 

résultats controversés (Sanchez I et al., 2003; Wood NI et al., 2007).  

 
IV.4.3    Dérégulation du Système Ubiquitine-Protéasome au cours de la MH 

Dans la cellule les protéines mal repliées, comme c’est le cas des feuillets  de la HTT 

mutée,  sont pour la plupart reconnues sur la base de leurs sites hydrophobes accessibles 

aux chaperons et, lorsqu’il est impossible de les replier à leur état naturel, elles sont 

adressées pour la protéolyse. Les voies les plus importantes pour éliminer les protéines 

mal repliées de l'environnement cellulaire sont les systèmes ubiquitine-protéasome, UPS, 

et l’autophagie.  

Une description détaillée du fonctionnement de l’UPS est faite au cours de la section 

concernant la Maladie de Parkinson et la Parkine, une E3 ubiquitine-protéine ligase 

impliquée dans cette maladie. 

La dysfonction de l’UPS est soupçonnée d'être impliquée dans toutes les maladies à 

expansion de polyQ. En effet les agrégats intracellulaires qui se retrouvent dans ces 

maladies sont immunoréactifs à l'ubiquitine, Ub (Davies SW et al., 1997; DiFiglia M et 

al., 1997). Il a été soupçonné que, soit à cause de sa résistance à la dégradation, soit parce 

qu'il entraîne la formation d'agrégats piégeant les composants de l’UPS, l’expansion du 

domaine polyQ pourrait bloquer et/ou saturer l’UPS.  

Au sujet de la dégradation du domaine polyQ des résultat discordants ont été publiés : le 

domaine polyQ pourrait être résistant au clivage (Venkatraman P et al., 2004) ou 

complètement dégradé à la suite de clivages réguliers (toutes les 10 glutamines) (Pratt G 

and Rechsteiner M, 2008).  

En ce qui concerne la saturation de l’UPS, en effet - l’expansion du domaine polyQ lui 

conférant de nouvelles propretés toxiques - la HTT mutée et mal repliée utiliserait le 

stock d'ubiquitine libre et des protéines chaperonnes, provoquant l’inhibition de ce 

système (Bence NF et al., 2001; Bett JS et al., 2009).  
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L’activité de l’UPS est diminuée dans plusieurs régions du cerveau (cervelet, cortex, SN, 

noyaux caudé et putamen) et dans les fibroblastes de patients atteints de MH (Seo H et 

al., 2004) à tous les stades.  

Dans les modèles animaux, des changements dans la polyubiquitylation ont été observés 

dans les cerveaux entiers de souris MH (Bennett EJ et al., 2007) et l’activité synaptique 

de l’UPS a été trouvée significativement diminuée in vitro et in vivo (Wang J et al., 

2008). 

D’autre part in vitro, si l’inhibition du protéasome augmente la formation des agrégats 

contenant la HTT mutée et l’Ub (Waelter S et al., 2001a), son activation protège de 

l’excitotoxicité glutamatergique (Seo H et al., 2007). 

 

IV.4.4    La HTT mutée et l’autophagie 

L’autophagie est normalement activée afin d’éliminer les protéines endommagées, 

lorsque celles-ci excèdent la dimension du petit pore du protéasome (pour les grandes 

protéines ou les complexes multiprotéiques), ou les composantes cellulaires 

endommagées de la cellule (mitochondries et péroxysomes). L’autophagie implique la 

formation d’une structure à double membrane, l’autophagophore, dont l’origine est 

encore obscure mais implique potentiellement l’appareil de Golgi, le réticulum 

endoplasmique, la membrane plasmique et/ou la mitochondrie.  

En s’allongeant l’autophagophore englobe les cibles de la dégradation dans la structure à 

double membrane, on parle alors d’autophagosome. Ce dernier peut fusionner avec les 

lysosomes ; les hydrolases acides des lysosomes dégradent le contenu de 

l’autophagosome.  

 

L’autophagophore suit des étapes successives de maturation qui ont été bien décrites chez 

la levure : a) son initiation, en réponse à une variété de stimuli, comme la privation de 

nutriments ou l’inhibition de mTOR (pour mammalian Target Of Rapamycin, cible de la 

rapamycine des mammifères), par la rapamycine, implique l’activation des complexes 

ULK1 et 2, normalement inhibés par mTOR; b) pendant la nucléation, la Becline-1 et les 

protéines Vps (Vacuolar Protein Sorting) Vps34 et Vps15, se localisent sur le site à 

double membrane où nait l’autophagophore.  
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Successivement pendant c) l’élongation, les protéines du groupe des Atgs, avec des 

caractéristiques similaires aux protéines conjugatrices de l’ubiquitine E2,  sont recrutées 

sur l’autophagophore en phase de transformation.  

La Becline-1 est jugée indispensable pour l’autophagie. Toutefois, l’existence d’une voie 

autophagique alternative Becline-1 indépendante est questionnée (Scarlatti F et al., 

2008).   

De façon analogue, chez les mammifères la Becline-1 s’associe à une structure pre-

autophagosomale (PAS, Pre Autophagosomal Structures) avec Vps34 et Vps15, pour 

former la structure ‘core’ de l’autophagophore.  

De nombreuses protéines prennent part à la formation et à la maturation de 

l’autophagosome chez les mammifères, par exemple la Atg14L, une protéine localisée au 

réticulum endoplasmique, et d'autres protéines avec les fonctions les plus variées, comme 

des protéines anti-tumorales (à l'image de UVRAG) ou, comme la protéine AMBRA, 

ayant un rôle dans développement et dans le transport neuronal, dans la dynamique des 

membranes (Bif, Bax Interacting Factor), ou dans le système de défense contre le stress 

oxydant (PINK1). Celles-ci interagissent plutôt avec Beclin-1 et non directement avec 

l’autophagophore (revu dans Kang R et al., 2011).  

Chez les mammifères la protéine Chaîne Légère 3 de la protéine associée aux 

microtubules, LC3 (Microtubules Associated Protein, Light Chain 3), l'orthologue 

mammifère de l’Atg8p de levure, se retrouve directement associée aux membranes de 

l’autophagosome. Suite à l’induction de l’autophagie, la forme cytosolique, LC3-I, se 

conjugue avec la phosphatidyléthanolamine formant la LC3-II et est recrutée à 

l’autophagosome (Kabeya Y et al., 2000). 
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Figure 16 (d’après Kang R et al., 2011) : (a) Les différents stades de l’autophagie. LC3-II et Rab-

9 sont des marqueurs de l’autophagie dépendante de Atg5/Atg7. (b) L’initiation est soutenue par 

l’activation des complexes ULK1 et ULK2, normalement inhibés par mTOR. (c) La nucléation 

dépend des complexes formés par Becline1-Vps34-Vps15 et autres protéines. (d) L’élongation du 

phagophore est mediée par deux systèmes de conjugaison ‘ubiquitin-like’ qui ensemble 

promeuvent l’assemblage du complexe ATG16L et la modification de LC3. PE, 

phosphatidylethanolamine. (e) La maturation est promue par LC3, Becline 1, les protéines 
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associées aux membranes lysosomales LAMP-1 et -2 (pour Lysosome Associated Membrane 

Protein 1 and 2), la protéine liante le GTP RAB7, la ATPase SKD1, le squelette cellulaire, le pH 

des lysosomes est possiblement la preseniline 1 (PS1). (f) Le cycle de reformation lysosome 

autophagique (ALR, pour Autophagic Lysosome Reformation). La voie de signalisation mTOR 

est inhibée pendant l’initiation de l’autophagie, mais réactivée par la privation des nutriments 

prolongée. La réactivation de mTOR dépend de l’autophagie et de la dégradation des produits 

autolysosomaux. L’augmentation de l’activité de mTOR modère le flux autophagique et engendre 

des tubules proto-lysosomaux et des vésicules qui sont expulsées des autolysosomes pour enfin 

mûrir en lysosomes fonctionnels, pour le renouvellement du pool des lysosomes dans la cellule.  

 

Le fait que le Lithium et la rapamycine ont un effet additif sur l’induction de 

l’autophagie, a mené à la découverte d’une voie mTOR-indépendante, pour l’induction 

de l’autophagie. Le lithium provoque l’inhibition l’Inosotole Monophosphatase (IMPase) 

qui à son tour provoque la diminution de l’Inositole 3 Phosphate (IP3) (Sarkar S et al., 

2005).  

 

La dysfonction de l’autophagie (dépendante ou indépendante de mTOR) a été mise en 

cause dans la pathogénie de plusieurs maladies neurodégénératives associées à la 

formation d’inclusions intracellulaires comme la MH, la MP, la Sclérose Latérale 

Amyotrophique, les ataxies spinocérébelleuses (SCAs)  (Berger Z et al., 2006; 

Ravikumar B et al., 2002; Webb JL et al., 2003; Fornai F et al., 2008).  

De façon complémentaire, il a été démontré que chez la souris l’ablation de gènes 

essentiels pour l’autophagie provoque l’apparition d’un phénotype neurodégénératif avec 

des troubles de la motricité et la présence d’inclusions intracellulaires (Hara T et al., 

2006; Komatsu M et al., 2006). 

En ce qui concerne la MH, les évidences expérimentales présentées par plusieurs groupes 

indiquent un rôle de l’autophagie. L’induction de l’autophagie provoque la diminution 

des deux formes, agrégée et soluble, de la HTT mutée et la diminution de la toxicité. 

D’autres observations ont été utiles afin de comprendre le rôle de l’autophagie dans la 

MH. 

1) La Becline-1 est diminuée dans les cerveaux des patients MH (Shibata M et al., 2006).  
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2) Les niveaux de Becline-1 sont inversement corrélés à la formation d’agrégats de HTT 

mutée et la Becline-1 peut se trouver séquestrée dans les agrégats (Shibata M et al., 

2006). 

2) La rapamycine a un effet neuroprotecteur in vitro et in vivo dans les modèles  

(drosophiles et souris) transgéniques de la MH (Ravikumar B et al., 2002 and 2004).  

4) Le tréhalose, un disaccharide avec fonction de chaperon chimique, augmente le flux 

autophagique (mTOR-indépendante) et la dégradation de la HTT mutée (Sarkar S et al., 

2007). 

 

IV.4.5    La dysfonction mitochondriale au cours de la MH  

En raison de la vulnérabilité particulière du striatum aux mécanismes du stress oxydant la 

pathogénie de la MH est étroitement liée à la dysfonction mitochondriale (revu dans 

Damiano M et al., 2010). La description des anomalies mitochondriales au cours de la 

MH est faite aux cours des sections VI et VII. 
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V.  Mécanismes pathogéniques au cours de la MP  
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V.3.3.a  DJ1 : une protéine senseur du stress oxydant    p. 129 

V.3.3.b  PINK1 est impliqué dans la mitophagie      p. 130 

V.3.4     Dysfonctions synaptiques au cours de la MP     p. 131 
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V.3.4.b  Dysfonctions post-synaptiques       p. 134 
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signalisation intracellulaire        p. 135 
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V.1      Mécanismes pathogéniques de la MP : leçons apprises de la 

génétique 

Une grande partie des données sur les mécanismes pathogéniques impliqués dans la MP 

dérive des études de dénervation dopaminergique striatale complète, obtenue par 

l’administration des toxines 6-hydroxy dopamine (6-OHDA) ou 1-méthyl-4-phényl- 

1,2,3,6-tétrahydropyridine (MPTP) dans différents modèles, comme les rats (Schwarting 

RK and Huston JP, 1996) et les singes (Jenner P et al., 1986). 

Toutefois les études sur les gènes impliqués dans la MP ont fourni une caractérisation 

moléculaire plus précise de ces mécanismes, qui sont de fait communs aux  plus 

fréquentes formes sporadiques de la maladie.  

Globalement à partir des études qui ont exploré la fonction des gènes associés à la MPF 

plusieurs hypothèses ont été formulées pour expliquer la mort des neurones 

dopaminergiques de la SNc. Les hypothèses les plus accréditées accordent un rôle de 

premier plan i) aux mécanismes qui déterminent le mauvais repliement (systèmes de 

contrôle de qualité)  et l’agrégation des protéines et ii) à la dysfonction mitochondriale et 

au stress oxydant qui en résulte.  

Cette section comprend des approfondissements sur les systèmes de contrôle de qualité ;  

une attention particulière est donnée aux études concernant les fonctions de la protéine 

Parkine, le sujet de mon étude publiée.  

Comme pour la MH, la description des anomalies mitochondriales causées par Parkine et 

PINK1 est faite aux cours de la section VI du Chapitre II, section VI : « La fonction 

mitochondriale et son implication dans la MH et MP » et section VIII dédiée à mon projet 

sur la MP. 

En revanche dans cette section j’ai inclus la description d’autres mécanismes, 

indispensables pour la physiologies neuronale et qui ont été impliqués, bien que moins 

univoquement, dans la pathogénie de la maladie, tels que iii) la dysfonction synaptique, et 

iv) la participation aux voies de signalisation intracellulaires.  

C’est probablement la combinaison des défauts de plusieurs de ces mécanismes, dont la 

régulation converge à des sites multiples, qui déclenche la dégénérescence neuronale au 

cours de la MP.  
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V.2      Les différents modèles génétiques de MP et leur utilité 

Depuis la découverte des gènes associés aux formes monogéniques on a assisté à une 

grande prolifération des modèles génétiques (revu dans Dawson TM and Dawson VL 

2010; Trancikova A et al.,  2011a) dont les plus utilisés sont les modèles murins. Des 

informations très utiles ont aussi été obtenues par l’étude des modèles de 

drosophile (Botella JA et al., 2009) ; zebrafish (Steele SL et al., 2013) et Caenhorabditis 

elegans (Harrington AJ et al., 2010).  

 

Modèles murins 

Des modèles murins ont été générés surexprimant de façon constitutive ou conditionnelle 

les formes mutées des gènes associées aux formes dominantes de MP, SNCA et LRKK2.  

Les stratégies de surexpression dans ces modèles diffèrent, par exemple dans l’utilisation 

des promoteurs hétérogènes tels que les promoteurs PrP (Prion Protein), PDGFb (Facteur 

de croissance des plaquettes), TH (Thyrosine hydroxylase) et Thy-1 (une protéine 

neuronale), BA (-Actine). L’utilisation différentielle de ces promoteurs confère 

différentes propriétés aux gènes surexprimés, concernant la spécificité tissutale et les 

niveaux d’expression achevés. Dans les modèles à expression conditionnelle les 

promoteurs Cre-loxP basés sur la protéine ROSA26 endogène et le promoteur du CMV 

réglable par les tétracyclines ont été utilisés (Trancikova A et al.,  2011a).  

 

Les gènes associés aux formes récessives PARK2, DJ1 et PINK1 ont été invalidés dans 

les modèles murins (souris KO, pour Knock Out), afin de modéliser la maladie (Tableau 

3). 
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GENE  DELETION 

(EXON)  

REFERENCES 

KO 3 Goldberg M., 2003 ; Itier J, 2003 ; Stitchel C., 2007 

KO 2 Perez F et al., 2005 

 

PARK2 

KO 7 Von Coelln R et al., 2004 

PINK1 KO 4-7 Kitada T et al.,  2007 

KO 1-5 Chen L et al., 2005 

KO 2 Goldberg M et al.,  2005 

 

DJ1 

KO 2-5 Kim R et al., 2005b 

 

Tableau 3 (d'après Trancikova A,  2011a) : les groupes qui ont généré les modèles souris KO 

pour les principaux gènes associés aux formes récessives de MPF sont reportés. 

 

De l’étude de ces modèles il émerge  que la perte de fonction de ces gènes provoque des 

altérations de la neurotransmission toutefois, aucun d’entre eux ne présente une claire 

dégénérescence dopaminergique. 

Des modèles doubles ou triples transgéniques existent, qui se sont révélés utiles afin de 

découvrir les interactions entre les gènes associés à la MPF. 

 

DOUBLE/TRIPLE MUTANTS REFERENCES 

PrP- A53T-syn/DJ1-KO Ramsey C et al., 2010 

PrP- A53T-syn/PARK2-KO Von Coelln R et al., 2006 

Thy-1- A30P-syn/PARK2-KO Fournier M et al., 2009 

BA- -syn/PARK2-KO Stitchel C et al., 2007 

TH- -syn/PARK2-KO Stitchel C et al., 2007 

PARK2-KO/PINK1-KO/DJ1-KO Kitada T et al., 2009 

 

Tableau 4 : les groupes qui ont généré les différents modèles des souris doubles ou triples 

transgéniques qui existent pour étudier la fonction gènes associés à la MPF.  
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La caractérisation de ces modèles a fourni des informations importantes. Par exemple, les 

agrégats positifs au marquage pour l’-synucléine apparaissent, en absence de 

neurodégénérescence dopaminergique et globalement elles ne sont pas modifiées par 

l’invalidation des gènes PARK2 ou DJ1. 

A des âges avancés, les modèles doubles transgéniques créés par Stichel  présentent, dans 

les neurones dopaminergiques, des altérations ultrastructurelles mitochondriales plus 

marquées par rapport aux contrôles non transgéniques (Stichel CC et al., 2007).  

 

Modèles de drosophile 

Les modèles de drosophile créés pour étudier la fonction Parkine et PINK1, se sont 

révélés très utiles pour la caractérisation des dysfonctions mitochondriales dans les 

formes récessives de la MP et  des interactions fonctionnelles entre les gènes (Greene JC 

et al., 2003; Pesah Y et al., 2004; Ziviani et al., 2010; Clark IE et al., 2006; Park J et al., 

2006; Yang Y et al., 2006).  

Des modèles de drosophile existent pour les formes liées aux gènes SNCA (Feany MB 

and Bender WW, 2000; Xun Z et al., 2007 et 2008) et DJ1 (Menzies FM et al., 2005; 

Meulener M et al., 2005; Park J et al., 2005; Yang Y et al.,  2005). 

 

Modèles zebrafish 

La stratégie morpholino a été utilisée pour invalider la fonction de Parkine (Flinn et al., 

2009), PINK1 (Anichtchik O et al., 2008; Xi Y et al., 2010; Sallinen V et al., 2010; 

Priyadarshini M et al., 2013), DJ1 (Bretaud S et al., 2007)  et LRKK2 (Sheng D et al., 

2010; Ren G et al., 2011) dans des modèles zebrafish (Danio rerio) (pour une revue 

Steele SL et al., 2013).  
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Figure 17 (modifiée d’après Steele SL et al., 2013) : A) représentation schématique de la 

génération des modèles zebrafish par la stratégie morpholino. B) Image d’un poisson normal (wt, 

wild type). C et D) exemples des résultats obtenus par la caractérisation des modèles de zebrafish, 

KO pour PINK1 (C, dégénérescence des neurones TH+) et Parkine (D, défaut de l’activité du 

Complexe I de la chaîne respiratoire mitochondriale). 

 

Le gène PARK2 a aussi été surexprimé dans un modèle de zebrafish (Fett ME et al., 

2010) ; le rôle anti-apoptotique et neuroprotecteur de cette protéine a été mis en évidence 

dans l’étude de ce modèle.  

 

Modèles Caenorhabditis elegans 

Des approches transgéniques ont également été utilisées pour modéliser la MP dans le 

nématode Caenorhabditis elegans. Les orthologues des gènes associés à la MPF existent 

dans le nématode y compris, PARK2 (PDR-1), PINK1 (rose-1), DJ-1 (djr-1.1, 1.2), 

LRRK2 (lrk-1), ATP13A2 (capt-6 ) et GBA (F11E6.1, TO4A8.7). Chez le Caenorhabditis 

elegans l’invalidation de ces gènes porte à la dégénérescence des neurones 

dopaminergiques et une sensibilité accrue aux toxines mitochondriales (Saha S et al., 
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2009; Ved R et al.,  2005; Sakaguchi-Nakashima A, et al., 2007; Karpinar DP et al., 

2009; Gitler AD et al., 2009b).  

 

Modèles générés par le transfert, virus-médié, de gènes  

L’expression du gène codant pour l’ -synucléine a été ciblée à la SN des rats par 

transfert de gènes par des vecteurs viraux. Différentes stratégies, utilisant des lentivirus 

ou des adénovirus (AAV), ont été utilisées. La génération de ces modèles a été utile par 

exemple dans la caractérisation du processus de formation des agrégats dans la SN (revu 

dans Tranchikova A et al., 2011a).  

 

Modèles  cellulaires 

Plusieurs modèles  in vitro existent pour la MP et trouvent une application extensive dans 

les protocoles de surexpression ou invalidation des gènes en question.  

1- Fibroblastes dérivés i) des patients atteints des différentes formes de MPF, (Mortiboys 

H et al., 2008; Piccoli C et al., 2008; Pacelli C et al., 2011) ii) des modèles murins 

décrits (Matsuda N et al., 2010; Amo T et al., 2011);  

2- cultures neuronales dérivées des modèles, murins ou de drosophile (Gispert et al., 

2009; Burman et al., 2011; Yu et al.,  2011) ;  

3- plusieurs types de lignées cellulaires de mammifères, y compris des lignées de 

dérivation dopaminergiques (par exemple Yang Y et al., 2006; Exner N et al.,  2007; 

Sandebring A et al.,   2009b).  

4- cellules souches (Perrier Al et al., 2004; Rodriguez-Gomez JA et al., 2007; Sonntag 

KC et al., 2007; Liu S et al., 2009; Cooper O et al., 2010). 
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La MP modélisée par invalidation de la fonction mitochondriale dans les neurones 

dopaminergiques  

En plus de ces modèles classiques, à l’appui de l’importance des mécanismes liés à la 

physiologie mitochondriale dans la pathogénie de la MP, il a été démontré que la 

présence de défauts de l’ADN mitochondrial suffit à reproduire certaines caractéristiques 

de la MP, telles que la dégénérescence neuronale progressive, la diminution de la 

dopamine striatale et un phénotype de troubles de la motricité typiques d’un syndrome 

parkinsonien, altérations qui témoignent de la dysfonction nigro-striée.  

Ces observations ont été faites sur des modèles où les neurones dopaminergiques ont été 

ciblés pour l’introduction des défauts mitochondriaux tels que : i) défauts de la 

transcription et de la maintenance de l'ADN mitochondrial (l’invalidation du gène codant 

pour le facteur de transcription TFAM, (génotype DAT
cre/+; TFAM

loxP/loxP (Ekstrand MI et 

al., 2007)) ; ii)  ou défauts du complexe I de la chaîne respiratoire  (invalidation du gène 

codant pour la sous-unité Ndufs4 (génotype DAT
cre/+; Ndufs4

loxP/loxP  (Sterky FH et al., 

2011)) ; ou encore iii) coupures dans la structure double brin de l'ADN mitochondrial 

induites par l'expression conditionnelle de l'endonucléase mitochondriale mito-PstI  
(promoteur DAT-tTA (Pickrell AM et al., 2011).  
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V.3      Mécanismes pathogéniques 

V.3.1    Protéinopathies, l’ -synucléine et la formation des agrégats 

La découverte quasi contemporaine que des formes familiales de MP sont liées à des 

mutations pathogéniques dans le gène SNCA et que le produit de ce gène, l’ -synucléine, 

est la principale protéine composante des LBs, les stigmates de la MP, communs aux 

formes familiales et aux plus fréquentes formes sporadiques, a mérité à la MP la 

catégorisation dans les protéinopathies ou aggrégopathies (Polymeropoulos MH et al., 

1996 et 1997; Spillantini MG et al., 1997; Singleton AB et al., 2003; Zarranz JJ et al., 

2004). 

Au cours de la pathogénie des protéinopathies, les inclusions se produisent avant 

l'apparition de la dégénérescence neuronale et leurs propriétés (taille, forme et 

composition en protéines) sont caractéristiques pour chaque type de maladie.  

Les inclusions de -synucléine sont mises en évidence dans les synucléinopathies, y 

compris la MP, la démence à corps de Lewy, (Dementia with Lewy Bodies, DLB), et 

l’atrophie multi-système (Multiple System Atrophy, MSA), alors que la protéine tau, 

associée aux microtubules, est la composante majeure de dépôts protéiques dans les 

tauopathies.  

Les inclusions contiennent souvent plusieurs autres protéines du cytosquelette, une 

variété des protéines HSPs (pour Heat Shock Proteins) et l'ubiquitine (Chin SS and 

Goldman JE, 1996; Richter-Landsberg C, 2008; Dohm CP, et al., 2008; Jellinger KA, 

2012) 

Les tauopathies et les synucléinopathies partagent certaines caractéristiques cliniques et 

pathologiques (Galpern WR and Lang AE 2006; Lee VM et al., 2004) ; de plus il a été 

montré que l'-synucléine facilite la fibrillation et l'agrégation de la protéine tau (Geddes 

JW, 2005; Giasson BI et al., 2003; Riedel M et al., 2009).  

In vitro l’ -synucléine est nativement dépliée, manquant de structure secondaire. 

Pourtant la protéine est capable de se lier, par les répétitions de l’extrémité N-terminale, 

aux membranes phospholipidiques, adoptant une conformation -hélicoïdale dans 

plusieurs sites ; de plus, le domaine hydrophobe central est un domaine -composant 

non-amyloide qui lui confère, en présence de mutations pathogéniques, la capacité de 

former des agrégats (Bertoncini CW et al., 2005). 
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Figure 18 (d’après Martin I, 2011) : structure de l’-synucléine et mutations pathogéniques. 

Représentation des domaines disposés de l’extrémité N-terminale à l’extrémité C-terminale.  

Un nombre de répétitions imparfaites KTKEGV (bandes blanches) dans les régions N-terminale 

et centrale NAC (pour « Non Amyloid Component ») sont aussi indiquées.  

 

La formation des agrégats consisterait en un processus de nucléation : de fait in vitro les 

fibrilles préformées, générées des formes tronquées ou entières de l'-synucléine 

recombinante, peuvent rentrer dans les neurones primaires, probablement par un 

mécanisme d’endocytose, et promouvoir le recrutement de l' -synucléine endogène 

soluble dans les LBs and LNs insolubles (Volpicelli-Daley LA et al., 2011).  

Ce processus conduit enfin à la formation de structures riches en feuillets , en forme de 

oligomères et polymères d’ordre supérieur présents dans les cerveaux des patients MP, 

des animaux transgéniques et dans le modèles cellulaires exprimant les formes mutées ou 

multipliées du gène SNCA  (Lee HJ and Lee SJ., 2002; Miller DW et al., 2004; Sharon R 

et al., 2004; Lee VM and Trojanowski JQ, 2006; Luk KC et al., 2009; Outeiro TF et al., 

2009). La formation des fibrilles est considérée comme nécessaire pour déclencher la 

dégénérescence (revu dans Martin I et al., 2011). 

Des modifications post-traductionnelles, telles que la phosphorylation et l'ubiquitylation 

de l'-synucléine au sein de ces structures auraient lieu à l'intérieur de la cellule (Luk KC 

et al., 2009;  Volpicelli-Daley LA et al., 2011). 

Les nouvelles découvertes concernant le processus de nucléation des agrégats à la suite 

l'endocytose des fibrilles  préformées expliqueraient comment la neurodégénérscence au 

cours de la MP, mais aussi  d'autres maladies reconnues comme protéinopathies comme 

la maladie d'Alzheimer et la SLA, ne soit pas un phénomène autonome spécifique d'une 

région cérébrale, mais au contraire puisse se propager d'une région à l'autre d’une 

manière similaire à celle observée dans les pathologies déterminées par les prions (pour 

une revue Jucker M and Walker L, 2013).  



 114 

En effet les LBs se retrouvent tout le long de l’axe neural et aussi dans les ganglions des 

plexus de Meissner's et Auerbach du trait gastro-intestinal, dans les neurones du système 

sympathétiques, dans la médulle de la glande surrénale, dans le cœur et le système de 

conduction cardiaque (revu dans Goedert M et al., 2013).  

Plusieurs études ont démontré que les inclusions contenants l’-synucléine apparaissent 

en une séquence temporelle prédictible dans parties différentes du cerveau ;  six stades de 

progression neuropathologique ont été décrit par rapport à la distribution des LBs. Le 

bulbe olfactif et le noyau dorsal du nerve vague sont normalement les premières stations 

intéressées du système nerveux central (stade 1 ; fig. 19). La présence des LBs dans le 

trait gastro-intestinal innervé par le nerve vague a fourni une première preuve de la 

propagation du processus d’agrégation le long des circuits nerveux ; toutefois si l’intestin 

représente la station d’entrée, d’où le processus de fibrillation et formation d’agrégats se 

propage de manière rétrograde au cerveau via le nerve vague, ou s’il est atteint à la suite 

de la propagation antérograde des agrégats ayant origine du bulbe olfactif est une 

question toujours ouverte (Braak H et al., 2006; revu dans Goedert M et al., 2013).  

En effet il a été démontré, in vitro et in vivo, que lorsqu’elle est surexprimée l'-

synucléine peut se propager directement de neurones aux cellules souches embryonnaires 

saines adjacentes et induire la formation des agrégats (Desplats P et al., 2009). Les 

greffes de neurones dopaminergiques embryonnaires ou fœtaux transplantés dans le 

striatum de patients Parkinsoniens développent des LBs positifs au marquage pour  l'-

synucléine  après seulement 11-16 ans (Kordower JH et al., 2008a et b; Li JY et al., 

2008). Ces observations sont étonnantes et représentent un pas énorme dans la 

compréhension des phénomènes de neurodégénérescence. 
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Figure 19 (modifiée d’après Goedert M et al., 2013) : les cas de MP avec les inclusions de -

synucléine peuvent être classifiés selon la distribution des lésions. La progression de la maladie 

implique la diffusion de la pathologie aux différentes régions cérébrales et la péjoration de la 

pathologie dans les régions primitivement affectées. a | Progression rostro-caudale du processus 

pathologique (flèches). Les différentes gradations de rouge indiquent la progression de la sévérité 

de la maladie, le rouge plus foncé correspondant à une atteinte majeure. b | Stade 1 : lésions 

localisées au bulbe olfactif, le noyau olfactif antérieur et/ou le noyau moteur dorsal des  nerves 

vagal and glossopharyngeal. Stade 2 : les lésions sont observées dans le tegmentum pontine (locus 

coeruleus, noyau magnocellular de la formation réticulaire, et noyau du raphé). c | Stades 3 et 4 : 

les lésions atteignent le noyau pedunculopontine,  le noyau  cholinergique magnocellulaire basal, 

la SNc (stade 3), l’hypothalamus, des parties du thalamus et le mesocortex antéromedial 

temporal, la première région corticale atteinte (stade 4). L’apparition des symptômes cliniques de 

MP correspond au stade 3 ou à la phase précoce du stade 4. d | Stades 5 et 6 : les lésions 

atteignent les régions associatives du neocortex de deuxième (stade 5) et premier ordre et les 

régions primaires (stade 6). 

 

In vivo plusieurs facteurs biologiques et environnementaux peuvent contribuer à la 

formation des fibrilles et d'oligomères d'-synucléine. 

La dopamine ou les sous-produits dérivant de son oxydation peuvent avoir un impact 

direct sur la conformation de l'-synucléine, favorisant la formation des structures 

protofibrillaires et des  agrégats toxiques (Conway KA et al., 2001; Outeiro TF et al., 

2009). 
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Le stress oxydant et nitrosatif favorise l’agrégation de l'-synucléine (Giasson BI et al., 

2000). Avec l'âge, l’augmentation des niveaux du stress oxydant et l’accumulation des 

dégâts dans les macromolécules peuvent favoriser l'agrégation.  

L'exposition aux toxines mitochondriales telles que la roténone et le paraquat peut 

également promouvoir l’agrégation de l'-synucléine (Manning-Bog AB et al., 2002; 

Sherer TB et al., 2002).  

 

Fait intéressant : l’observation que dans des conditions de stress l’association entre -

synucléine et Parkine augmente au niveau des inclusion ubiquitylées (Choi P et al., 2001) 

a suggéré que l’-synucléine est un substrat de Parkine (Shimura H et al., 2001).  

Le manque des agrégats dans les formes de MPF associées aux mutations du gène 

Parkine pourrait donc suggérer que l’ubiquitylation des protéines composantes des Corps 

de Lewy est un mécanisme de défense envers la toxicité de l’-synucléine (Petrucelli L et 

al., 2002; Yang Y et al., 2003; Yamada M et al., 2005). 

 

V.3.2    Dysfonctions des systèmes de contrôle de qualité  

La présence des LBs, constitués de protéines mal-répliées et modifiées et de protéines 

chaperonnes Hsp (pour Heat shock proteins ; Hsp 90, Hsp 70 et le co-chaperon Hsp 40 

dans le cas des LBs), suggère que le stress intracellulaire et les systèmes de protéostasie 

et de contrôle de qualité jouent un rôle dans leur formation. 

L’augmentation des niveaux des protéines Hsp représente une première ligne de défense 

lorsque les protéines anormalement repliées s'accumulent : elles gardent les protéines 

endommagées dans un état déplié, empêchant leur agrégation irréversible, afin de les 

rendre aptes à être repliées.  

Le réticulum endoplasmique, RE, est le siège d’un deuxième mécanisme pour dégrader 

les protéines endommagées. Lorsque le repliement des protéines sécrétoires dans le RE 

est défectueux, elles sont rétro transportées dans le RE et y sont dégradées par le système 

de dégradation spécifique ERAD (pour Endoplasmic Reticulum Associated Degradation). 

Le système UPR (pour Unfolded Protein Response) s’active dans le RE lorsqu’on 

dépasse sa capacité de replier ou dégrader ces protéines (pour une revue Ron D and 

Walter P, 2007). Pendant l’activation de la UPR, la cellule active des chaperons, comme 
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BiP (pour « ER  Luminal Binding Protein »), composant de l’ERAD, et en même temps 

inhibe la translation des protéines.  

A son tour la faillite de l’UPR à restaurer l’homéostasie du RE, ou son excessive 

activation, déclenchent l’apoptose (Kim I et al., 2008). 

Un troisième mécanisme de la machinerie de dégradation des protéines consiste en la 

formation de l’aggrésome, soit des inclusions autour du centre organisationnel des 

microtubules proches ou comprenant le centrosome (Johnston JA et al., 1998). Les 

protéines destinées à la dégradation aggresomale sont activement transportées le long des 

microtubules au centrosome. Les aggrésomes sont dégradés par la macroautophagie 

(Johnston JA et al., 1998) déjà décrite dans la section IV, relative à la pathogénie de la 

MH. 

Une coopération étroite existe entre ces systèmes des chaperons moléculaires et le UPS 

(pour Ubiquitin-Proteasome System), le système le plus important de dégradation des 

protéines. Plusieurs composantes de l'UPS, comme les enzymes E2, certains chaperons et 

l’ubiquitine sont aussi des composantes de l’ERAD ou prennent part dans l’organisation 

de l’aggrésome (revu dans Rankin CA et al., 2011; Olanow CW et al., 2004). Certains 

agrégats, à cause de leurs dimensions, sont normalement exclus du protéasome. Ils 

peuvent être dégradés alors par l'activation de la machinerie de l'autophagie (Jellinger 

KA, 2010).  

 

La formation des agrégats peut dériver d'une dysfonction dans chacune de ces étapes des 

systèmes de protéostasie. Le rôle des agrégats dans la pathogénie de plusieurs maladies 

neurodégénératives est toujours débattu. Dans une première phase de la dégénérescence 

neuronale, ils pourraient représenter un mécanisme pour séquestrer des protéines qui, 

ayant perdu leur conformation, résulteraient toxiques si elles étaient solubles ; en cercle 

vicieux, avec la progression de la neurodégénérescence ils pourraient devenir une 

surcharge pour les systèmes de contrôle de qualité.  

 

V.3.2.a  L’ -synucléine et l’autophagie 

A propos de l’-synucléine, il n’est pas toujours clair si un mécanisme en particulier, 

entre l’UPS, l’autophagie par chaperons ou la macro-autophagie est responsable de sa 
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dégradation (Bennett MC et al., 1999; Paxinou E et al., 2001; Webb JL et al., 2003). Ces 

mécanismes pourraient coopérer. Néanmoins il semble que l’inhibition de l’autophagie 

soit plus marquante, par rapport à l’inhibition de l’UPS, dans la prévention de la 

dégradation de l’-synucléine, qui d'ailleurs est repérée dans des vésicules 

morphologiquement similaires aux vésicules autophagiques. De plus, l’activateur de 

l’autophagie, la rapamycyne, promeut sa dégradation (Webb JL et al., 2003) et, de 

manière spéculaire, dans des condition d’inhibition de l’autophagie la monoubiquitylation 

de l’-synucléine promeut la formation d’agrégats (Rott R et al., 2008). 

 

V.3.2.b. Le système UPS et la fonction de Parkine 

Au delà de la présence des LBs dans les formes sporadiques de la MP, l’hypothèse que 

les dysfonctions des systèmes de contrôle de qualité et en particulier du système UPS 

puissent avoir un rôle dans la pathogénie de la maladie est soutenue par l’étude des 

protéines associées à la MPF. De celles-ci deux, Parkine et  F-box 7 jouent un rôle dans 

la conjugaison de l’ubiquitine aux substrats, et une troisième, UCH-L1, est un enzyme de 

de-ubiquitylation. 

 

Les protéasomes consistent en des grands complexes avec activité de protéase, constitués 

de multiples domaines catalytiques. Ils sont présents dans le cytosol et le noyau de toutes 

les cellules eucaryotes afin de dégrader les protéines dans le contexte des systèmes de 

contrôle de qualité et de l’équilibre protéostatique de la cellule (Peters JM et al., 1994) 

Le protéasome 26S est un complexe multi-catalytique, constitué de l’unité catalytique 

centrale 20S, et des unités régulatrices périphériques 19S (Fig. 20). L’unité 20S contient 

six résidus de sérine, au niveau desquels se localise l'activité de protéase dépendant de 

l’ATP, avec activités chymotrypsine, trypsine et  caspase-simile. 

 

L'ubiquitine, Ub, est un peptide de 79 acides aminés (9,8 kDa) présent dans toutes les 

cellules. L’ubiquitylation des protéines représente une modification post-traductionnelle 

des plus importantes dans la régulation de plusieurs aspects de la biologie cellulaire 

(Komander D and Rape M, 2012). Il s’agit d’une cascade enzymatique en trois étapes : i) 

l’activation de l’Ub par l’enzyme E1 ; ii) la conjugaison de l’Ub à un enzyme E2 ; iii) le 
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transfert de l’Ub à son substrat par des ligases E3. Les ligases E4 catalysent l’élongation 

des chaînes de ubiquitine. 

Le début de l’ubiquitylation consiste en la formation d’un lien entre le résidu de Glycine 

(Gly) C-terminal de Ub et le groupe aminé ε d'un résidu de Lysine (Lys) de la protéine 

cible. 

 Il existe au moins trois types d’ubiquitylation des protéines selon le site d’une Ub déjà 

attachée où la chaîne de molécules de Ub s’allonge: i) formation des chaînes de poly-Ub 

sur la Lys 48, ii) formation des chaînes de poly-Ub sur la Lys 63, et iii) 

multimonoubiquitylation, au cours de laquelle Ub se fixe à plusieurs  résidus Lys d’une 

même protéine, une seule Ub y est attachée. 

La présence d’au moins quatre résidus de Ub, liés à la Lys 48, cible la protéine à la 

dégradation par le système UPS.  

Par contre la présence de chaînes de polyUb formées sur les résidus Lys 63 a des 

fonctions non protéolytiques et peut représenter un signal pour l’activation de certaines 

kinases ou pour l’endocytose (Pickart CM, 2001a; Sun L and Chen ZL, 2004)  

 

Figure 20 (d’après Sarikas A et al., 2011) : le système UPS. L’ubiquitine (Ub) est activée en 

manière dépendante de l’ATP par un enzyme E1, et transférée à un enzyme E2 (ubiquitine-

conjugase). Un enzyme E3 ubiquitine-protéine ligase lie la protéine substrat et l’enzyme E2 

chargée de l’ubiquitine afin de transférer l’ubiquitine, pendant les réactions de mono-, multi- (pas 

montrée) ou polyubiquitylation. La modalité de l’ubiquitylation détermine le destin de la protéine. 

Le protéasome 26S, constitué d’unités régulatrices 19S (gris clair) et catalytique 20A (gris foncé), 

est indiqué. 

 



 120 

En ce qui concerne les ligases E3, les grandes protéines contenant un domaine RING 

(Really Interesting New Gene) peuvent fonctionner comme sous-unités uniques, lorsque 

les petites protéines contenant un domaine RING forment des complexes multimériques, 

comme dans la famille des ligases E3 CRL (pour Cullin Ring Ligases), comprenant les 

complexes Skp1-Cullin-F-box, SCF. Ces complexes sont constitués par une protéine 

d'échafaudage (Cullin ou Skp), une protéine « ring-finger », et une protéine adaptatrice, 

souvent une protéine Fbox, pour la liaison au substrat (Pickart CM, 2001b; Deshaies RJ 

and Joazeiro CA, 2009; Feldman RM et al., 1997). La spécificité de la réaction 

d'ubiquitylation est réglée par les ligases E3 (Pickart CM, 2001b).  

Deux classes distinctes de ligases E3 existent qui agissent avec des mécanismes 

différents. Les ligases E3 RING transfèrent l’Ub du résidu de Cystéine catalytique de E2 

au substrat, elles fonctionnent donc comme adaptateurs ; les ligases E3 HECT (pour 

Homologous to E6AP Carboxy-Terminus) lient directement l’Ub par formation d’un 

intermédiaire thioestère avant de transférer l’Ub au substrat (Dye BT and Schulman BA, 

2007).  

Récemment, un troisième mécanisme, hybride, a été décrit pour les ligases E3 RBR (pour 

RING Between RING) (Wenzel DM et al., 2011). Dans les ligases E3 RBR le domaine  

RING1 transfère l’Ub du E2 à une Cystéine (Cys) catalytique du domaine RING2 ; le 

résidu de Ub est ensuite transféré au substrat (Wenzel DM et al., 2011; Wenzel DM and 

Klevit RE, 2012).  

13 RBR ligases E3 existent chez l'homme, y compris Parkine (Wenzel DM and Klevit 

RE, 2012 ; Byrd RA and Weisseman AM, 2013) (Fig.21).  
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Figure 21 (d’après Martin I, 2011) : structure de Parkine et mutations pathogéniques.  La 

représentation des domaines, disposés de l’extrémité N-terminale à l’extrémité C-terminale, 

comprend : les domaines UBL (pour « Ubiquitin-Like ») et les deux RING (pour « Really 

Interesting New Gene »), séparés par un IBR domaine (pout « In-Between RING »). 

 

L’ubiquitylation ou plus fréquemment la polybiquitylation des protéines peut contribuer à  

régler leur localisation, l’assemblage en complexes, l'activité ou encore le ‘turnover’ d’un 

substrat.  

 

Les fonctions de Parkine 

Comme E3 ubiquitine-protéine ligase, Parkine interagit avec un nombre de partenaires et 

substrats putatifs dans plusieurs compartiments cellulaires et dans différentes conditions 

physiologiques : i) au compartiment synaptique, ii) dans le cytoplasme et sur le 

cytosquelette, iii) directement à la mitochondrie ; d’autre part  elle intervient dans la 

régulation de protéines dans différentes conditions de stress cellulaire et pendant 

l’apoptose.  

Ces interactions lui confèrent la capacité d’intervenir dans la régulation des fonctions très 

importantes de la physiologie neuronale. De plus,  Parkine est médiatrice des deux types 

d’ubiquitylation, sur les résidus K48 et K63.  L’ubiquitylation K63 des substrats est 

censée médier des activités protéasome-indépendantes, telles que la réparation de l’ADN, 

l’endocytose et la signalisation via le NfkB ; il a été proposé que les deux types 

d’ubiquitylation pourraient être activées comme stratégies alternatives pour éviter la 

surcharge de l’UPS (pour revue Lim KL and Lim GG, 2011).    
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Substrats de Parkine au compartiment synaptique  

La protéine 1 du  contrôle de la division cellulaire (Cell Division Control related protein 

1, CDCrel-1), une protéine d’environ 44 kDa appartenant à la famille des Septines, est un 

substrat de Parkine ciblé à la dégradation. CDCrel-1 est associée aux vésicules 

synaptiques dont elle réglemente la libération (Zhang Y et al., 2000). Cette activité est 

altérée en présence des formes mutées de Parkine (Dawson TM and Dawson VL, 2003).  

D’autres protéines synaptiques sont ciblées à la dégradation dépendante du protéasome 

par Parkine, dont synaptotagmine XI (Huynh DP et al., 2003), synphiline-1, une protéine 

associée à l’-synucléine (Chung KK et al., 2001), et la forme O- glycosylée de 22 kDa 

de l’-synucléine (Sp22) (Shimura H et al., 2001). L’interaction entre Parkine, 

synphiline-1 et -synucléine pourrait être importante dans le processus de formation des 

agrégats (Chung KK et al., 2001). 

La forme non glycosylée, mal repliée, du transporteur de la dopamine (DAT) est un 

substrat de Parkine pour l’ubiquitylation et la dégradation (Jiang H et al., 2004). 

Dégradant la forme mal repliée de DAT, Parkine favorise l’expression et la fonction de sa 

forme native.  

Les protéines PDZ (pour PSD-95, Disc large, Zona occludens), CASK (Fallon L et al., 

2002) et PICK (Joch et al., 2007) interagissent avec Parkine mais elles ne sont pas des 

substrats pour la dégradation. L’interaction avec ces protéines a lieu par de courtes 

séquences spécifiques au niveau du domaine C-terminal de Parkine, dans le contexte de 

la formation des complexes multiprotéiques à la densité post synaptique ; ces complexes 

contiennent la protéine PDZ, PSD-95, la sous-unité NR2B des récepteurs NMDR et la 

protéine kinase calcium-calmoduline- dépendante II, CaMKII, 1a. Dans ce contexte 

Parkine est médiatrice de la monoubiquitylation de PICK qui semble prévenir 

l’hypéractivation des canaux ioniques et l’excitotoxicité (Joch M et al., 2007). 

 

Substrats de Parkine dans le contexte de la UPR et de l’apoptose 

Imai et ses collaborateurs ont observé que le récepteur Pael-R (pour Parkin associated 

endothelin-like Receptor), un polypeptide transmembranaire couplé à la protéine G  est 

aussi un substrat de Parkine pour la dégradation (Imai Y et al., 2001). Pael-R est très 

exprimé dans les neurones TH+, dopaminergiques, et il a été trouvé accumulé dans le 
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cerveau des patients atteints des formes récessives à début précoce de MP (Imai Y et al., 

2001; Dawson TM and Dawson VL, 2003).  

La surexpression de Pael-R élicite l’activation de l’UPR et la mort cellulaire à la suite de 

la formation d’agrégats insolubles dans le réticulum endoplasmique, RE. Lorsqu'elle est 

surexprimée, Parkine favorise, avec l'aide des E2s Ubc6 et Ubc7, situées dans le RE, la 

dégradation des agrégats insolubles de Pael-R (Imai Y et al., 2001; Dawson TM and 

Dawson VL, 2003). D’autre part, l’activation de la UPR, provoquée par une variété de 

stress, y compris H2O2 et choc thermique, cause l’augmentation des niveaux des protéines 

marqueurs spécifiques, comme BiP, et de la même Parkine afin de prévenir une 

hyperactivation de ce système (Imai Y et al., 2000; Yang Y et al., 2003), jouant ainsi un 

rôle neuroprotecteur.  

 

Dans le contexte de la UPR, la formation d’un complexe fonctionnel constitué par 

Parkine, et les protéines chaperonnes Hsp70 et CHIP (pour Carboxyl Terminus of the 

Hsc-70 Interacting Protein) a un rôle clé dans la détermination du destin des protéines ; 

par ailleurs la formation de ce complexe représente un mécanisme additionnel pour régler 

les niveaux de Pael-R.  

Le chaperon Hsp70, de manière dépendante de l’ATP, règle par des cycles de 

liaison/détachement aux sites hydrophobes des protéines cibles, la renaturation des 

protéines qui reprennent  leur conformation native dès qu'elles sont libérées (Bukau B 

and Horwich AL, 1998). En revanche CHIP empêche l’interaction entre la protéine cible 

(Pael-R est un cas) et Hsp70 et rend la protéine en question disponible pour 

l’ubiquitylation et la dégradation (Ballinger CA et al., 1999). Les deux, Hsp 70 et CHIP, 

interagissent avec Parkine, mais l’interaction entre Parkine et CHIP est plus forte que 

celle entre Parkine et Hsp70 (Imai Y et al., 2002). L’activité de Parkine serait facilitée 

dans ce contexte, augmentant la dégradation de Pael-R. 

BAG 5, une autre protéine qui empêche l’activité chaperonne de Hsp70 serait importante 

dans la formation des LBs.  Parkine constituerait la cible de BAG5, se retrouvant 

séquestrée au sein des LBs suite à l’interaction avec elle (Kalia SK et al., 2004).   
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La sous-unité p38 du complexe aminoacyl-ARNt-synthétases, ARS, est une protéine 

importante dans le contexte de la synthèse protéique et dans la signalisation apoptotique 

(Ivanov VN and Ronai Z,  2000; Corti O et al., 2003). p38 est aussi ciblée par Parkine à 

la dégradation via le UPS (Corti O et al., 2003). La mort cellulaire, qui suit la 

surexpression et l’accumulation de p38 peut être prévenue par la surproduction 

concomitante de Parkine. La protéine p38 se retrouve localisée dans les LBs. 

 

Dans le contexte des voies de signalisation qui mènent à l’activation des réponses liées au 

stress et à l’UPR, il a été remarqué que la sous-unité  γ1 de la phopholipase C, PLC γ1 est 

un substrat de Parkine pour la dégradation (Dehvari N et al., 2008). L’importance de 

cette interaction est discutée après dans le paragraphe V.3.5 : Participation des protéines 

impliquées dans les formes hérédodégénératives de MP aux majeures voies de 

signalisation intracellulaire. 

 

Substrats de Parkine dans le cytoplasme 

La Parkine est capable d’interagir avec Culline 1 et Fbw7 (ou Fbox7, voir section I : 

génétique de la MP), dans le complexe SCF Fbw7, pour dégrader la cycline E (Staropoli JF 

et al., 2003). L’activation des cyclines semble avoir un rôle dans les mécanismes de 

neurodégénérescence, probablement par un mécanisme de réactivation du cycle 

cellulaire (Verdaguer E et al., 2002; Becker EB and Bonni A, 2004) ; des niveaux plus 

élevés de cycline E  ont été constatés dans le cerveau de patients porteurs de mutations 

dans le gène PARK2 (Staropoli JF et al., 2003).  

 

Toujours dans le cytoplasme, la Parkine interagit avec le système des microtubules. Les 

microtubules sont formés par des hétérodimères  de / tubuline ; ainsi les niveaux de 

chaque monomère,  ou , sont strictement réglés. La Parkine est responsable de 

l’ubiquitylation et la dégradation des la -  et de la - tubuline (Ren Y et al., 2003; Zhao J 

et al., 2003). En conditions de stress la Parkine lie les microtubules avec grande affinité, 

faisant fonction de MAP (pour Microtubule Associated Protein) en les stabilisant (Ren Y 

et al., 2003). Ces interactions auraient un rôle dans la régulation de la formation de 
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l’aggrésome. La Parkine y intervient, étant recrutée au centrosome, lorsque le système 

UPS est inhibé (Zhao J et al., 2003; Jiang Q et al., 2008).  

 

Substrats de Parkine qui affectent la régulation de la transcription  

SIM 2 est un facteur de transcription localisé dans le noyau, à brève durée de vie. Il 

représenterait aussi un substrat de Parkine pour la dégradation. En effet il a été démontré 

qu’une fraction mineure de Parkine, normalement est localisée dans le cytoplasme, peut 

se retrouver dans le noyau (Okui M et al., 2005).  

Ran BP2 est un substrat de Parkine pour l’ubiquitylation et la dégradation (Um JW et al., 

2006). Il s’agit d’une SUMO (pour Small Ubiquitin MOdifiers) ligase E3. Ran BP2 est 

aussi une composante du complexe du pore nucléaire (Fried H and Kutai U, 2003), pour 

la régulation de l’export des cargos du noyau. Dans ce contexte, Ran BP2 règle les 

niveaux de HDAC4, une déacétylase responsable de la condensation de la chromatine et 

de la répression de la transcription.  

 

L’activité E3 de Parkine règle la fonction mitochondriale 

Fbw7 est la protéine adaptatrice dans le complexe SCF Fbw7 (Deshaies RJ and Joazeiro 

CA, 2009; Feldman RM et al., 1997). 

Il a été montré que par son activité E3 ubiquitine-protéine ligase Parkine directement et 

indirectement joue un rôle anti-apoptotique : en conditions de stress Parkine est 

directement responsable de la poly-ubiquitylation de la protéine pro-apoptotique Bax, 

prévenant son accumulation à la mitochondrie et l’activation de l’apoptose dépendante 

des caspase (Johnson BN et al., 2012). De plus, Parkine stabilise indirectement la 

protéine anti-apoptotique de la famille Bcl-1, Mcl-1, localisée sur la membrane externe 

mitochondriale. Celle-ci serait ubiquitylée, via le complexe SCF Fbw7 et ciblée au 

protéasome. La Parkine, dégradant Fbw7, prévient la dégradation de Mcl-1 et contribue à 

la survie des neurones en conditions de stress oxydant (Ekholm-Reed S et al., 2013). 

En réalité l’interaction entre Parkine et Fbox7 pourrait aller au-delà de la relation ligase 

E3-substrat et jouer un rôle dans la régulation de la voie mitophagique dépendant de 

Parkine et PINK1, comme il a été très récemment suggéré (Burchell VS et al., 2013).  
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Le modulateur essentiel de NFkB (NFkB Essential Modulator, NEMO) est réglé 

positivement par Parkine : cette interaction à son tour comporte l’activation de 

l’expression de OPA1, stimulant la fusion mitochondriale, la production de l’ATP et ainsi   

la réponse pro-survie de la cellule (Muller-Rischart AK et al., 2012). 

Le répresseur de la transcription PARIS (Parkin Interacting Substrate) est un substrat 

pour l’ubiquitylation et la dégradation médiée par Parkine et il s’accumule dans le 

cerveau des patients avec des mutations de PARK2 (Shin JH et al., 2011). La cible de 

PARIS est PGC-1, un facteur central dans la régulation de la transcription 

mitochondriale, décrit dans la section VI, relative à la fonction mitochondriale. L’action 

de Parkine sur PARIS semble être spécifique sur les neurones de la SNc.  

De plus, d’autres protéines mitochondriales au sens strict sont ciblées à la dégradation par 

Parkine, directement à la mitochondrie. Il s’agit des protéines VDAC, Mfns et Miro ; le 

rôle de Drp1 comme substrat de Parkine pour la dégradation est encore discuté. Le rôle 

de ces interactions est important dans le contexte de la mitophagie, de la dynamique et de 

la morphologie mitochondriale et est traité dans la section VI.  

 

Régulation de l’activité de Parkine 

La régulation de la Parkine peut avoir lieu au niveau transcriptionnel. L’expression du 

gène Parkine est augmentée par ATF4 : effectivement, un site de lien CREB/ATF4 est 

présent dans le promoteur du gène PARK2 (Bouman L et al., 2011), ce qui pourrait 

expliquer le rôle que la protéine joue dans la réponse UPR.  

Entre les autre facteurs de transcription, p53 aurait aussi un rôle positif sur la 

transcription du gène PARK2 ; au contraire c-Jun et N-myc auraient un effet de répression 

(West AB et al., 2004; Zhang C et al., 2011). 

 

Les modifications post-translationnelles réglant l’activité de Parkine sont L’auto-

ubiquitylation, la phosphorylation et la S-nytrosilation. Il a été démontré que l’auto-

ubiquitylation est facilitée par la présence de la forme clivée de la protéine PINK1 (Xiong 

H et al., 2009; Chaugule VK et al., 2011). L’interaction avec la protéine SUMO E3 ligase 

Ran BP2 faciliterait l’auto-ubiquitylation de Parkine, non l’ubiquitylation directe de 

Parkine par Ran BP2 (Um JW et al., 2006).  
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La phosphorylation de Parkine, constitutivement active sur plusieurs résidus de sérine, est 

faite par les kinases PKA, PKC et CK-A ou la c-Abl tyrosine kinase et règle 

négativement l’activité de Parkine. Cette phosphorylation est inhibée pendant des 

situations de stress (Yamamoto A et al., 2005; Imam SZ, et al., 2011).  

La S-nytrosilation de la Parkine sur des résidus de cystéine règle son activité (Chung KK 

et al., 2004 ; Yao D et al., 2004). Cette régulation serait bi-phasique : dans les cellules en 

culture exprimant Parkine la présence de S-nytrocysteine déterminerait précocement 

l’activation de Parkine, en revanche des traitements prolongés, jusqu'à 24h ou plus, 

détermineraient son inhibition (Yao D et al., 2004).  

 

Enfin, les interactions entre Parkine et certains de ses substrats représentent des 

mécanismes de régulation de son activité.  

Par exemple, au sein de l’interaction avec Hsp70, déjà décrite, l’activité de Parkine est 

inhibée, par un mécanisme de lien compétitif au substrat (Kalia SK et al., 2004; Imai Y et 

al., 2002). L’interaction compétitive de Parkine et -synucléine avec la protéine 14-3-3η, 

une autre protéine similaire aux chaperons, a été observée. L'augmentation de 

l’expression de la -synucléine enlève l’inhibition que la protéine 14-3-3η produit sur 

l’activité de Parkine (Sato S et al., 2006).  

 

V.3.2.d UCH-L1 et la MP  

La protéines UCH-L1 (pour Ubiquitin Carboxy Terminal Hydrolase 1), une des plus 

abondantes dans le cerveau, se retrouve dans les Corps de Lewy (Lowe J et al., 1990). Il 

s’agit d’un enzyme de de-ubiquitylation spécifique des neurones ; son domaine C-

terminal lui confère une activité d’hydrolyse des liaisons entre les molécules d’ubiquitine 

; cette activité de UCH-L1 assure le recyclage des molécules d’ubiquitine.  

Également, un rôle de ubiquitine ligase a été suggéré pour UCH-L1 (Liu Y et al., 2002). 

En 1998, une variante faux-sens à l’état hétérozygote de UCH-L1 (Ile93Met)  a été 

associée dans une famille allemande à une forme autosomique dominante de MPF 

(PARK5, OMIM 613643) (Leroy E et al., 1998). La protéine UCH-L1 Ile93Met mutée a 

en effet une activité hydrolytique réduite à 50% de l’activité de la protéine sauvage, par 

conséquent, les sujets porteurs de cette mutation sont censés avoir 75% de l’activité 
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normale. Depuis cette première famille, aucune autre mutation pathogénique de UCH-L1 

n’a été identifiée dans les formes familiales et sporadiques de MP, mais seulement un 

polymorphisme (Ser18Tyr) (Lincoln S et al., 1999; Wintermeyer P et al., 2000). Le rôle 

pathogénique ou protecteur de ce polymorphisme ainsi que la réelle association du gène 

UCH-L1 avec la MPF sont discutés (Healy DG et al., 2006 ; Maraganore DM et al., 

2004 ; Ragland M et al., 2009). Toutefois l'expression de UCH-L1 a été montrée 

diminuée dans le cerveau des patients atteints de MP et de Maladie d'Alzheimer (Choi J 

et al., 2004). 

Récemment la mutation Glu7Ala de UCH-L1 a été associée à une maladie 

neurodégénérative de l’enfance caractérisée par la cécité, l’ataxie cérébelleuse, le 

nystagmus, la dysfonction de la colonne dorsale, la spasticité et autres signes de 

dysfonctionnement des neurones moteurs supérieurs (Bilguvar K et al., 2013). Dans cette 

famille aucun des membres affectés ne présente les signes d’un syndrome parkinsonien. 

Certes, les données génétiques ne sont pas conclusives pour confirmer l’association entre 

UCH-L1 et la MP, néanmoins ils témoignent de l’importance des protéines associées au 

système UPS dans la neurodégénérescence. 

 

V.3.3    Dysfonction mitochondriale au cours de la MP 

Comme l’on a vu dans la section IV, les neurones dopaminergiques sont plus vulnérables 

aux dégâts provoqués par le stress oxydant. Plusieurs sources des radicaux libres comme 

le RE ou les NADPH oxydases (NOXs) peuvent avoir un rôle dans la MP (Choi DH et 

al., 2012), mais la mitochondrie est toujours considérée comme la source la plus 

importante.  

Plusieurs aspects de la physiologie mitochondriale ont été trouvés altérés chez les patients 

atteints ou dans les différents modèles de MP : biogenèse, homéostasie du Ca2+, 

phosphorylation oxydative, mitophagie, morphologie et dynamique mitochondriales. Ces 

aspects sont décrit de manière plus détaille dans le Chapitre 2 plus spécifiquement dans la 

section VI, relative à la physiologie mitochondriale ; la fission et la fusion 

mitochondriales, qui sont le sujet de mon étude, sont traitées dans la section VIII : Projet 

II. 
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Afin de compléter la vision globale des protéines liées aux formes de MPF il est utile 

dans cette section rappeler certains détails des fonctions de DJ1 et PINK1 dont la 

structure et les fonctions sont étroitement liées à la physiologie mitochondriale 

 

V.3.3.a  DJ1 une protéine senseur du stress oxydant 

 

Figure 22 (d’après Martin I et al., 2011) : structure de DJ- et mutations pathogéniques.   

DJ-1 est une protéine à  domaine unique. Les mutations pathogéniques sont indiquées. 

 

DJ1, initialement décrite comme une protéine chaperonne redox-sensible (Shendelman S 

et al., 2004; Zhou W et al., 2006), est reconnue participer directement à la modulation du 

stress oxydant. La protéine endogène a été trouvée associée à la mitochondrie dans 

l'espace inter-membrane et dans la matrice, même si sa localisation est surtout 

cytoplasmique. 

A la suite d'un changement de son point isoélectrique, DJ1 serait capable de s’auto-

oxyder sur le résidu de Cystéine, Cys 106. Ce changement serait déterminant pour sa 

capacité d'éliminer la H2O2 produite en excès pendant le stress oxydant (Canet-Avilés 

RM et al., 2004; Taira T et al., 2004) ; de plus la protéine a été reconnue avoir une 

activité de péroxydase similaire à la péroxirédoxine (Andres-Mateos E et al., 2007).  

L’absence de DJ1 cause l’augmentation de la production des EROs et de la susceptibilité 

aux toxines mitochondriales (Kim RH et al., 2005b).  DJ1 peut stabiliser Nrf2 (Nuclear 

erytroid related factor 2), un régulateur essentiel de la transcription de gènes 

antioxydants. Interférant dans l'interaction entre Nrf2 et son inhibiteur Keap1, DJ1 

empêche l'ubiquitylation et la dégradation de Nrf2 et par conséquent augmente la 

transcription des gènes antioxydants (Clements CM et al.,  2006). 

D'autres fonctions de DJ-1 pourraient expliquer son rôle dans la modulation des réponses 

intracellulaires au stress oxydant. Il intervient dans la régulation i) des voies de 

signalisation redox kinase dépendante (Kahle et al., 2009) ; ii) des systèmes de défense 

anti-oxydants réglant positivement la synthèse du glutathion (Zhou W and Freed CR, 
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2005) ou l'expression des gènes SODs ; iii) de médiateurs clé de l'apoptose comme p53 et 

Pten (Giaime E et al., 2010; Kim RH et al., 2005a).  

 

V.3.3.b  PINK1 est impliqué dans la mitophagie  

Douée d’un domaine d’adressage à la mitochondrie dans sa structure (Fig. 23), la 

protéine PINK1 physiologiquement est importée dans la matrice mitochondriale, ou elle 

subit la digestion protéolytique ad œuvre des protéases spécifiques, comme la protéase 

PARL (pour Presenlin Associated Romboyd Like protéase) ; elle est ensuite libérée dans 

le cytosol pour être dégradée rapidement par le système UPS (Whitworth AJ et al., 2008; 

Jin SM et al., 2010; Deas E et al., 2011).  

 

 

Figure 23 (d’après Martin I et al., 2011) : structure de PINK1 et mutations pathogéniques.  La 

représentation des domaines, disposés de l’extrémité N-terminale à l’extrémité C-terminale, 

comprend : le domaine MTS (pour « Mitochondrial Targeting Sequence »), TM (pour « putative 

TransMembrane domain), et serine/thréonine kinase. 

 

Plusieurs études ont démontré qu’à la suite de la perte du potentiel membranaire 

mitochondrial, ∆Ψm, PINK1 est stabilisé et s'accumule sur la membrane mitochondriale 

externe. De ce site PINK1 faciliterait le recrutement et l'activation de Parkine à la 

mitochondrie, étape nécessaire à la dégradation des protéines mitochondriales, la rupture 

de la membrane mitochondriale externe et l'activation de l'autophagie des mitochondries 

endommagées (Geisler S et al., 2010; Narendra D et al., 2008 and 2010b; Matsuda N et 

al., 2010; Vivez-Bauza C et al. 2010; Seibler P et al., 2011; Chan NC and Chan DC, 

2011).  
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V.3.4    Dysfonctions synaptiques au cours de la MP 

Des dysfonctions synaptiques sont documentées chez les patients atteints de MP ; par 

exemple, les études d’imagerie fonctionnelle ont démontré une diminution de la 

libération de la dopamine dans le noyau caudé (Sawamoto N et al., 2008).  

V.3.4.a  L’-synucléine, la neurotransmission et la fonction pré-synaptique 

Un rôle de l’-synucléine dans le recyclage des vésicules synaptiques, le stockage, la 

compartimentation et la libération des neurotransmetteurs a été soupçonné par plusieurs 

auteurs (Abeliovich A et al., 2000; Cabin DE et al., 2002; Yavich L et al., 2004 et 2006; 

Nemani VM et al., 2010). De fait il s’agit d’une protéine enrichie dans les terminaisons 

synaptiques et associée aux réserves de vésicules (Lavedan C, 1998; Yu S et al., 2007) 

A la membrane pré-synaptique l’-synucléine interagit avec des protéines chaperonnes, 

comme la protéine CSP  (pour Cystein-String Protein ) et se lie à 

VAMP2/synaptobrevine 2, afin de promouvoir la formation et le maintien du complexe 

SNARE (pour Soluble N-ethylmaleimide sensitive factor Attachment protein Receptor, 

formé par SNAP25, Syntaxine 1 et VAMP)  (Burre J et al., 2010; Chandra S et al., 2005; 

Greten-Harrison B et al., 2010).  

Au niveau de la fente synaptique, l’arrivée du potentiel d'action évoque des complexes 

interactions protéine-protéine et de vastes changements de conformation des protéines, 

afin d’assurer que le recrutement, la fusion, et le recyclage des vésicules aient lieu 

correctement (Ungar D and Hughson FM, 2003).  

Les complexes protéiques SNARE, situés sur la membrane de la vésicule (v-SNARE) et 

sur  la membrane plasmique pré-synaptique (t-SNARE), pilotent ces processus (Fig. 24).  
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Figure 24 (d’après Seghal PB and Lee JE, 2011) : le cycle de SNARE dans la fusion des 

membranes. L’interaction initiale entre une vésicule et la membrane cible est médiée par des 

protéines de lien. La fusion membranaire est alors médiée par la formation d'un quaternaire--

hélicoïdale trans-SNARE complexe consistant en une-v (ou R -) SNARE de la vésicule et de 

deux ou trois t-(ou Q-) SNAREs sur la membrane cible. Après la fusion de la membrane, le 

complexe cis-SNARE est démonté par l'ATPase NSF, recrutée du cytosol au complexe cis-

SNARE par -SNAP. 

 

La protéine CSP est critique pour l'intégrité à long terme de la synapse et pour le 

maintien des niveaux normaux de complexes SNARE ; ainsi  les souris déficitaires de 

complexes CSP exhibent une réduction significative des complexes SNARE. 
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Un mécanisme additionnel est représenté par la capacité de l’-synucléine mutée 

d’interagir avec Rab3A. Ceci a été démontré dans le cerveau humain et des souris 

transgéniques (A30P). Les quatre protéines Rab 3 (A-D) sont des petites GTPases 

associées aux membranes des vésicules synaptiques, et jouent un rôle dans la libération 

des neurotransmetteurs et dans la fonction synaptique (Schluter OM et al., 2004 et 2006). 

En conséquence de l’interaction entre l’-synucléine mutée et Rab3A  l’on observe la 

réduction du stockage et du transport des vésicules synaptiques (Dalfó E et al., 2004a et 

b). 

Enfin l’altération de la fonction synaptique a été mise en relation avec la capacité de  l’-

synucléine d’induire la formation des agrégats, vu que in vitro la présence des fibrilles 

préformées détermine la désynchronisation des décharges neuronales (Volpicelli-Daley 

LA et al., 2011). 

 

Deux études témoignent du rôle de l’-synucléine dans la neurotransmission in vivo dans 

un modèle murin invalidé pour le gène SNCA (-syn-/-). Cabin et ses collaborateurs ont 

observé que l’absence de l’-synucléine cause la diminution des réserves des vésicules 

synaptiques et des changements dans la neurotransmission au niveau hippocampal (Cabin 

DE et al., 2002) ; Abeliovich observe l’augmentation des réponses évoquées pour la 

libération de la dopamine des terminaisons pre-synaptiques, ce qui est compatible avec 

un rôle négatif de l’-synucléine sur la transmission dopaminergique  (Abeliovich A et 

al., 2000). 

Des données complémentaires dérivent de l’étude d’autres modèles. Seulement 

l’invalidation contemporaine des trois gènes codant les synucléines, , , et   cause la 

diminution progressive et dépendante de l’âge du complexe SNARE (Burre J et al., 2010) 

; en revanche, la surexpression de SNCA récupère la perte de l’assemblage du complexe 

SNARE dans un modèle invalidé pour le gène codant la protéine CSP (Chandra S et al., 

2005; Burre J et al., 2010).  

 

Pour ce qui concerne les autres gènes associés à la MPF, l’altération de la 

neurotransmission dopaminergique a été aussi constatée dans des modèles de souris 
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invalidés pour l’expression des gènes codant les protéines Parkine, DJ1 (Golderg MS et 

al., 2003 and 2005) et PINK1 (Kitada T et al., 2007).  

Un rôle dans la transmission synaptique, le trafic des éndosomes et la croissance de 

néurites, a été reconnu aussi pour LRKK2 (Sakaguchi-Nakashima A et al., 2007; Hatano 

T et al., 2007; MacLeod D et al., 2006). L’interaction entre LRKK2 et certaines protéines 

pré-synaptiques et du complexe SNARE (NSF, AP-2, SV2A, synapsine, syntaxine 1) 

(Piccoli G et al., 2011) ou fonctionnellement corrélées à ce complexe (Rab 5b) (Shin N et 

al., 2008) a été observée. 

 

V.3.4.b Dysfonctions post-synaptiques  

De fait au cours de la MP, la dégénérescence des neurones dopaminergiques dans la SNc 

produit une désafférentation dopaminergique dans les circuits neuronaux du striatum et 

par conséquent l’hyperactivation de la voie glutamatergique cortico-striée (Centonze D et 

al., 2005). Des altérations des épines dendritiques (Anglade P et al., 1996) s’associent 

aux changements de la signalisation glutamatergique (Picconi B et al., 2004a; Calabresi P 

et al., 2007). 

L’hypéractivation des circuits glutamatérgiques se reflète dans l’altération de la fonction 

(expression et localisation) des récepteurs NMDA du glutamate (Picconi B et al., 2004b). 

Par ailleurs, dans un modèle de primate MP, la désafférentation dopaminergique induit un 

changement dans la composition en sous-unités des récepteurs NMDA striataux, 

spécifiquement la réduction des types NR1/NR2B mais pas des NR1 /NR2A (Hallett PJ 

et al., 2005), liant les protéines de la PSD avec une affinité différente. La désafférentation 

dopaminergique provoquerait enfin une diminution du recrutement de la protéine PSD-95 

(Picconi B et al., 2004a). Ces études ont été effectuées sur des modèles toxiques de 

désafférentation dopaminergique massive. 
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V.3.5    Participation des protéines impliquées dans la MPF aux majeures voies de 

signalisation intracellulaire. 

Chez la drosophile le gène Thor, analogue au gène humain EIF4EBP, a été identifié, par 

une approche de ‘gene-screening’, comme jouant un rôle de gène modificateur de la 

fonction de la voie PINK1/Parkine (Tain LS et al., 2009). Le produit de EIF4EBP, la 

protéine 4E-BP1 est un inhibiteur de la translation et a été impliqué dans la médiation des 

réponses de survie cellulaire dans différentes conditions de stress (Clemens MJ 2001; 

Richter JD and Sonenmberg N, 2005).  

Effectivement, la translation cap-dépendante est réglée selon l’état de phosphorylation de 

la protéine 4E-BP1. La protéine 4E-BP1 est phosphorylée en conditions physiologiques, 

et moins affine pour le lien avec eIF4E (facteur d’initiation de la transcription eucaryote 

4E). Dans ces conditions, le facteur eIF4E peut donc se lier à la structure cap à 

l’extrémité 5’ de l’ARN messager et initier la translation cap-dépendante. Dans des 

conditions de stress, l’état de phosphorylation de la protéine 4E-BP1 change, déterminant 

en même temps la cessation de la translation cap-dépendante et l’initiation de la 

translation cap-indépendante. Ce dernier type de translation est nécessaire et prévaut en 

situations de stress.  

La protéine 4E-BP1 est une des protéines effectrices principales de la voie de 

signalisation de mTOR (mammalian Target Of Rapamycin, cible de la rapamycine des 

mammifères). L’activation de mTOR, par la voie PI3K/Akt est responsable de la 

phosphorylation de 4E-BP1 et de l’activation de la translation cap-dépendante. 

L’inhibition de mTOR - par la rapamycine, la privation de nutriments, l’activation de la 

UPR et de la réponse immunitaire - inhibe la phosphorylation de 4E-BP1 et active la 

translation cap-indépendante (Fig. 25). 
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Figure 25 (modifiée d’après une figure de Maria Dolors Sans Gili) : diagramme schématique de 

la voie de signalisation AKT/mTOR. Cette voie s’active suite à la production le 

phosphatidylinositole (3,4,5)-trisphosphate (PIP3), qui se lie à AKT. AKT peut phosphoryler et 

inactiver le complexe suppresseur de la genèse tumorale, TSC (pour Tuberous Sclerosis 

Complex, types 1 et 2). La rétention de Rheb-GTP active mTOR. mTOR interagit avec d’autres 

protéines, y compris Raptor, dans le complexe I (mTORC1, montré dans la figure) ou Rictor dans 

le complexe II (mTORC2, non montré). A son tour mTORC1, en aval, phosphoryle la kinase 

p70S6 (S6K) et la protéine 4E-BP1, libérant de l’inhibition le facteur eIF4E, initiateur de la 

translation. Ces actions promeuvent le recrutement de la sous-unité ribosomale 40S à l’extrémité 

5’ des ARN messagères (mRNAs) et l’initiation de la translation protéique. S6K phosphoryle la 

protéine ribosomale S6, réglant aussi la translation protéique, voie la sous-unité ribosomale 40S. 

mTORC1 est centrale aussi dans la régulation de l’autophagie dépendante de ULK1 et de ATG13 

(autophagy related 13 homolog). 
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Au cours de la MP, l’importance de cette voie de signalisation a été mise en évidence. 

Tain et ses collaborateurs ont démontré qu’il y a une interaction fonctionnelle entre la 

voie PINK1/Parkine et 4E-BP1. Ils montrent que la surexpression de 4E-BP1 supprime le 

phénotype pathologique observé au niveau des muscles (et des mitochondries de ce tissu) 

des modèles de drosophile invalidés pour les gènes PARK2 et PINK1. Ils montrent aussi 

que le même effet peut être achevé par l’administration de la rapamycine, ce qui pourrait 

indiquer que le phénotype pathologique soit provoqué par l’altération du flux 

autophagique ; mais en même temps ils prouvent que l’invalidation d’un gène essentiel 

pour l’autophagie, Atg5, ne cause pas l’abolition de l’effet positif de la rapamycine.  

Ils concluent que cet effet protecteur  est médié spécifiquement par la protéine  4E-BP1 

(Tain LS et al., 2009).  

La protéine 4E-BP1 était déjà connue pour être un substrat de l’activité kinase de LRKK2 

(Imai Y et al., 2008). Par conséquent un mécanisme d’altération de la translation en 

conditions de stress a été suggéré en présence de mutations de LRKK2 qui normalement 

déterminent l’augmentation de l’activité kinase de la protéine (revu dans Martin I et al., 

2011).  

Une interaction pourrait avoir lieu entre LRKK2, Parkine et PINK1 : la surexpression 

d’un mutant de LRKK2 produisant une protéine invalidée pour son activité kinase  

restaure la morphologie mitochondriale et le phénotype musculaire normale chez des 

modèles de drosophile exprimant des mutants de PARK2 et PINK1 (Tain LS et al., 2009).   

 

Par son rôle de E3 ubiquitine-protéine ligase, Parkine pourrait intervenir dans d’autres 

voies de signalisation intracellulaire.  

Son action de E3 ligase sur la Phospholipase C 1, PLC1, revêt un intérêt particulier : la 

PLC est normalement phophorylée et activée par plusieurs Tyrosine kinases et par Akt, 

à la suite de la stimulation de récepteurs EGFR (Carpenter G and Ji Q, 1999; Wang Y et 

al., 2006). L’activation de la PLC, et de PLC1, mène à l’hydrolyse des 

phosphoinositides, entraînant la formation des deux principaux seconds messagers, IP3 et 

DAG. IP3 provoque la libèration du Ca2+ à partir du RE grâce à l'activation des 

récepteurs IP3 ; les récepteurs RyR sont également activés. Cette signalisation est 

essentielle dans la régulation de l’endocytose, de la différentiation cellulaire et de 
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l’apoptose (revu dans Rebecchi MJ and Pentyala SN, 2000), mais aussi dans la régulation 

de l’homéostasie intracellulaire du Ca2+.  

Il a été suggéré que certaines caractéristiques de l’excitabilité des neurones 

dopaminergiques de la SNc, seraient secondaires à une sensibilité accrue à cette voie de 

signalisation  (Dehvari N et al., 2008; Sandebring A et al., 2009a).  

Dans ce contexte l’action de Parkine, qui cible la PLC à la dégradation, pourrait avoir un 

rôle spécifique dans ce tissu.  
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Chapitre 2. Dysfonction mitochondriale 
dans la  MH et la MP 
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VI.1  Relevance de la mitochondrie dans la fonction neuronale 

Les neurones sont des cellules hautement spécialisées dont la fonction principale est la 

communication. L'exercice des leurs fonctions physiologiques nécessite de grandes 

quantités d'énergie pour le maintien et le fonctionnement des axones, des synapses et des 

systèmes réglant la libération des vésicules et le recyclage des neurotransmetteurs. Le 

fonctionnement de ces systèmes s'appuie à son tour sur des équilibres délicats d'ions et 

sur le fonctionnement efficace des canaux ioniques, des récepteurs et des pompes. Ne 

pouvant pas utiliser la glycolyse, pour leurs besoins énergétiques les neurones dépendent 

fortement des mitochondries, qui leur fournissent l’énergie pour ces fonctions, sous 

forme d'ATP. La production d'énergie dans la mitochondrie a lieu, par le processus de la 

phosphorylation oxydative, au niveau de la chaîne respiratoire. En outre, grâce à leur 

capacité à amortir les courants transitoires de Ca2+, les mitochondries jouent un rôle 

important à la synapse. 

D’un autre coté, la mitochondrie est la principale source cellulaire de radicaux libres, ses 

dysfonctions représentent une cause majeure de stress. Si dans les cellules mitotiques  les 

effets délétères des dysfonctions mitochondriales peuvent être diluées au cours des 

divisions cellulaires, ils endommagent irréversiblement les neurones, cellules post-

mitotiques.   

Il n’est donc pas surprenant qu’un lien étroit ait été suggéré entre la dysfonction 

mitochondriale et plusieurs maladies neurodégénératives (pour Schon and Przdeborski 

2012). 
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VI.2    La mitochondrie : généralités et principales fonctions 

métaboliques 

Les mitochondries sont des organites semiautonomes d’environ un micromètre.  

A témoin de leur origine bactérienne, les mitochondries possèdent leur propre ADN 

circulaire, codant pour 13 des sous-unités des complexes de la chaîne respiratoire, 22 

ARNs de transport (ARNt) et 2 ARNs ribosomaux (ARNr). 

Elles possèdent deux membranes : la membrane externe, formée de 50% de protéines et 

50% de lipides polaires, est perméable aux ions et aux petites molécules grâce à 

l’existence des porines ; la membrane interne, est constituée à 80% de protéines et à 20% 

de lipides et est imperméable. Les deux membranes délimitent un espace 

intermembranaire et un compartiment matriciel (Fig. 26).   

La membrane interne est le siège de la chaîne respiratoire mitochondriale ; elle forme de 

nombreuses invaginations appelées crêtes. Cette organisation structurelle, augmentant 

significativement l’espace disponible à héberger les complexes de la chaîne respiratoire, 

est important pour la capacité de la respiration mitochondriale, ainsi par exemple la 

diminution du nombre des crêtes cause la diminution de la capacité de la respiration. 

 

Figure 26 : structure de la 

mitochondrie. 
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VI.2.1    La respiration mitochondriale  

La chaîne respiratoire mitochondriale est constituée d’un ensemble de cinq complexes 

multiprotéiques et deux transporteurs liposolubles (le Coenzyme Q et le cytochrome c).  

La respiration mitochondriale consiste dans la réduction de l’oxygène moléculaire : ceci 

se fait par le transfert des électrons, en provenance des équivalents réduits NADH et 

FADH2 issus du catabolisme des nutriments (lipides, glucides et acides aminés), à travers 

les complexes de la chaîne respiratoire. A ce flux d'électrons est associé le transfert actif 

de protons de la matrice vers l'espace intermembranaire. Il se forme ainsi un gradient de 

protons qui constitue une forme  d’énergie stockée comme force protomotrice, le 

potentiel de membrane mitochondriale ou ∆Ψm. Ce gradient permet pendant la 

phosphorylation oxydative le couplage entre le transfert d’électrons (oxydation) et la 

synthèse d’ATP, à partir d’ADP et de phosphate inorganique Pi  (phoshorylation) 

(Mitchell P, 1961) (Fig. 27). Trois des complexes de la chaîne respiratoire fonctionnent 

aussi comme pompes à protons pour la formation de ce gradient.  

En outre au niveau de quatre complexes de la chaîne respiratoire il existe différents types 

de centres ‘redox’, pour la réduction et l’oxydation des substrats : flavines, quinones, 

centres fer-soufre, groupes hème et ions cupriques. Au niveau de certains de ces sites les 

électrons peuvent ‘fuir’ et entraîner la réduction monovalente de l’O2 et la génération de 

radicaux libres. Les mitochondries sont responsables d’environ 90% de la production des 

EROs. 

 

Complexe I, Co I ou NADH déshydrogénase- ubiquinone oxydoréductase 

Le Co I est le plus gros composant protéique de la membrane interne de la mitochondrie : 

il possède 46 sous-unités. L’oxydation du NADH, par la NADH-déshydrogénase sur la 

face matricielle de la membrane, produit 2 électrons, transférés jusqu'à l’ubiquinone 

(CoQ). Le Co I a fonction de pompe à proton.  

 

Complexe II, Co II ou Succinate - ubiquinone oxydoréductase 

Le complexe II  de la chaîne respiratoire est constitué par 4 sous-unités, codées par 

l’ADN nucléaire. Pendant la phosphorylaton oxydative, ce complexe a une activité de 

succinate : ubiquinone oxydoréductase. Il catalyse la ré-oxydation du succinate en 



 145 

fumarate permettant, par l’oxydation du FADH2 et la réduction de l’ubiquinone, le 

transfert de 2 électrons au complexe III .  

Ce transfert d’électrons n’est pas couplé à un efflux de protons. 

 

Complexe III, Co III ou ubiquinone-cytochrome c oxydo-réductase 

Le Co III, constitué de 11 sous-unités, accepte les électrons des complexes en provenance 

des complexes I et II, transportés par les quinones libres, et à son tour le transfère au 

cytochrome c. Le cytochrome c relie les complexes III et IV. Comme pour le Co I, au 

niveau du Co III des protons sont pompés dans l’espace intermembranaire pendant le 

transfert d'électrons. 

 

Complexe IV, Co IV ou cytochrome c oxydase 

Le complexe IV, 13 sous-unités, catalyse la réaction d'oxydoréduction entre le 

cytochrome c et l'O2 qui est réduit en H2O par 4 électrons.  

Ce transfert d'électrons, irréversible, est aussi associé au transfert de protons. 

 

Complexe V, Co V ou ATP synthétase  

L'ATP synthétase est constituée de 16 sous-unités qui forment deux parties fonctionnelles 

: le site catalytique F1, et le canal de protons Fo. Au niveau de ce complexe, a lieu la 

conversion de la différence de potentiel électrochimique en énergie chimique ; ce 

processus, réversible, conduit à la production d’ATP à partir d'ADP et de Pi. 
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Figure 27 : diagramme 

représentatif de 

certaines des principales 

étapes métaboliques 

ayant lieu au niveau de 

la mitochondrie. 

 

Ellipses: membranes 

externe et interne de 

l’organite   

 

 

 

La membrane interne délimite l’espace matriciel siège de plusieurs voies enzymatiques. I-V : les 

cinq complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale, siège de la phosphorylation oxydative. 

Les complexes sont localisés à la membrane interne. KREBS : l’espace matriciel est le siège des 

enzymes du cycle de KREBS. Celui-ci représente l’étape finale du catabolisme oxydatif des 

carbohydrates, des acides gras et des acides aminés. Transport des acides gras activés et β β β β-

Oxydation : étapes du catabolisme des acides gras. Les enzymes pour la dégradation des acides 

gras, la β-Oxydation, sont localisés dans la matrice mitochondriale. Les acides gras à chaîne 

courte peuvent diffuser à travers les membranes de la mitochondrie. Le début de la β-Oxydation 

est représenté par la formation d’une liaison thioester entre le groupe carboxyle des acides gras et 

le groupe thiol du coenzyme A. Les acides gras à chaîne longue, par contre, ne peuvent pas entrer 

directement dans la mitochondrie. Ils sont donc activés, sur la membrane externe. Ils sont ensuite 

transportés à la mitochondrie et dégradés.  

La production des espèces réactives de l’oxygène EROs (O•-), produits toxiques qui se forment 

par un processus de réduction incomplète de l’oxygène, est aussi indiquée. 

PDH : Complexe de la Pyruvate Dehydrogenase ; CPT : Carnytine Palmitoyl Transferase ; 

CACT : Carrnytine Palmitoyl Transferase.  

 

Il a été établi depuis longtemps que la concentration d'ADP extra-mitochondriale est le 

premier facteur qui contrôle la phosphorylation oxydative (Chance B and Williams CR, 

1955). Ceci implique que l'adénine nucléotide translocase (ANT), qui permet la sortie de 
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l'ATP et l'entrée de l'ADP dans la mitochondrie, contribue également à la régulation de la 

respiration. Toutefois, l'ADP extra-mitochondriale n'est pas le seul paramètre.  

Le Ca2+ et le ∆Ψm représentent d’autres paramètres conditionnant la fonction de la 

chaîne respiratoire. Également la phosphorylation des complexes de la chaîne respiratoire 

représente un mécanisme de régulation de leur activité (Pagliarini DJ and Dixon JE, 

2006; Huttemann M et al., 2007; Schilling B et al., 2005; Chen R et al., 2004; Helling S 

et al., 2008). 

 

Le rendement de la phosphorylation oxydative est mesuré par le rapport entre les flux 

d'ATP et d’oxygène (JATP/JO).  

Les NADH et FADH2 issus du catabolisme des nutriments entrent dans la chaîne 

respiratoire et sont oxydés respectivement au niveau des complexes I et II. 

Le FADH2 court-circuite le Co I, la première pompe à protons de la chaîne respiratoire, 

par conséquent la force protomotrice générée par son oxydation est plus faible en 

comparaison avec la force générée par l'oxydation du NADH .  

Ainsi, le rapport JATP/JO est plus faible avec le FADH2 qu’avec le NADH.  

Ceci est important lorsque on considère qui le rapport NADH sur FADH2 est 

respectivement de 4 lors de l'oxydation du glucose et de 2 lors de l'oxydation des acides 

gras. 

 

 

VI.2.2     Le cycle de Krebs 

Le Co II est impliqué comme succinate: ubiquinone oxydoréductase dans la chaîne 

respiratoire ; en même temps pour son activité de succinate déshydrogénase il est aussi un 

enzyme clé du cycle de Krebs, ou cycle des acides tricarbossiliques (Fig. 28), une série de 

réactions biochimiques aptes à produire des intermédiaires énergétiques qui servent à la 

production d’ATP dans la chaîne respiratoire. 
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Figure 28 : diagramme représentatif  du cycle de Krebs, la voie finale commune pour l’oxydation 

des nutriments (flèche à points) et pour la génération de précurseurs biosynthetiques (flèches à 

traits). Il consiste dans la condensation d’une molécule à 4 carbons (oxaloacétate) avec une 

molécule à 2 carbons (Acetyl-CoA). La molécule résultante, à 6 carbons (citrate), est d’abord 

isomerisée (formation de l’isocitrate ; la formation de l’intermédiaire cis-aconitate est indiquée) et 

ensuite décarboxylée deux fois, engendrant CO2 et NADH. Ces reactions reportent à une 

molécule à 4 corbons, le succinyl-CoA. L’énergie liberée à la suite de la rupture du lien 

thiosesthère du succinyl CoA est stockée dans la formation du lien à haute énergie de la molécule 

de GTP, formée à partir du GDP et de Pi. Suivent : l’oxydation du succinate, l’hydratation du 

fumarate et l’oxydation du malate resultant, afin de régénérer l’oxloacétate.  

Les nombres de 1 à 9 indiquent l’ordre des réactions. Les enzymes catalysant ces réactions 

sont respectivement 1: citrate synthase ; 2: aconitase ; 3: aconitase ; 4: isocytrate déshydrogénase 

; 5: complexe de la -cétoglutarate déshydrogénase ; 6 : succinyl-CoA synthase ; 7 : succinate 

déshydrogénase ; 8: fumarase ; 9 : malate déshydrogénase. 

 



 149 

Dans le cycle de Krebs le Co II catalyse l'oxydation du succinate en fumarate. Cette 

réaction a un potentiel redox relativement élevé et n’est pas couplée à la réduction du  

NAD + en NADH. De plus, la double activité du Co II est à l’origine d’un mécanisme de 

régulation rétroactive, très important dans la physiologie mitochondriale : lorsque le 

coenzyme Q est complètement réduit, les activités du Co II et du cycle de Krebs 

diminuent. Ce mécanisme évite l’excessive réduction du NAD+ à NADH et minimise la 

production des EROs  liée au Co I et aux déshydrogénases dépendantes du NADH.  

 

VI.2.3    Production mitochondriale des EROs 

La production de radicaux libres est historiquement associée à l’activité du Co I, plus 

récemment la contribution du Co II dans ce processus a été explorée.  

La dysfonction de ces deux complexes pourrait donc contribuer à l’augmentation des 

niveaux de stress oxydant qui a lieu au cours des MH et MP.  

Au niveau de la chaîne respiratoire mitochondriale les sites ‘redox’ qui sont le siège de la 

‘fuite’ des électrons et de la génération de O2
•- sont : le site Flavine du complexe I (site 

IF), le site de l'ubiquinone-réducteur du complexe I (site IQ) et le site ubiquinol-oxydant 

dans le complexe III (le site IIIQo) (Adam-Vizi V, 2005; Starkov AA and Fiskum G, 

2003; Murphy MP, 2009). Plus récemment il a été reporté que le site Flavine du 

complexe II, IIF, représente un site additionnel de production de O2
•- et H2O2 ; cette 

production serait comparable à celle reportée pour les complexes I et III classiquement 

considérés comme les sites de majeure production des EROs au niveau de la chaîne 

respiratoire (Quinlan CL et al., 2012). 

En plus de la chaîne respiratoire plusieurs enzymes mitochondriaux représentent des sites 

potentiels de production de O2
•- et H2O2 : ils comprennent les groupes dihydrolipoate des 

enzymes -Cétoglutarate déshydrogénase et pyruvate déshydrogénase, la glycérol-3-

phosphate déshydrogénase (GPDH) ; entre les enzymes de la -

Oxydation, l’oxydoréductase flavoprotéine pour le transport d'électrons : Q (Electron 

Transport Flavoprotein : Q oxydoréductase, ETFQOR) (Bunik VI and Sievers C, 2002; 

Tretter L and Adam-Vizi V, 2004; Grivennikova VG et al., 2010; Adam-Vizi V, 2005; 

Starkov AA and Fiskum G, 2003; Murphy MP, 2009).  
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Lorsqu’on considère le rôle des mitochondries dans le stress oxydant, il faut considérer le 

"cercle vicieux" qui peut s’instaurer, les mitochondries représentant à la fois la source et 

la cible du stress oxydant. L'ADN mitochondrial est caractérisé par une structure 

circulaire et sans introns et il manque d’histones ; il est  localisé en proximité de la 

membrane interne, site de production des EROs. Ces caractéristiques expliquent la 

susceptibilité  aux dommages provoqués par le stress oxydant ; ainsi le risque de 

mutations pathogéniques est statistiquement augmenté (Ames BN et al., 1993; Cann RL 

and  Wilson AC, 1983; Cortopassi GA et al., 1992; Richter C et al., 1988).  

 

VI.2.4     Défauts de la phosphorylation oxydative au cours des MH et MP 

Les deux maladies, la MH et la MP, ont été historiquement associées à des défauts 

spécifiques de la chaîne respiratoire. 

 

VI.2.4a Défauts de la phosphorylation oxydative au cours de la MH 

Des anomalies du Co II de la chaîne respiratoire au cours de la MH  ont été 

systématiquement recherchées dans les tissus des patients et dans les modèles, cellulaires 

ou animaux, toxiques et génétiques, à la suite de la découverte que chez l'homme 

l'intoxication par le 3NP, une puissante toxine mitochondriale qui inhibe l’activité du Co 

II, détermine l’apparition d’un phénotype similaire à la MH, caractérisé par des 

dyskinésies corrélées pathologiquement à la nécrose du putamen (He F et al., 1995; 

Ludolph AC et al., 1991).  

Une synthèse détaillée de ces anomalies est faite comme introduction à la section Projet I, 

en constituant le sujet.  



 151 

 

VI.2.4b   Défauts de la phosphorylation oxydative au cours de la MP  

Les neurones dopaminergiques sont plus vulnérables aux dégâts provoqués par le stress 

oxydant. Plusieurs sources des radicaux libres comme le réticulum endoplasmique ou les 

NADPH oxydases (NOXs) peuvent avoir un rôle dans la MP (Choi DH et al., 2012), 

mais la mitochondrie est toujours considérée la source la plus importante.  

Plusieurs aspects de la physiologie mitochondriale ont été trouvés altérés chez les patients 

atteints ou dans les différents modèles de MP : biogenèse, homéostasie du Ca2+, 

phosphorylation oxydative, mitophagie, morphologie et dynamique mitochondriales. Une 

relation entre ces mécanismes est certaine mais la question sur la séquence temporelle des 

défauts mitochondriaux qui contribuent à la dégénérescence au cours de la MP est 

toujours ouverte. 

 

La recherche d'anomalies mitochondriales chez les patients parkinsoniens s'appuie sur 

l'apparition d'un syndrome parkinsonien chez les sujets utilisateurs de drogues illicites 

contaminées par la 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine (MPTP) ou de 

pesticides (paraquat et roténone) (Langston, JW and Ballard P 1983 and 1984; Tanner 

CM, 1989; Snyder SH and D’amato RJ 1985; Betarbet R et al., 2000). Maintenant il est 

reconnu que ces substances agissent effectivement comme des puissantes toxines 

mitochondriales inhibant la chaîne respiratoire mitochondriale au niveau du Co I et sont 

utilisées pour créer des modèles toxiques de la maladie (Greenamyre JT et al., 2003; 

Panov AV et al., 2005a; Vila M and Przedborski S, 2003; Przedborski S, 2004).    

En effet, dans la SNc l'activité et les niveaux d'expression des protéines du Co I sont 

diminués (Schapira AH et al., 1989; Schapira AH et al., 1990; Hattori N et al., 1991). 

Mais ce défaut peut concerner les autres tissus cérébraux, comme le cortex et le striatum 

(Mizuno Y et al., 1989; Parker WD et al., 2008), et les tissus non cérébraux, comme les 

fibroblastes (Mytilineou C et al., 1994), les plaquettes (Krige D et al., 1992; Haas RH et 

al., 1995) et, de façon variable, le muscle squelettique (Blin O et al., 1994) et les 

lymphocytes (Yoshino H et al., 1992; Haas RH et al., 1995) des patients atteints.   

Comme on l’a vu dans la section spécifique dédiée au stress oxydant, la diminution de 

l'activité de Co I est considérée comme une sources majeure de EROs ; cependant, en 
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cercle vicieux, l'augmentation du stress oxydant peut endommager l'ADN mitochondrial 

et par conséquent augmenter le taux des mutations spontanées, et modifier directement 

l'activité des complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale. En effet l’oxydation de 

sous-unités catalytiques du Co I a été observée chez les mitochondries isolées des 

cerveaux des patients atteints de MP (Keeney PM et al., 2006). Ces défauts sont 

vraisemblablement imputables à un défaut de l'ADN mitochondrial, vu qu’ils se 

reproduisent dans un système d’hybrides cytoplasmiques (cytoplasmic hybrids, cybrids) 

contenant l'ADN mitochondrial des patients MP (Swerdlow RH et al., 1996; Swerdlow et 

al.,  2001). Plusieurs auteur ont exploré la présence d’altérations de l'ADN mitochondrial 

chez les patients atteints de MP (Vivez-Bauza C et al., 2002; Bender A et al., 2006) ; en 

effet une fréquence plus haute de délétions somatiques de l'ADN mitochondrial a été 

révélée chez ces patients, par rapport aux sujets de contrôle (Bender A et al., 2006). 

 

L'étude des patients avec des mutations dans les gènes impliqués dans les formes 

monogéniques de MPF, ainsi que l'étude des modèles animaux ou cellulaires de MPF a 

confirmé que des défauts de la phosphorylation oxydative se produisent au cours de la 

pathogénie de la maladie. Selon le modèle utilisé on peut retrouver un défaut spécifique 

et isolé d'un complexe de la chaîne respiratoire, plus souvent le Co I, de la production 

d'ATP, du ∆Ψm. Plus souvent la combinaison de plusieurs de ces défauts est observable, 

comme un effet des mécanismes de corégulation mis en place par la mitochondrie.  

Dans les modèles étudiés, ces défauts sont souvent associés à l'augmentation des niveaux 

du stress oxydant et/ou de la susceptibilité aux toxines et aux facteurs de stress (pour revu 

Trancikova A et al., 2011b). 

 

Anomalies mitochondriales causées par l’-synucléine mutée  

Au cours de la MP, la formation d'agrégats et la démise mitochondriale sont réputées être 

inter-liées et complémentaires (Kowall NW et al., 2000). Ainsi un rôle de l' -synucléine 

dans la régulation de la fonction mitochondriale a pu être observé dans différents 

modèles. 

L'accumulation de -synucléine au niveau de la membrane interne des mitochondries a 

été décrite dans le striatum des patients atteints de MP (Devi L et al., 2008), ou dans 
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différentes régions cérébrales (Nakamura K et al., 2008; Shavali S et al., 2008; Zhang L. 

et al., 2008). Cette accumulation s'associe à un défaut spécifique du Co I de la chaîne 

respiratoire, à l'augmentation de la production des EROs (Devi L et al., 2008) et de la 

fission mitochondriale (Nakamura K et al., 2011). D’autres défauts de la phosphorylation 

oxydative sont observables dans les différents modèles étudiés. Par exemple 

l’accumulation de la protéine mutée (A53T) dans la mitochondrie peut s'associer à la 

dégénérescence mitochondriale, au dommage oxydatif de l'ADN mitochondrial et au 

défaut du Co IV (Martin LJ et al., 2006).  

Il a été très récemment proposé que l’éndonucléase pro-apoptotique mitochondriale Endo 

G pourrait être un exécuteur en aval de la toxicité médiée par l’a-syncléine mutée 

(Buttner S. et al., 2013). Buttner et collaborateurs confirment que l’a-synucléine exogène 

se retrouve associée à la mitochondrie et démontrent dans des modèles de drosophile et 

de c. elegans que l’invalidation de la fonction de EndoG par une stratégie de inhibition de 

l’ARN prolonge la survie des mouches transgéniques.  

 

Anomalies mitochondriales causées par la dysfonction de Parkine et PINK1  

Des preuves du rôle de Parkine et PINK1 dans la régulation de la physiologie 

mitochondriale dérivent de l'étude des modèles de drosophile invalidés pour la fonction 

des deux protéines. Dans ces modèles les défauts mitochondriaux dans les tissus à haute 

demande énergétique, y compris les tissus germinaux masculins et les muscles des ailes, 

sont dramatiques. Surtout dans les muscles des ailes les mitochondries se présentent 

dégénérées avec des crêtes fragmentées et gonflées. Ces modifications précédent la mort 

cellulaire apoptotique (Pesah Y et al., 2004; Greene J et al., 2003; Clark IE et al., 2006, 

Park J et al., 2006; Yang Y et al., 2006). La description de ces altérations 

ultrastructurelles a constitué la base pour la découverte d’une voie fonctionnelle 

PINK1/Parkine impliquée dans la mitophagie,  mais aussi un point de départ pour mettre 

en évidence un nombre d’autres défauts bioénergétiques causés par la dysfonction des 

deux protéines, chez la drosophile et autres modèles. Le tableau suivant (Tableau 5) 

résume les études les plus importantes qui ont exploré la relation entre la fonction des 

protéines Parkine et PINK1 et la démise bioénergétique mitochondriale. 
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Modèle Défauts décrits Référence 

Parkine 
 (délétion exons 2/2 ;  
point mut/ point mut)  
 
Parkine  
(délétions exons 2-
3/2) 

 Respiration et activité CoI #   
  ;  ATP 
 
 Respiration CoI et IV * 
 quantité complexes (BN) 
 ATP (inhibition glycolyse) 
Péroxydation lipidique (TBARS) 

Mortiboys H, 2008 
 
 
Pacelli C, 2011 

Fibroblastes 
Humaines 

PINK1 
(W437X  
 activité Kinase) 

 Respiration CoIV 
 ATP (gala) ;  Cyt c 
 Radicaux libres 

Piccoli C, 2008 

Leucocytes 
Humains 

Parkine (délétions 
exons 4-8/4-8; mut 
ex 8/del ex 2-5) 
 
PD Idiopathique 

 activité CoI 
 
 
 activité CoI et IV 

Muftuoglu M, 2004 

Parkine Apoptose* 
Apoptose *# 

Greene J, 2003 
Pesah Y, 2004 

Drosophila 

PINK1  ATP*# 
 ATP * 
Apoptose * 
 Respiration CoI et activité CoI 

Clark IE, 2006 
Yang Y, 2006 
Park J, 2006 
Morais V, 2009 

Parkine  activité CoI  # Flinn L, 2009 Zebrafish 

PINK1  Radicaux libres # Anichtchik, O, 2008 

C. elegans Parkine # Ved R 2005 

 PINK1 #* Samann J, 2009 
Parkine 
 
 
 
 
Parkine 

 Respiration CoI, II et IV et découplée * 
Modifications CoI et IV (protéome) 
Péroxydation lipidique (4HNE) 
et protéique (carbonyles) 
 Acide urique (anty-oxydant) 
 
 Respiration découplée * 

Palacino J, 2004 
 
 
 
 
 
Stichel CC, 2007 

Souris 

PINK1 * mito + grandes 
 Respiration CoI, II, âge-dépendante 
 activités CoI et II,  
sensibilité au choc thermique et à l’H2O2 

Gautier C, 2008 

Cellules  
 
et Neurones 
 

PINK1   ; # 
 Radicaux libres ;   ;  Glutathione 
 
   

Exner N, 2007 
Wood-Kaczmar A, 
2008 
Morais V, 2009 

MEFs PINK1  ;  ATP;  croissance en galactose 
 Radicaux libres (pas due à la fuite de 
protons); # 
  

Amo T 2011 
 
Morais V, 2009 

* Altérations ultrastructurelles des mitochondries 
# Sensitivité accrue aux toxines mitochondriales 
 

Tableau 5: Résumé des défauts de la phosphorylation oxydative relevés dans les différents 

modèles de MPF associée à l’altération de la fonction de Parkine et PINK1. 
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Le rôle protecteur des protéines Parkine et PINK1 émerge de ces études, où les défauts 

spécifiques de la chaîne respiratoire apparaissent à la suite de l’invalidation ou de 

l’introduction des mutations dans les deux gènes.  

D’autre part, il a été suggéré que Parkine pourrait être une protéine cible du facteur de 

transcription p53 et jouer un rôle comme commutateur moléculaire de l’effet Warburg : 

son expression serait augmentée in vitro suite à la surexpression de p53 et serait corrélée 

à l’augmentation de la respiration mitochondriale (Zhang C et al., 2011). De manière 

spéculaire, il a par exemple été montré que Parkine module positivement l’expression du 

Co I (Kuroda Y et al., 2006).  

De plus d’autres études montrent la fonction cytoprotectrice de Parkine envers plusieurs 

types de toxines mitochondriales (Darios F et al., 2003; Hyun DH et al., 2005; Casarejos 

MJ et al., 2006; Rosen KM et al., 2006; Vercammen L et al., 2006; Henn IH et al., 2007; 

Manfredsson FP et al., 2007; Paterna et al., 2007).  

En ce qui concerne PINK1, l’interaction avec ses substrats pour la phosphorylation 

comme TRAP1 (pour TNF Receptor-Associated Protein 1), un chaperon mitochondrial 

connu aussi comme Hsp75, et HtrA2/Omi pourrait expliquer son rôle dans la régulation 

de la physiologie mitochondriale. L’altération de la phosphorylation de ces substrats est 

associée à l’augmentation du stress mitochondrial (Pridgeon JW et al., 2007; Plun-

Favreau H et al., 2007).  

En effet ces étudies mettent en évidence que l’invalidation de la fonction des gènes 

impliqués dans la MPF affecte la fonction mitochondriale.  

Cependant la question concernant un impact spécifique sur la fonction du Co I reste 

toujours ouverte. Par exemple WS Choi et ses collaborateurs montrent in vitro que 

l’absence du Co I ne suffit pas à déclencher la mort des neurones dopaminergiques et, 

comparant l’effet de deux inhibiteurs du Co I, la pieracidine et la roténone, ils attribuent à 

la déstabilisation du système microtubulaire, et à l’accumulation de la dopamine et des 

produits toxiques de son métabolisme qui en derivent, la toxicité sélective de la roténone 

(Choi WS et al., 2011). 

De plus il a été montré in vitro que l’invalidation de PINK1 cause l’augmentation de la 

production des EROs par les NOXs, une autre source majeure de stress oxydant (Gandhi 

S et al., 2009). 
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VI.2.5   La capacité mitochondriale de stockage de Ca2+ : contribution 

mitochondriale à l’excitotoxicité 

Grâce à la présence de plusieurs systèmes de régulation de la concentration 

intramitochondriale du Ca2+, la mitochondrie joue un rôle de système tampon de la 

concentration de Ca2+ au cours de la neurotransmission (Fig. 29) ; pour ça elle est 

considérée un des systèmes médiateurs des mécanismes d’excitotoxicité indirecte.  

Les mitochondries interviennent lorsque la concentration de Ca2+ dans le cytoplasme 

dépasse un certain seuil (0.3–1 µM selon les tissus, le type cellulaire et l’état fonctionnel 

de la cellule), activant leurs systèmes d’import de Ca2+.  

Les mitochondries peuvent stocker de grandes quantités de Ca2+ dans l’espace de la 

matrice ; du phosphate inorganique est accumulé, en même temps que le Ca2+, ce qui fait 

précipiter le Ca2+ en excès et donne lieu à des dépôts d' hydroxyapatite amorphe dans la 

matrice. Ce mécanisme protège la mitochondrie des changements dangereux de la 

concentration osmotique, qui autrement provoqueraient sa rupture. En effet, lorsque leur 

capacité de stockage du Ca2+ est excédée, les mitochondries,  diminuant leur ∆Ψm et 

activant le Pore de Transition de la Membrane Mitochondriale (Permeability Transition 

Pore, PTP) favorisent le relais de Ca2+.   

L’état d’ouverture du PTP, à basse ou à haute conductance est important pour 

l’homéostasie du Ca2+ (Ichas F and Mazat JP, 1998) et pour la physiologie neuronale et 

cellulaire. Par exemple en conditions physiologiques la propagation des ondes de Ca2+ 

provoquées par la dépolarisation neuronale peut causer l’ouverture à basse conductance 

du PTP (Oster AM et al., 2011) ; en revanche l’ouverture du PTP à haute conductance 

entraîne en cercle vicieux l’ultérieure surcharge de Ca2+ cellulaire. L’activation excessive 

du PTP contribue de manière essentielle aux mécanismes de excitotoxicité responsables 

des phénomènes de dégénérescence observés au cours des plusieurs maladies 

neurodégénératives.  
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Figure 29 : schéma d’une partie des mécanismes de régulation de la concentration du Ca2+ dans la 

mitochondrie. (Non mentionnés le « Mitochondrial Ryanodine Receptor » MRYR, système 

d’importation du Ca2+, et le « Sodium, Calcium extrusion pathway » NCX1).  

L’uniporteur du Ca2+  (Uni) et les échangeurs Na+/Ca2+ et H+/Ca2+ (Ex) représentent des 

mécanismes pour l’import du Ca2+. Le PTP, « Permeability Transition Pore » ou pore de 

perméabilité de transition, un complexe multiprotéique constitué de protéines localisées à la 

membrane externe, interne ou dans la matrice, représente un mécanisme pour l’extrusion du Ca2+, 

qui s’active lorsque la capacité calcique est dépassée. ∆Ψ∆Ψ∆Ψ∆Ψ    : le gradient de protons qui se forme 

dans l’espace intermembranaire à la suite du passage des électrons pendant la phosphorylation 

oxydative représente un mécanisme de régulation pour l’activation du PTP. L’activation 

excessive du PTP conduit à la perte du potentiel de membrane ∆Ψ, à la libération des facteurs 

pro-apoptotiques et déclenche la mort cellulaire. D’autre part, le défaut du maintien 

∆Ψ représente un stimulus pour déclencher l’apoptose.   

Les protéines composantes du PTP sont indiquées : dV, dimères du CoV (Giorgio V et al., 2013) 

; CD, Cyclophline D ; VDAC pour « Voltage Dependent Anion Channel » ; ANT, pour 

« Adenine Nucleotide Translocator » ; HK, Hexokinase ; BPR, pour « Benzodiazepine 

Receptor ».  

 
 

En réponse à l’augmentation de la concentration du Ca2+, la production EROs et des 

ERAs est aussi augmentée. 
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Les ERAs en excès entraînent la nitrosylation des récepteurs de la Ryanodine, RyRs qui, 

altérés, augmentent ultérieurement la libération de Ca2+ de l'ER (Hidalgo C et al., 2005).  

De même, la production de EROs peut modifier les récepteurs InsP3R.  

 

VI.2.5a  Dyshoméostasie calcique mitochondriale au cours des MH et MP 

Au cours de la MH, la HTT mutée est retenue responsable de la baisse de la capacité 

mitochondriale de retenir le Ca2+. Par un mécanisme d’interaction directe avec la 

membrane mitochondriale externe, la HTT mutée, mais pas la sauvage, entraînerait la 

diminution de la capacité mitochondriale de rétention du Ca2+ (Panov A et al.,  2002, 

Choo YS et al., 2004). L’uniporteur du Ca2+ mitochondrial (Mitochondrial Ca2+ 

Uniporter, MCU) pourrait jouer un rôle dans ce mécanisme, vu que l’utilisation de son 

inhibiteur, la molécule Ru360, protége les MSNs des souris transgéniques des 

phénomènes d’excitotoxicité glutamatergique (Tang TS et al., 2005).   

 

A ce jour pas beaucoup d’auteurs ont caractérisé la capacité mitochondriale de stockage 

du Ca2+ au cours de la MP, même si son rôle au cours de la pathogénie de la maladie est 

presque indiscutable à cause des caractéristiques des neurones dopaminergiques atteints, 

dont l’activité basale dépend des canaux du Ca2+
v
 type L (Long Lasting) 1,3 (Chan CS et 

al., 2007). Le défaut de la capacité mitochondriale de stockage du Ca2+ a été observé in 

vitro après invalidation de l’expression de PINK1. Ce défaut a été attribué à une 

dysfonction de l’échangeur Na+/Ca2+ (Gandhi S et al., 2009).  

 

VI.2.6   Contribution mitochondriale à la neuroinflammation. 

Dans une section précédente on a vu comment au cours de la neurodégénérescence, la 

prolifération et l’activation des cellules gliales  conduit à l’activation des enzymes tels 

que les iNOS et les NOXs, et contribue à l’augmentation de la production mitochondriale 

et non mitochondriale et des EROs et ERAs.  

Récapitulant, les mitochondries gliales représentent pour les neurones  une source 

délétère additionnelle de stress oxydant ; d’autre part les mitochondries (neuronales et 

gliales) sont  la cible du stress oxydant, et en cercle vicieux, une fois endommagées elles 

contribuent au maintien de niveaux élevés de stress oxydant. 
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VI.3  Autres mécanismes mitochondriaux impliqués dans la MH et la 

MP 

D’autres aspects de la fonction mitochondriale sont importants au cours de la pathogénie 

des MH et MP comme i) la biogenèse et la transcription, considérées comme des 

fonctions de deux génomes, nucléaire et mitochondriale, ii) la dynamique mitochondriale, 

soit l’équilibre entre la fusion et la fission mitochondriale et iii) la mitophagie.  

Des approfondissements sur ces aspects sont compris dans les paragraphes suivants.   

 

VI.3.1    Régulation nucléaire de la fonction mitochondriale   

Etant des organites semiautonomes et limités dans la capacité de coder pour leurs propres 

protéines, les mitochondries dépendent pour la production des protéines restantes - la 

majorité - du  génome nucléaire.  

Essentiellement, des facteurs de transcription nucléaires règlent la réplication de l’ADN 

mitochondriale et la transcription de gènes codant pour les composantes mitochondriales 

de toutes catégories.   

Ces facteurs de transcriptions comprennent les facteurs nucléaires respiratoires, NRF-1 et 

NRF-2, et les protéines appartenant aux superfamilles de Récepteurs Nucléaires, NRs 

(pour Nuclear Receptors) : PPARs (pour Peroxysome Proliferator Activated Receptor) et 

ERR (pour Estrogen Related Receptors) (Lin J et al., 2005; Scarpulla RC et al., 2012). 

Les PPARs (trois isoformes , , et ) sont impliqués dans le contrôle transcriptionnel des 

enzymes mitochondriaux députés à la -Oxydation (Madrazo JA and Kelly DP, 2008). 

Les ERRs (trois isoformes , , et ), contrôlent les gènes impliqués dans tous les aspects 

du métabolisme mitochondrial (Eichner LJ and Giguere V, 2011), y compris les enzymes 

de la -Oxydation qui sont sous le contrôle des PPARs (Dufour CR et al., 2007). En 

outre, ERR peut régler la transcription du gène codant pour le même PPAR 

(Andersson U and Scarpulla RC, 2001). 

PGC-1 (PPARγ Coactivator 1; PPARγ : Peroxysome Proliferator Activated Receptor 

γ), est un co-activateur de la transcription très versatile. PGC-1 forme des complexes 

hétéromères avec les autres facteurs de transcription (Fig. 30).  
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Figure 30 (d’après Scarpulla 

CR et al., 2012) : interaction 

entre les co-activateurs de la 

famille PGC-1 et les  facteurs 

de transcription spécifiques, 

orchestrant les fonctions 

mitochondriales d’importance 

primaire, y compris la -

Oxydation, le cycle de 

KREBS ou des acides 

tricarbossiliques (TCA), la 

réplication de l’ADN 

mitochondrial et la biogenèse 

de l’organite, la 

phosphorylation oxydative / 

chaîne respiratoire (OxPhos/ETC ; ETC pour Electron Transport Chain). PPAR interagit avec 

son partner, le récepteur rétinoïde X (RXR), dans le contrôle de l’expression d’une grande partie 

des enzymes de la -Oxydation pour les acides gras (FA pour Fatty Acids). Les facteurs NRF-1 et 

NRF-2 contribuent au maintien de l’ADN mitochondrial et à l’expression de plusieurs protéines 

de la chaîne respiratoire. Les récepteurs de la famille des ERR (pour Estrogen Related Receptors) 

règlent l’expression de facteurs nécessaires à toutes les fonctions mitochondriales. 

 

Ainsi, PGC-1 représente le facteur qui permet l'intégration des voies de signalisation : il 

est impliqué dans la biogenèse mitochondriale, la phosphorylation oxydative, le cycle de 

Krebs, les défenses antioxydants, la thermogenèse adaptive, le métabolisme du glucose et 

des acides gras, la composition en fibres dans le muscle squelettique - soit la régulation 

de la proportion entre fibres avec un métabolisme oxydatif (types I et II) et les fibres 

pauvres en mitochondries, à métabolisme glycolytique (types II X et II B) - et la 

contractilité du muscle cardiaque (Arany Z et al., 2005; Puigserver P and Spiegelman 

BM, 2003; Liang H ad Ward WF, 2006; St-Pierre J et al., 2006; Kelly DP and Scarpulla 

RC, 2004; Handschin C and Spiegelman BM, 2006).  

Surtout, PGC-1 stimule la respiration mitochondriale : par exemple, les gènes codant 

pour le cytochrome c et pour la majorités des sous-unités des complexes I-V, ainsi que le 
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gène codant pour le facteur de transcription mitochondriale A (Tfam pour Transcription 

factor a mitochondrial) sont réglés par cette voie. En outre PGC-1 induit l'expression de 

gènes impliqués dans la biosynthèse de l'hème, le transport d'ions, l'import et la 

traduction de protéines (Lin J et al., 2002; St-Pierre J et al., 2003; Wu Z et al., 1999). 

 

VI.3.1.a   Implication de la dysfonction de PGC-1 au cours des MP et MH 

Cette implication a été suggérée pour les deux maladies, la MP et la MH.  

La meta-analyse de 9 études GWAS et des 185 études de transcriptomes a révélé que, 

entre les groupes fonctionnels des gènes (« gene set ») analysés, l’expression des gènes 

réglés par PGC-1 est diminuée dans les tissus cérébraux des patients MP (Zheng B et 

al., 2010). Plus récemment il a été montré qu’un nouveau substrat de Parkine, PARIS 

(PARkin Interacting Substrate), intervient comme un régulateur négatif de la 

transcription de PGC-1. PARIS est trouvé accumulé dans les cerveaux des patients 

atteints de MP et des souris Parkine KO (Shin JH et al., 2011). Toutefois, la transcription 

PGC-1 n’est pas diminuée dans les fibroblastes dérivés des patients avec des mutations 

dans le gène PARK2 qui au contraire exhibent une augmentation de ses niveaux 

d’expression accompagnée par une diminution de la transcription des gènes en aval, 

comme GPX1, SOD2, NRF 1 et 2, TFAM, ATPase b et COX II  (Pacelli C et al., 2011). 

Ces résultats sont compatibles avec l’altération de l’activité de PGC-1, possiblement 

causée par des modifications post-traductionnelles (Canto C and Auwerx J, 2009). 

Historiquement le rôle de PGC-1 dans la MH a été soupçonné depuis que la première 

caractérisation des souris knock-out PGC-1  a démontré des dysfonctions 

mitochondriales et bioénergétiques associées à des troubles du mouvement de type 

hyperkinétique et à de la dégénérescence striatale, anomalies qui rappellent le phénotype 

de la MH (Lin J et al., 2004; Leone TC et al., 2005). 

D’après ces premiers travaux, Cui a démontré la diminution des niveaux de PGC-1 i) 

post mortem, dans le striatum des patients MH, ii) in vivo, dans les MSNs d’un modèle de 

souris  transgéniques MH et iii) in vitro, sur une lignée de cellules striatales dérivée de 

ces souris. Cui a aussi fourni la preuve que l’augmentation des niveaux de PGC-1 

améliore l'atrophie des neurones du striatum dans ce modèle (Cui L et al., 2006). 
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En contemporaine, Weydt a observé que l’expression striatale des gènes réglés par PGC-

1, y compris les sous-unités des complexes de la chaîne respiratoire, est fortement 

réduite au cours de la MH (Weydt P et al., 2006).  

Depuis ces premières observations, un grand nombre d’études a vérifié l’hypothèse d’un 

rôle de PGC-1á dans la pathogénie de la MH (Pour une revue Chaturvedi RK and Beal 

MF, 2013).  

La HTT mutée pourrait, par interaction directe altérer la capacité de PGC-1 de co-

activer la transcription des gènes cibles en aval, ou, interférant avec la plateforme 

trascriptionnelle CREB/TAF4 sur le promoteur du gène,  réprimer la transcription de  

PGC-1 (Cui L et al., 2006; et pour une revue McGill JK and Beal MF, 2006) (Fig. 31).  

 

Figure 31  (d’après McGill JK and Beal MF, 2006) : mécanismes proposés pour une action de la 

HTT mutée sur la fonction (en haut) ou l’expression (en bas) de PGC-1 au cours de la MH.  

Haut : au cours de la MH, P Weydt (2006) a montré que la HTT mutée affecte l’expression des 

gènes en aval de PGC-1. Toutefois il manqué toujours une preuve de l’interaction directe entre 

la HTT mutée et PGC-1. Bas : L. Cui (2006) a montré que l’association de la HTT mutée avec le 

complexe CREB/TAF4 sur le promoteur de PGC-1 interfère avec la  transcription, et par 

conséquent l’activité de PGC-1. La HTT mutée pourrait régler l’activité de PGC-1 avec 

différents mécanismes, selon le tissu. La dysfonction de PGC-1 affecte l’expression des gènes 

réglés en aval et détermine l’apparition des anomalies de la fonction mitochondriale et du 

métabolisme énergétique, contribuant à la dégénérescence des neurones susceptibles. En même 

temps le défaut de PGC-1 affecte les enzymes des systèmes antioxydants, SOD1, SOD2, et 

GPx1, et détermine l’augmentation des taux de stress oxydant (St-Pierre J et al., 2006) 
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D’autres mécanismes proposés pour expliquer la diminution de l’expression des gènes 

cibles de PGC-1 sont : la répression, de la part de la HTT mutée, de TORC1 (pour 

Transducer Of Regulated CREB binding proteins, 1) le plus puissant coactivateur de 

PGC-1 (Chaturvedi RK et al., 2012)  et l’augmentation de l’activité transglutaminase de 

la HTT mutée (McConoughey SJ et al., 2010). 

 

VI.3.2    La fusion et la fission mitochondriale 

Les mitochondries sont des organites dynamiques. Ils forment un réseau tubulo-

vésiculaire tout au long de la cellule. Ils ont la possibilité de fusionner, diviser, et de 

migrer pour fournir l'énergie tout au long des processus neuronaux (Hoppins S et al., 

2007; Bereiter-Hahn J et al., 2008; Benard G and Karbowski M, 2009; Otera H and 

Mihara K, 2011).  

Par les mécanismes de fusion et fission, les mitochondries accomplissent d’autres 

fonctions dans la cellule, qui sont par exemple importantes pour la distribution des 

mitochondries dans toutes les cellules en division, vu que les mitochondries ne peuvent 

pas être créées de novo.  

La fission est aussi un processus asymétrique, à la suite duquel des mitochondries 

fortement dépolarisées se produisent, en plus des mitochondries saines. Au cours du 

développement embryonnaire et de la plasticité neuronale la ségrégation des ces 

mitochondries aux cellules en division détermine leur destin (Cho DH et al., 2010; 

Nunnari J and Suomalainen A, 2012), les cellules accumulant un plus grand nombre de 

mitochondries dépolarisée étant destinées à l’élimination.  

La division asymétrique représente aussi un mécanisme de protection contre le stress 

cellulaire, afin d’isoler les mitochondries dysfonctionnelles ou des segments 

endommagés du réseau et promouvoir leur dégradation par la voie de l’autophagie (Twig 

G et al., 2008). Lorsque ces mécanismes de contrôle de qualité de la mitochondrie ne 

peuvent pas se mettre en œuvre correctement, la fission mitochondriale peut promouvoir 

l’apoptose (Suen DF et al., 2008). 

Des cycles de fusion et fission mitochondriale permettent l’échange et la redistribution de 

métabolites, de ions, ainsi que de protéines et de molécules d’ADN mitochondrial, en 

permettant la complémentation et la recombinaison des molécules d’ADN et la réparation 
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des dysfonctions mitochondriales. D’une autre part, la fusion mitochondriale augmentant 

la surface des crêtes mitochondriales, augmente significativement l’espace disponible à 

héberger les complexes de la chaîne respiratoire; augmentant la capacité de la respiration 

mitochondriale, ce mécanisme devient essentiel en  conditions de stress, vis-à-vis de la 

survie cellulaire. Dans une vision d’ensemble, les cycles de fusion et fission 

mitochondriales visent à moduler la fonction mitochondriale selon les besoins en énergie 

de la cellule.  

 

Un groupe de grands GTPases est impliqué dans la régulation de fission et fusion 

mitochondriales. La conservation de ces GTPases à travers les espèces a permis aux 

scientifiques de corréler les résultats issus des études d'avant-garde chez la levure avec 

les mécanismes potentiels de fission mitochondriale et la fusion dans les cellules des 

mammifères.  

Le remodelage du réseau mitochondrial est fonctionnellement lié à la dynamique et au 

transport des organelles ; ces fonctions sont supportées par les protéines du cytosquelette 

(Hollenbeck PJ and Saxton WM, 2005) auxquelles les mitochondries sont attachées par 

l’action des Rho GTPases Miro 1 et Miro2 (Guo X et al., 2005; Fransson S et al., 2006).  

 

VI.3.2.a  La fusion mitochondriale  

Les études chez la levure et la mouche drosophile ont identifié les protéines Fzo1 

(membrane mitochondriale externe) et Mgm1 (membrane mitochondriale interne) comme 

médiateurs clé de la fusion mitochondriale (Hales KG and Fuller MT, 1997; Herman GJ 

and Shaw JM, 1998; Wong ED et al., 2003).  

Deux orthologues de Fzo1 existent chez les mammifères : la mitofusine 1 (MFN1) et la 

mitofusine 2 (MFN2) (Santel A and Fuller MT, 2001). Des mutations du gène orthologue 

de Mgm1 chez l’homme, OPA1, sont associées à l’apparition de l’Atrophie Optique de 

type 1, une maladie héréditaire, autosomique dominante, pour laquelle des altérations de 

la morphologie mitochondriale ont été décrites (Delettre G et al., 2000). La protéine 

codée par ce gène a été en suite caractérisée pour avoir un rôle primaire dans la fusion 

mitochondriale (Cipolat S et al., 2004). 
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Les protéines Fzo1, MFN1 et MFN2 possèdent des domaines hélicoïdaux hydrophobes 

qui permettent leur insertion dans les membranes. Ces protéines possèdent  aussi des 

domaines « coiled-coil » ; la fusion des membranes externes a lieu lorsque ces derniers 

domaines s’alignent et interagissent en trans à la membrane externe de deux 

mitochondrie (pour revue Liesa M et al., 2009). Il a été suggéré que les MFNs agissaient 

de manière similaire aux protéines du complexe SNARE qui promeuvent la fusion des 

vésicules synaptiques à la membrane plasmique. De façon analogue à SNARE, une 

isoforme mitochondriale de la Phospholipase D, PLD, la mitoPLD, et la production 

et l’élimination des lipides de signalisation (Cardolipine, CL, Acide Phosphatidique, PA, 

DyacylGlicerole DAG et Isositole,4,5-biphosphate, IP4,5P2) facilitent la fusion 

mitochondriale (pour une revue Huang H and Frohman MA, 2009) (Fig. 32). 

 

.     

Figure 32 (d’après Huang H and Frohman MA, 2009) : modèle proposé pour la fusion et la 

dynamique mitochondriales. Au cours de la fusion, les protéines de la membrane mitochondriale 

externe, Mitofusin 1 et 2 réunissent deux mitochondries adjacentes, par leurs domaines « coiled-

coil ». Pendant ces interactions les dimères de MitoPLD entrent en contact avec la cardiolipine 

sur la membrane mitochondriale opposée, générant l’acide phosphatidique, PA, qui à son tour 

facilite la fusion de la membrane externe. La fusion de la membrane interne est facilitée par la 

protéine Opa1. Les mitochondries sont transportées le long des microtubules en conséquence de 

l’interaction entre la protéine de la membrane externe, Miro, et la kinésine. Cette interaction est 

indirecte : la protéine adaptatrice Milton a un rôle de protéine adaptatrice (Glater EE et al., 2006; 

Stowers RS et al., 2002). 
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La protéine OPA1 chez les mammifères est codée par un seul gène avec huit variantes de 

transcription résultant d’un processus d’épissage alternatif (Delettre C et al., 2001).  

OPA1 et Mgm1 sont importées dans la mitochondrie grâce à une « séquence de ciblage 

mitochondrial » (MTS pour Mitochondrial Targeting Sequence) située à l'extrémité N-

terminale de ces protéines. Les protéines sont accrochées à la membrane mitochondriale 

interne par un domaine hélicoïdal transmembranaire, adjacente à la MTS.  

A la suite d’un processus de clivage protéolytique qui les libère de la membrane, Mgm1 

et OPA1 se transforment en isoformes fonctionnellement actives. Les différentes 

variantes de OPA1 sont clivées différemment générant des isoformes longues et courtes 

dans les mitochondries. Les isoformes courtes de OPA1 sont plus lâchement fixées à la 

membrane mitochondriale interne, en comparaison des isoformes longues qui conservent 

un domaine hydrophobe (Ishihara N et al., 2006).  

Plusieurs protéases ont été identifiées qui pourraient être responsables du clivage de 

OPA1, y compris PARL (Cipolat S et al., 2006), la i-AAA protéase YME1L (Griparic L 

et al., 2007; Song Z et al., 2007) et la protéase m-AAA (Duvezin-Caubet S et al., 2007).  

La présence dans la structure de la protéine des domaines GTPase, effecteur de la 

GTPase (GED) et de deux domaines « coiled-coil » permet la formation des structures 

complexes formées par plusieurs molécules de OPA1 afin d’opérer la fusion de la 

membrane mitochondriale interne. Une protéine putative, serait responsable de 

l’interaction entre OPA1 et MFN1, dont l’identité est encore inconnue (pour une revue 

Liesa M et al., 2009).   

Le clivage de OPA1 est accélérée lorsque le potentiel électrochimique à travers la 

membrane mitochondriale interne est réduit, ce qui suggère que le clivage OPA1 et par 

conséquent son activité peuvent être réglés afin de coordonner l'état énergétique des 

mitochondries avec leur morphologie. 

 

VI.3.2.b   La fission mitochondriale 

La fission mitochondriale produit des mitochondries sphériques ; la fission induit des 

changements ultrastructuraux importants et le remodelage des crêtes, y compris 

leur fragmentation, dilatation et vésiculation jusqu'à la disparition. Comme pour le 
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clivage de OPA1, ces changements s’associent à la diminution du ∆Ψm et de la 

production d’ATP (pour une revue Wasilewski M and Scorrano L, 2009). 

La protéine GTPase Dynamin 1 (DNM1) chez la levure et son homologue 

mammifère « dynamin related protein 1 » (Drp1 ou Dynamin 1 Like Protein, DNM1L) 

sont responsables de la fission mitochondriale. 

Drp1 interagit avec les lipides de la membrane mitochondriale externe par un domaine 

intermédiaire (VD, pour Variable Domaine), homologue du domaine plekstrine de la 

DNM1. 

Au cours de la fission mitochondriale, après la fixation du GTP, les interactions en cis 

entre les domaines GTPase, et effecteur de la GTPase, GED (respectivement N-Terminal 

et C-Terminal), ainsi que les interactions en trans entre les domaines GEDs de plusieurs 

molécules, déterminent la formation de grandes structures spiraliformes aux sites de 

recrutement sur la membrane mitochondriale externe. A ce niveau le diamètre de la 

mitochondrie se réduit de ~ 0,5 m à 0,1 m. A son tour, l'hydrolyse du GTP provoque 

un changement soudain de conformation et le démontage de ces structures très ordonnées 

complétant l’événement de la fission (Frohlich C et al., 2013; pour revu Liesa M et al., 

2009 et Otera H et al., 2013) (Fig. 31). 

La division mitochondriale se produit aux endroits où les tubules du RE s'enroulent 

autour des sites de la division mitochondriale (Friedmann JR et al., 2011; Rowland AA 

and Voeltz GK, 2012).  

 

Recrutement de Drp1 

Chez les mammifères la fission mitochondriale dépend du recrutement de Drp1 à la 

membrane mitochondriale externe. Pour ceci, l’interaction avec d’autres acteurs semble 

être nécessaire.  

Chez la levure, FIS1, une petite molécule qui est localisée à la membrane mitochondriale 

externe, recrute la DNM1 cytosolique à la membrane mitochondriale par interaction 

indirecte. En effet dans le recrutement de DNM1, interviennent des adaptateurs similaires 

(Mdv1, Caf4) qui favorisent la nucléation et l'auto-assemblage de DNM1 en structures 

hélicoïdales, entraînant la fission de la membrane (revu dans Liesa M et al., 2009; Otera 

H et al., 2013) (Fig. 33). 
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Chez l’homme, le rôle de hFIS est moins clair, parce que la circulation de Drp1 entre les 

mitochondries et le cytoplasme ne nécessite pas de hFIS1 (Lee YJ, 2004; Wasiak S et al., 

2007). Toutefois l’invalidation de hFIS1 par SiARN inhibe la fission, ce qui suggère que 

hFis1 agit en aval du recrutement de Drp1 à la mitochondrie (Wasiak S et al., 2007). 

D’autres acteurs dans les processus de fission mitochondriale sont : la protéine MTP18, 

un effecteur de la voie de signalisation de la kinase 3 phosphatidylinositol 

(phosphatidylinositol 3 kinase, PI3K) (Tondera D et al., 2004), GDAP1 (Niemann A et 

al., 2005) et des protéines adaptatrices, comme le facteur de fission mitochondriale 

(Mitochondrial fission factor, Mff) (Otera H et al., 2010), le Facteur d’élongation 

mitochondriale 1/ protéines de la dynamique mitochondriale de 49 et 51 kDa 

(Mitochondrial Elongation Factor/Mitochondrial Dynamics proteins, MIEF1/MiD49/51) 

(Palmer CS et al., 2011; Zhao J et al., 2011), outre FIS1.  

 

Figure 33: (d’après Otera H et al., 2013) : modèle hypothétique pour l’assemblage des protéines 

de la machinerie de fission mitochondriale. Mff fonctionne comme un récepteur de Drp1. Les 

protéines MiD/MIEF inhibent l’activité GTPase de Drp1 mais facilitent son oligomérization en 

forme de Drp1GTP. Les multimères de Drp1GTP entraînent l’oligomérization de Mff, possiblement 

avec d’autres facteurs inconnus, stimulant enfin l’activité  GTPase de Drp1 et opérant la fission 

mitochondriale.  

La surexpression des MiD/MIEF1 détermine l’auto-assemblage de Drp1GTP en oligomères 

inactives causant l’inhibition de la fission mitochondriale. 

 

D'autres protéines candidates qui interagissant avec Drp1 pourraient effectivement jouer 

un rôle dans la régulation de ses fonctions sont l’Endophiline B1 (Karbowski M et al., 
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2004), la Sacsine (Girard M et al., 2012), la protéine LRRK2 (Wang X et al., 2012; Niu J 

et al., 2012) et la Huntingtine (Song W et al., 2011; Costa V et al., 2010). 

 

La fonction de Drp1 dépend des besoins de la cellule et la simple modification des 

niveaux de la protéine Drp1 sauvage ne suffit pas à une augmentation de la fission 

mitochondriale. En revanche la régulation de l’activité de Drp1 peut avoir lieu au niveau 

de la translocation à la mitochondrie, de son assemblage en structures spirales, de son 

activité de GTPase ainsi que par des modifications post-traductionnelles de la même 

protéine ou des protéines qui interagissent avec elle (pour revue Otera H et al., 2013). 

 

VI.3.2.c  Implication de la dysfonction de la fusion et fission mitochondriale au cours de 

la pathogénie de la MP et MH 

Des anomalies de la morphologie mitochondriale ont été observées au cours des deux 

maladies. 

La relation entre la machinerie de fission mitochondriale et les deux protéines impliquées 

dans les formes récessives de MP, Parkine et PINK1, est l’objet de mon projet de 

recherche dans l’équipe du Dr Corti.  Les travaux scientifiques produits à propos des 

anomalies de fusion/fission dans les modèles MP sont considérés dans la partie Projet II 

de ce manuscrit.  

 

En ce qui concerne la MH, plusieurs auteurs ont signalé des anomalies de la morphologie 

mitochondriale. La fragmentation mitochondriale a été observée in vitro, dans les 

neurones primaires après exposition à la toxine mitochondriale 3-NP (Liot G et al., 

2009), ou dans des cellules HeLa en présence de la HTT mutée  (Wang H et al., 2009). 

Dans ce modèle l’inhibition de la fission ou la promotion de la fusion mitochondriale 

rétablissent les fonctions bioénergétiques et la motilité mitochondriale altérées, selon les 

auteurs, en conséquence de l’interaction pathologique qui s’instaure entre la HTT et les 

MFNs en présence de l’expansion du domaine polyQ (Wang H et al., 2009). En 

revanche, dans les publications plus récentes, l’augmentation de la fragmentation 

mitochondriale observée post mortem chez les patients MH, in vitro (fibroblastes, 

limphoblastes des patients MH, neurones primaires et précurseurs striataux issus des 
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modèles rongeurs) et in vivo dans le striatum des souris MH, a été attribuée à l’interaction 

entre la HTT mutée et la protéine Drp1 et à l’augmentation de l’activité de ce dernier 

(Song W et al., 2011; Costa V et al., 2010; Shirendeb UP et al., 2012).  

L’excessive activation de Drp1 est censée augmenter la mort neuronale apoptotique au 

cours de la MH (Costa V et al., 2010). En effet, cette observation pourrait s’expliquer 

considérant le lien étroit qui existe entre la fission mitochondriale, l’activation de 

l’apoptose et la mort cellulaire. La protéine pro-apoptotique BAX s’accumule aux sites 

de recrutement de Drp1 pendant l’apoptose (Karbowski M et al., 2002) et l’interaction 

entre BAX et Drp1 est augmentée dans des conditions pro-apoptotiques (Leininger GM et 

al., 2006).  

 

VI.4.  La voie de signalisation Nrf2/Keap1  

Il est reconnu que cette voie de signalisation joue un rôle dans la régulation des fonctions 

mitochondriales 

Le facteur Nrf2 « Nuclear factor erythroid 2-related factor 2», est un régulateur majeur de 

la réponse transcriptionnelle antioxidante, il est normalement séquestré dans le 

cytoplasme par la protéine Keap1 « Kelch-like ECH-associated protein 1 », un adaptateur 

pour le complexe ubiquitine ligase, de façon à être continuellement dégradé par la voie 

ubiquitine-protéasome (Itoh K et al., 1999). En conditions de stress oxydant Nrf2 se 

détache de Keap1, il rentre dans le noyau, où il se lie aux Eléments de Réponse 

Antioxydante AREs (pour Antioxydant Response Elements), des gènes pour la réponse 

antioxydante, comme les gènes codant pour l’heme-oxygenase 1 (HO-1), la NAD(P)H 

quinone oxidoreductase 1 (Nqo1) et le facteur de respiration nucleaire 1, Nrf1 (pour 

Nuclear Respiratory Factor-1) (Dinkova-Kostova AT et al., 2002; Piantadosi CA et al., 

2008; Venugopal R Jaiswal, AK, 1996).  

La voie de signalisation Nrf2 intervient aussi dans la régulation de la biogenèse 

mitochondriale (Piantadosi CA et al., 2008) et a été impliquée dans les mécanismes de 

neurodégénérescence (Ramsey CP and Giasson BI, 2007; Mimoto T et al., 2012).  
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VI.4.1    Implication de la voie Nrf2/Keap1 dans la MP et MH  

En ce qui concerne la MP, la voie de signalisation Nrf2/Keap1 a été impliquée dans la 

médiation de la réponse anti-stress médiée par DJ1 (Clements CM et al.,  2006). 

Très récemment il a été proposé que l’activation de la voie de signalisation Nrf2/Keap1 

puisse jouer un rôle de lien entre les mécanismes de la fission mitochondriale et de 

l’activation de la UPR et la toxicité liée à la HTT mutée. La dysfonction de cette voie de 

signalisation a été décrite dans des cellules dérivées des précurseurs striataux, les cellules 

StHdhQ111/Q111 ; d’autre part dans ces cellules l’augmentation de l’expression de Nrf2 

peut prévenir la fission mitochondriale dans ce modèle (Jin YN et al., 2013).  

L’effet protecteur de l’activation pharmacologique du facteur Nrf2 avait été déjà observé 

dans un modèle de MH induite par l’administration de l’acide 3- nitropropioniue (3-NP), 

et dans les souris transgéniques N171-82Q, R6/2, et YAC128 (Calkins MJ et al., 2010; 

Stack C et al., 2010; Ellrichmann G et al., 2011). 

 

 

VI.5      La voie PINK1/Parkine et la mitophagie  

L’observation que chez la drosophile l’invalidation des gènes PARK2 et PINK1 cause des 

graves altérations ultrastructurelles des mitochondries a constitué la base pour la 

découverte d’une voie fonctionnelle PINK1/Parkine.  

Plusieurs observations faites sur les modèles de drosophile ont favorisé l’hypothèse de 

l’existence d’une voie fonctionnelle constituée par PINK1 et Parkine, impliquée dans le 

contrôle de la fonction mitochondriale: 1- l’invalidation des gènes codants pour Parkine 

et PINK1 détermine l’apparition d’anomalies mitochondriales similaires ; 2- 

l'invalidation contemporaine des deux gènes, PARK2 et PINK1, ne provoque pas chez la 

mouche un phénotype plus grave que l'ablation d'un seul des deux ; 3- la surexpression de 

PARK2 renverse les défauts observés en absence de PINK1 ; au contraire la 

surexpression de PINK1 ne modifie pas le phénotype pathologique observé en absence de 

Parkine (Exner N et al., 2007; Pesah Y et al., 2004; Greene JC et al., 2003 Clark IE et al., 

2006; Park J et al., 2006; Yang Y et al., 2006).   
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Dans cette voie PINK1/Parkine, la fonction de Parkine se positionne en aval de la 

fonction de PINK1.  

Initialement, l’on avait attribué à cette voie le rôle de promouvoir la fission 

mitochondriale, vu que les anomalies mitochondriales observées dans ces modèles 

pouvaient être supprimées surexprimant le gène codant pour la protéine profission Drp1, 

ou invalidant la fonction des GTPases qui favorisent la fusion, Mitofusines (MFNs) et 

OPA1 (Deng H et al., 2008; Poole AC et al., 2008; Burman JL et al.2012; Yang Y et al., 

2008). Successivement, les études effectuées sur les cellules de mammifères ont 

compliqué ce point de vue fournissant des preuves que cette voie peut réglementer la 

fusion et la fission mitochondriales, les résultats nets sur la connectivité mitochondriale 

dépendant du contexte cellulaire et des conditions expérimentales (revu dans la section 

Projet II). 

En revanche, depuis des années, des preuves claires ont été fournies par plusieurs auteurs 

impliquant cette voie dans l'activation des mécanismes de contrôle de la qualité 

mitochondriale et la dégradation des mitochondries endommagées.  

 

Plusieurs études ont montré le rôle primaire joué par PINK1 en ce qui concerne 

l’activation de la mitophagie.  

La concentration mitochondriale de PINK1 est normalement maintenue basse par un 

mécanisme équilibré qui implique son importation à la mitochondrie et sa digestion par 

des protéases spécifiques, comme PMPC et PARL (Whitworth AJ et al., 2008; Jin SM et 

al., 2010; Deas E et al., 2011). Les conditions comme la dépolarisation mitochondriale 

qui endommagent significativement les mitochondries favorisent l’activation de la 

mitophagie. Dans ces cas, la présence de PINK1 représente la conditio sine qua non 

(Geisler S et al., 2010; Narendra D et al., 2008; Narendra D et al., 2010b; Matsuda N et 

al., 2010; Vivez-Bauza C et al. 2010). 

   

Les différentes phases de la mitophagie peuvent être résumées en : 1-stabilisation de 

PINK1 sur la membrane mitochondriale externe ; 2- recrutement de Parkine et 

conséquente rupture de la membrane externe ; 3- activation de l’autophagie de la 

membrane interne et de la matrice.  
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Ces étapes sont décrites dans les paragraphes suivants. 

   

VI.5.1 Stabilisation de PINK1 sur la membrane mitochondriale externe 

La stabilisation de PINK1 à la membrane mitochondriale implique la formation d'un 

complexe fonctionnel entre PINK1 et les protéines SARM1 et TRAF6 (Murata H et al., 

2013). 

La protéine adaptatrice SARM1 appartient à la famille des récepteurs pour l'interleukine-

1 Toll (Toll interleukin receptors, TIR). Cette protéine est particulièrement exprimée dans 

les neurones et a été impliquée dans la dégénérescence neuronale (Kim Y et al., 2007; 

Osterloh J.M. et al., 2012). Le facteur 6 associé au récepteur du TNF, TRAF6 (TNF 

Receptor Associated Factor 6) est une protéine E3 ubiquitine ligase responsable de 

l'ubiquitylation de PINK1 sur le résidu de lysine 63 (K63). Cette ubiquitylation est 

facilitée par SARM1 et prévient la translocation dans la matrice, la digestion par la 

protéase PARL et par conséquent la dégradation de PINK1, le stabilisant sur la 

membrane mitochondriale externe. Egalement, l'interaction directe entre Parkine et 

PINK1 représente un mécanisme additionnel qui augmente la stabilité de PINK1 et sa 

capacité de recruter Parkine (Shiba K et al., 2009; Weihofen A et al., 2008; Okatsu K et 

al., 2012a). 

 

VI.5.2 Recrutement de Parkine 

Stabilisé sur la membrane mitochondriale externe, PINK1, dans sa forme phosphorylée, 

forme un complexe dimérique et se lie aux protéines du complexe TOMM (Translocator 

of the Outer Mitocondrial Membrane) (Lazarou M et al., 2012; Okatsu K et al., 2013) et 

recrute la Parkine, qui normalement est une protéine cytosolique, à la membrane 

mitochondriale externe. Ce recrutement dépend fonctionnellement de l'activité kinase de 

PINK1 : en effet PINK1 pourrait phosphoryler directement Parkine (Geisler S et al., 

2010; Narendra D et al., 2008; Narendra D et al., 2010b; Matsuda N et al., 2010; Vivez-

Bauza C et al. 2010; Lazarou M et al., 2013; Shiba-Fukushima K et al., 2012) vu que son 

domaine kinase est orienté sur le versant cytosolique de la membrane mitochondriale 

externe (Zhou C et al., 2008). Le recrutement de Parkine, qui normalement est réprimée 

dans son activité de E3 ubiquitine-protéine ligase (Chaugule VK et al., 2011), détermine 
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aussi son activation (Matsuda N et al., 2010) et l’ubiquitylation (Lys48  et Lys63)  des 

protéines mitochondriales (Geisler S et al., 2010; Lee JY et al., 2010; Matsuda N et al., 

2010; Chan NC and Chan DC, 2011). 

In vitro il a été démontré que la protéine Nix, possédant comme Becline et Bcl2 un 

domaine BH3 et  déjà connue pour promouvoir la maturation des cellules erythroïdes et 

l’autophagie dans de conditions d’hypoxie, contribue à l’efficacité de la mitophagie dans 

la phase de l’induction. De manière dépendante des EROs et de la dépolarisation 

mitochondriale, Nix pourrait à la fois stabiliser PINK1 à la  membrane mitochondriale 

externe et contribuer à la translocation de Parkine (Ding WX et al., 2010). 

L'ubiquitylation et la dégradation Parkine-dépendante des protéines de la membrane 

externe, comme les protéines de la machinerie TOM (pour Translocator of the Outer 

Membrane (Chan NC et al., 2011; Yoshii SR et al., 2011; Bertolin G et al., 2013),  les 

mitofusines (Gegg ME et al. 2010; Poole AC et al. 2010; Ziviani E et al., 2010; Glauser 

L et al., 2011; Tanaka A et al.2010; Rakovic A et al., 2011), VDACs (Geisler S et al., 

2010) et Miro (Wang X et al., 2011; Liu S et al., 2012) ont une importance particulière. 

Celles-ci sont des protéines dont la fonction est liée, respectivement, à l’import, à la 

dynamique, à la bioénérgetique et au transport de la mitochondrie. Fonctionnellement la 

dégradation des protéines impliquées dans la fusion mitochondriale empêche la refusion 

des mitochondries endommagées qui, à la suite de la dégradation de Miro, sont aussi 

détachées du système de transport axonal. Enfin l'ubiquitylation Parkine-dépendante de 

l’isoforme 1 de l’Hexokinase (HK1) a lieu suite au recrutement de Parkine à la 

mitochondrie. HK1 (Okatsu K et al., 2012b). L’Hexokinase, dont il existent différentes 

isoformes, catalyse la première étape obligatoire et ATP-dépendante du métabolisme du 

glucose, la phosphorylation du glucose à glucose-6-phosphate ; de plus, l’isoforme HK1, 

enrichie dans le cerveau, interagit avec VDAC à la membrane mitochondriale externe 

pendant la formation du PTP (Permeability Transition Pore). L’interaction entre Parkine 

et HK1 semble jouer un rôle dans le lien entre la fonction de la Parkine, la mitophagie et 

le métabolisme cellulaire.    

 

L'actuation du programme qui porte à l'élimination des mitochondries dysfonctionnelles 

comprend deux étapes distinctes : i) la rupture de la membrane mitochondriale externe et 
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ii) l'autophagie de la membrane interne et de la matrice. Même si les deux mécanismes 

dépendent de la présence de Parkine, ils se mettent en ouvre par 2 machineries distinctes.  

La rupture de la membrane externe est une étape dépendante du protéasome et non de la 

machinerie de l'autophagie et son inhibition compromet l'efficacité de l'autophagie des 

mitochondries endommagées (Chan NC et al., 2011; Yoshii SR et al., 2011). 

 

VI.5.3 Activation de la mitophagie 

La mitophagie dépendante de la voie PINK1/Parkine procède ensuite canoniquement par 

l'activation des protéines Atgs (Autophagy linked genes, gènes liés à l'autophagie) 

identifiées initialement chez la levure ; chez les mammifères plusieurs protéines 

homologues ont été caractérisées (Zhang J and Ney PA, 2010).  

A la suite de l'ubiquitylation des protéines mitochondriales, la protéine adaptatrice 

p62/SQSTM1 est recrutée à la mitochondrie. La protéine p62/SQSTM1 à son tour induit 

la formation d’agrégats des mitochondries perinucléaires (Geisler S et al., 2010; 

Narendra D et al., 2010b; Okatsu K et al., 2010) qui pourraient faciliter la mitophagie 

augmentant leur proximité au RE, une source de membranes autophagiques (Fig. 34).  

La mitophagie dépendante de la voie PINK1/Parkine n'a pas été entièrement caractérisée 

par rapport à la voie autophagique canonique, toutefois la participation de LC3, 

p62 et Atg5 suggère qu’elle procède de façon similaire à la  voie canonique.  

La protéine AMBRA, une protéine à fonction Atg qui interagit avec Parkine, pourrait être 

médiatrice du lien entre le phagophore en formation et les protéines Becline et Vps34 de 

la machinerie de l’autophagie (Van Humbeeck C et al., 2011). 

L’importance du rôle de la mitophagie dans la physiologie neuronale n’a pas été 

complètement éclairée, vu que la majorité des études concernant la mitophagie ont et 

faites sur des lignées cellulaires et que la dépolarisation massive obtenue par le CCCP ne 

représente pas un stimulus physiologique ni pour les cellules ni pour les neurones ; autres 

paradigmes expérimentales ont été découverts pour induire la mitophagie en conditions 

de dépolarisation moins dramatiques que celles obtenues par l’utilisation du CCCP, 

comme la déplétion de la protéase intramitochondriale PMPCB (Greene AW et al., 

2012). De plus, plus récemment il a été proposé que l’accumulation intramitochondriale 

d’agrégats protéiques et l’inactivation de la fonction d’une autre protéase mitochondriale,  



 176 

la LON1, suffit pour activer la mitophagie et représente une condition indépendante de la 

dépolarisation (Jin SM and Youle RJ, 2013). Suite à ces observations une organisation 

hiérarchique entre les différents niveaux des systèmes de contrôle de qualité 

mitochondriale est soupçonnable : la mitophagie pourrait être la réponse activée au 

niveau de l’organite lorsque la capacité des chaperons et protéases mitochondriales, 

constituant l’UPR mitochondrial et responsables du repliement correct des protéines 

mitochondriales ou de leur dégradation, est dépassée. 

En perspective, l’approfondissement du rôle de ces mécanismes dans la physiologie 

neuronale représente une priorité. 

 

Figure 34 (d’après Exner N et al., 2012) : mécanisme de la mitophagie induite par activation de la 

voie  PINK1/Parkine. (A) En condition de base (haut potentiel membranaire mitochondrial, High 

∆Ψm) les niveaux du PINK1 endogène sont maintenus bas : PINK1 est importé à la mitochondrie, 

et rapidement dégradé suite à la protéolyse. (B) En condition de dépolarisation (Low ∆Ψm), 

obtenue par exemple par l’utilisation du CCCP, la forme entière de PINK1 s’accumule sur la 

surface mitochondriale, d’où il promeut la translocation de Parkine à la mitochondrie. Parkine est 

responsable de l’ubiquitylation des protéines mitochondriales de la membrane externe, suivi par 

le recrutement des protéines adaptatrices, par exemple p62 qui lie les substrats ubiquitylés à la  

machinerie de l’autophagie. Les mitochondries endommagées sont englouties dans les 

phagophores ;  en suite les phagophores mûrissent en autophagosomes et se fusionnent avec les 

lysosomes afin de dégrader leur contenu. 
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VII.1     Contexte : anomalies de la phosphorylation oxydative au cours 

de la MH 

Des étapes communes et des résultats en partie cohérents émergent des études majeures 

réalisées sur les patients et sur les modèles transgéniques pour la MH. Ces études 

éclairent le rôle pathogénique des défauts bioénergétiques et les anomalies 

mitochondriales se produisant au cours de la MH ; ils peuvent être regardés en parallèle 

dans le tableau 6.  

 

Tableau 6 : résumé des résultats majeures obtenus dans le cadre de la caractérisation des 

fonctions mitochondriales sur les patients atteints de MH et les modèles transgéniques (Pcr/Pi = 

Phospho-creatine/Phospate ; HPLC =High Pressure Liquid Chromatography) 

Etudes sur les patients Etudes sur les modèles cellulaires / animaux 

Perte de poids (Clinique/Observation) 
 Djousse L, 2002; Aziz NA, 2008 Souris Mangiarini L, 1996; van der Burg, JM 

2008 
 

Métabolisme énergétique déficitaire (IRM fonctionnelle ou HPLC) 
 utilisation Glucose ; Lactate et  Pcr/Pi   
 
Leenders KL, 1986; Jenkins BG, 1993; 
Koroshetz, WJ, 1997 ; Feigin A, 2001  

Pcr/ATP Zhang, SF, 2011 
 
 Pcr et ATP (HPLC, post mortem) 
Mochel F, 2012 
 

Défauts enzymatiques (respirometrie, spectrophotométrie, biochimie et hystoenzymatique) 
Souris 
Krebs enzymes (Aconitase) Tabrizi, SJ 2000; 
Perluigi M, 2005; Zabel C, 2009 
CoII Zabel C, 2009 
CoII–IV Aidt FH, 2013  
CoIV Tabrizi, SJ 2000; Bae BI, 2005 
 Rats 
 
CoII in vivo Brouillet E, 2008 
CoII in vitro Benchoua A, 2006 and 2008 

• Cerveaux (HD II/III)  
Aconitase  
Tabrizi SJ, 1999 
 
CoI-II-III-IV, Caudé-Putamen Guidetti P, 
2001 
CoII-III, Caudé-Putamen Gu M, 1996; 
Browne SE, 1997  • Tissus périphériques 
CoI, muscles et plaquettes 
Parker WD, 1990; Arenas J, 1998 
 

Levure 
 
CoII-III Solans A, 2006 

Lymphoblastes et Lignées Lymphoblastoïdes :   
 
Défaut ATP et ∆Ψ∆Ψ∆Ψ∆Ψm Sawa A 1999; Panov A 
2005b 

Lignées Cellulaires 
 
CoII Majumder P, 2007 
Défaut respiration et ATP Milakovic T, 2005; 
Gines S, 2003 
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En effet, la perte  de poids observée chez les patients atteints de MH en dépit d’un apport 

calorique normal, suggère la présence de défauts du métabolisme énergétique, confirmée 

par les études de spectroscopie et de PET in vivo, sur les patients ainsi que sur les 

modèles  animaux (Tableau 6). 

La diminution du nombre de mitochondries ainsi que de l’activité des complexes de la 

chaîne respiratoire mitochondriale II, III et IV a été observée au cours des analyses post 

mortem des échantillons cérébraux (noyaux caudé et putamen) de patients atteints de MH 

à des stades avancés de la maladie. La réduction d’activité de l’aconitase a aussi été 

observée dans les études post-mortem.  

Cependant l’analyse de l’expression et de l’activité des enzymes mitochondriaux dans les 

modèles animaux n’a pas donné pas de résultats cohérents. Les modèles de rongeurs 

exprimant la forme entière de la protéine HTT mutée (Guidetti P et al., 2001) ne 

présentent pas les défauts enzymatiques de la chaîne respiratoire observés dans les 

échantillons humains, et retrouvés in vivo et in vitro dans les modèles rongeurs exprimant 

les fragments N-terminaux de la HTT mutée.  

Des défauts bioénergétiques - diminution du ∆Ψm et du contenu en ATP - ont été mis en 

évidence dans les lignées cellulaires dérivées des progéniteurs striataux de souris knock in 

(KI) pour la protéine humaine mutée. Ces défauts ont été attribués à une dyshoméostasie 

calcique au niveau mitochondrial (pour revue Damiano M et al., 2010).  

 

La recherche d'anomalies spécifiques  du Co II (Fig . 35) de la chaîne respiratoire précède 

ces observations, trouvant son origine historique dans la découverte que chez l'homme 

l'intoxication par le 3NP, un puissant inhibiteur du Co II, détermine l’apparition de 

dyskinésies corrélées pathologiquement à la nécrose du putamen (Ludolph AC et al., 

1991; He F et al., 1995).  

Dans différents modèles, rongeurs (Beal MF et al., 1993; Brouillet E et al., 1993) et 

primates non humains (Brouillet E et al., 1995), des manifestations cliniques fort 

ressemblantes à celles observées chez les patients atteints de la MH apparaissent suite à 

l’administration de 3NP, devenue, depuis ces observations, une méthode largement 

utilisée pour modéliser la maladie.  
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Toutefois dans les différentes études l’hétérogénéité des méthodes utilisées et de l’âge 

des souris analysées représente une source d’erreur et rend difficile de conclure quant à la 

signification des défauts mitochondriaux dans la MH.  

 

Le Complexe II, Co II, de la chaîne respiratoire mitochondriale 

Le Co II est composé de quatre sous-unités : deux sous-unités catalytiques, la sous-unité A, une 

flavoprotéine (SDHA ou Fp) et la sous-unité B, un ferro-protéine (SDHB ou Ip) ; les deux petites 

sous-unités complémentaires (SDHC et SDHD) servent à son ancrage à la membrane 

mitochondriale interne (Fig. 35).  

 

Figure 35 (d’après Gottlieb E, 2005) : le diagramme focalise l’attention sur le Co II ou Succinate 

Dehydrogenase (SDH) et l’enzyme Fumarate Hydratase (FH). Le flux des électrons entre les 

Complexes II et III de la chaîne respiratoire est représenté par les flèches vertes. Pendant 

l’oxydation du succinate à fumarate par la SDHA (Fp) la réduction, par deux électrons, du groupe 

prosthétique FAD - lié de manière covalente à l’enzyme - à FADH2 a lieu. La sous-unité SDHB, 

Ip, une ferro-protéine, contient un domaine N-terminal similaire au domaine ferrodoxine des 
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plantes, avec un motif Fe2S2, et un domaine C-terminal similaire au domaine ferrodoxine des 

bactéries, avec deux motifs Fe-S : Fe4S4 et Fe3S4. Les électrons sont transférés à travers les 

centres Fe-S de la SDHB à l’ubiquinone (Q) lié aux sous-unités SDHC et SDHD dans la 

membrane mitochondriale interne, le réduisant à ubiquinole (QH2). L’ubiquinone ou l'hème b – 

qui n’est pas considéré comme une partie intégrante de l’enzyme - se positionnent 

alternativement pour accepter les électrons qui proviennent des trois centres Fe-S, et pour 

échanger les électrons entre eux, avec des cinétiques compétitives. Les quinones sont des centres 

redox mobiles de la chaîne respiratoire (flèches à points). Le transfert des électrons de 

l’ubiquinole par le complexe III au cytochrome c prend le nom de Cycle Q. Puis le flux des 

électrons procède vers le complexe IV. Le Co III est un site bien caractérisé de production de O2
•-. 

La flèche rouge à traits indique la production de O2
•- dans le site IIF du Co II suite à la réduction 

incomplète du FAD.  

 

VII.2 Objectifs 

Dans l’article 1 : Damiano M, Diguet E et al. 2013 A role of mitochondrial complex II 

defects in genetic models of Huntington's disease expressing N-terminal fragments 

of human huntingtin. Human Molecular Genetics, Juin 2013  (inclus à la fin de cette 

section), nous avons exploré de manière cohérente la fonction mitochondriale dans des 

modèles génétiquement compatibles, tous exprimant un transgène codant des fragments 

N-terminaux de la HTT mutée, afin d’évaluer le potentiel du ciblage des fonctions 

mitochondriales dans une perspective thérapeutique. Les étapes de notre plan de travail 

sont résumées ci-dessous:  

A. Caractérisation de l’expression des sous-unités du Co II de la chaîne respiratoire 

mitohondriale dans le striatum du modèle de souris R6/1.  

B. Caractérisation de la fonction mitochondriale dans les cerveaux des souris N171-

82Q. Cette partie comprend l’étude de la phosphorylation oxydative et de la 

biogenèse mitochondriale.  

C. Caractérisation d’un modèle de rat dans lequel le transgène codant le fragment  

N171- de la HTT sauvage (18Q) ou mutée (82Q) est ciblé au striatum par 

injection stéréotaxique de vecteurs lentiviraux. Dans une première étape, les effets 

de la HTT mutée exogène ont été évalués sur la survie neuronale et sur 

l’expression striatale des sous-unités Fp et Ip du Co II. Dans une deuxième étape 
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nous avons évalué l’effet neuroprotecteur de la surproduction de ces sous-unités 

vis-à-vis de la toxicité la HTT mutée.    

 

Les résultats inclus dans l’article s’intègrent dans un projet plus vaste ;  à la fin de cette 

section je montre les résultats d’expériences complémentaires non publiées qui 

contribuent à la compréhension du rôle des différents types de dysfonctions 

mitochondriales au cours de la pathogénie de la MH.  

 

VII.3    Méthodologie et développement du projet 

VII.3.1  Modélisation de la MH dans les rongeurs, généralités 

Plusieurs modèles de rongeurs transgéniques pour la MH existent. La caractérisation de 

chaque modèle a élargi nos connaissances des mécanismes pathogéniques de la MH. Une 

classification des modèles rongeurs disponibles pour la MH comprend : les souris 

transgéniques, les rats transgéniques et les modèles, rats et souris, obtenus par la stratégie 

virale de transfert de gènes. 

Parmi les modèles des souris et des rats transgéniques, on peut distinguer ceux exprimant 

des fragments N-terminaux comprenant l’exon 1 de la HTT et ceux exprimant la HTT 

mutée entière. Les premiers doivent leur origine à l’observation que les agrégats présents 

dans les tissus cérébraux de patients atteints de MH contiennent des fragments de la 

protéine HTT mutée. Ces fragments dérivent du clivage de la protéine par les caspases et 

d’autres enzymes protéolytiques, comme décrit dans la section IV - mécanismes 

pathogéniques de la MH.  

Les symptômes typiques de la maladie, comme les troubles moteurs, les anomalies 

comportementales, la perte du poids sont visibles dans les deux types de modèles (pour 

revue Pouladi MA et al., 2013). Des différences toutefois existent entre les modèles 

exprimant les fragments N-terminaux et ceux exprimant la HTT mutée entière, par 

exemple, en ce qui concerne la sévérité du phénotype, plus grave et précoce dans les 

souris exprimant les fragments N-terminaux, ou la durée de vie, qui peut être normale 

dans les souris exprimant la forme entière de la HTT mutée mais est toujours raccourcie 

dans ceux exprimant les fragments N-terminaux. Une autre différence concerne les 

troubles comportementaux et psychiatriques qui tendent à être plus évidentes dans les 
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souris exprimant la HTT mutée entière. Les altérations neuropathologiques typiquement 

neurodégénératives, comme la formation d’agrégats la  perte neuronale et l’atrophie du 

cerveau, sont aussi observées dans les deux types de souris ; celles-ci sont aussi plus 

précoces, étant marquée par l’apparition d’agrégats déjà à la naissance, et plus 

généralisée, pouvant s’étendre au cervelet, dans les souris exprimant les fragments N-

terminaux, lorsqu’elle est tardive et liée au vieillissement et limitée aux régions striatales 

et corticales dans les souris exprimant la HTT mutée entière. Conformément au 

confinement de la pathologie au striatum chez l’homme, chez la souris la forme entière 

de la HTT mutée s’accumule et est clivée préférentiellement dans le striatum des 

animaux transgéniques (Li H et al., 2000). L’étude des modèles exprimant la forme 

entière s’est révélée très utile pour la compréhension des phénomènes liés à la spécificité 

tissulaire (pour revue Pouladi MA et al., 2013). 

Les modèles des rongeurs transgéniques existant sont résumés dans les tableaux suivants 

(d’après Pouladi M et al., 2013 et références y contenues) 

 

Tableau 7 : Modèles transgéniques exprimant des fragments N-terminaux de la HTT mutée. 

Modèles MH 
Fragments  
N-terminaux 

Transgène Promoteur Répétitions 
CAG 

R6/1  
R6/2 

67 acides amines (aa) de la portion  
N-terminale de la HTT humaine 

1Kb promoteur HTT 
humaine  

117 
144 

N171-82Q  171 aa de la portion N-terminale de 
la HTT humaine 

Protéine Prion murin 82 

HD 94 67 acides amines aa du fragment 
 N-terminal d’une protéine 
chimérique (exon 1 HTT humaine : 
HTT murine) 

CamKII 94 

Souris Shortstop  171 aa du fragment N-terminal de 
la HTT humaine 

Promoteur HTT humaine et 
éléments régulateurs 

128 
 

N118-82Q 118 aa de l’ADNc de la HTT 
humaine 

Protéine Prion murin 82 

N586-82Q 586 aa de l’ADNc de la HTT 
humaine 

Protéine Prion murin 82 

Ubi-G-HTT 84Q 67 aa de l’ADNc de la HTT 
humaine fusionnés à l’EGFP 

Promoteur de l’ubiquitine  84 

HD 150 QG 
HD 190 QG 

67 aa de l’ADNc de la HTT 
humaine fusionnés à l’EGFP 

1Kb promoteur HTT 
humaine 

150 
190 

Rats HD 51 Fragment N-terminal (22 % de la 
protéine) de la HTT de rat 

promoteur HTT de rat 51 
 

 



 184 

Tableau 8 : Modèles knock in (KI) exprimant  la HTT mutée entière. 

Modèles MH  
KI pour la  
HTT entière 

Transgène Promoteur Répétitions 
CAG 

CAG 140 Protéine HTT humaine chimérique  
(HTT exon 1 humain : HTT 
murine) 

promoteur HTT murine 
endogène  

119 
140 

Hdh Q 92  Protéine HTT humaine chimérique  
(HTT exon 1 humain : HTT 
murine) 

promoteur HTT murine 
endogène 

92 

Hdh Q 111 Protéine HTT humaine chimérique  
(HTT exon 1 humain : HTT 
murine) 

promoteur HTT murine 
endogène 

111 

Hdh Q 150 
Hdh Q 200 

Protéine HTT humaine chimérique  
(HTT exon 1 humain : HTT 
murine) 

promoteur HTT murine 
endogène 

150 
200 

Hdh4/ Q 72 
Hdh4/ Q 90 

Protéine HTT humaine chimérique  
(HTT exon 1 humain : HTT 
murine) 

promoteur HTT murine 
endogène 

72 
90 

zQ175 Protéine HTT humaine chimérique  
(HTT exon 1 humain : HTT 
murine) 

promoteur HTT murine 
endogène 

188 

 

Tableau 9 : Modèles trangéniques  exprimant  la HTT mutée entière. 

Modèles 
Transgéniques  
HTT mutée 
entière 

Transgène Promoteur Répétitions 
CAG 

HD 48  
HD89 

HTT humaine entière promoteur CMV  48 
89 

YAC 128  HTT humaine entière promoteur HTT humaine et 
éléments régulateurs 

128 

YAC 48 HTT humaine entière promoteur HTT humaine et 
éléments régulateurs 

48 

YAC 48 HTT humaine entière promoteur HTT humaine et 
éléments régulateurs 

77 

BACHD HTT humaine entière promoteur HTT humaine et 
éléments régulateurs 

97 

Hu 97/18 HTT humaine entière promoteur HTT humaine et 
éléments régulateurs 

97 

iFL148Q ADNc HTT humaine entière 
(tétracycline  inductible) 

Protéine Prion murine  148 

Rats BACHD  HTT humaine entière promoteur HTT humaine et 
éléments régulateurs 

97 
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VII.3.1.a  Souris transgéniques utilisées 

Les souris transgéniques les R6 (R6/1, R6/2 et R6/5 (Mangiarini L et al., 1996; Davies 

SW et al., 1997) et les N171-82Q (Schilling G et al., 1999), caractérisées dans notre 

étudie sont largement le plus utilisées dans le domaine. Dans ces modèles le fragment N-

terminal comprenant l’exon 1 de la HTT est exprimé respectivement sous le contrôle du 

promoteur de la HTT humaine et de la protéine Prion (PrP) murine.  

Modèle R6/1 

Les souris de la lignée R6 sont transgéniques pour un fragment de 1,9 kb du gène 

humain. Ce fragment - qui provient du clivage entre les sites de restriction Sac-EcorI de 

la séquence du cDNA (ADN complémentaire) dérivé d’un patient atteint de MH - est 

composé de la séquence 5 ' UTR, de l'exon 1 contenant l’expansion du triplet CAG et des 

262 premières paires de bases de l'intron 1. L’expansion comprend 115 CAG pour les 

souris R6/1 ; dans ces souris une seule copie est intégrée dans le génome murin, après 

microinjéction (Mangiarini L et al., 1996) (Fig. 36). 

 

Figure 36 (modifiée d’après 

Mangiarini L et al., 1996) : 

fragment de micro-injection et 

identification des sites 

d'intégration du transgène pour le 

modèle R6. A) Carte des sites de 

restriction du fragment de génome 

humain utilisé pour la micro-

injection. La flèche indique le site 

d’initiation de la transcription et 

la boule noire indique la position d'un codon stop dans le cadre de lecture au début de l'intron 1. 

4G6SN0.3 et 4G6PE0.2 sont des fragments utilisés comme sondes d'hybridation. B) Organisation 

génomique des sites d'intégration du transgène. Sa=Sac I ; B=BamH I ; Sm=Sma I ; T=Taq I ; 

P=Pst I ; E=EcoR I. 

 

Dans les souris du modèle R6/1 le transgène est exprimé de façon ubiquitaire. Les souris 

transgéniques présentent un phénotype neurologique progressif qui rappelle, 
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cliniquement et pathologiquement, la MH, y compris les mouvements choréiques, les 

mouvements stéréotypés involontaires, les tremblements et les convulsions épileptiques 

(Mangiarini L et al., 1996; Davies SW et al., 1997). 

 

Modèle N171-18Q  ou - 82Q 

Le fragment N-terminal, représenté par les premiers 171 acides aminés du cDNA du gène 

IT15 - contenant un nombre normal (N171-18Q) ou pathologique (N171-82Q) de triplets 

CAG - flanqué par une séquence ‘linker’ SalI, a été inséré dans les sites de clivage Xho 

du promoteur de la protéine Prion (PrP) murine (Schilling G et al., 1999) (Fig. 37). 

L’utilisation de ce promoteur permet l’expression de la protéine dans tous les neurones 

du système nerveux central (Borchelt DR et al., 1996). La caractérisation de ce modèle a 

fourni une autre démonstration que l’expression du fragment N-terminal de la HTT mutée 

suffit chez la souris à déterminer l’apparition d’un phénotype comportemental et 

pathologique qui récapitule les traits de la MH chez l’homme, y compris la présence 

d’inclusions intra-nucléaires et neuritiques (Schilling G et al., 1999). 

 

Figure 37 (d’après 

Schilling G et al., 1999) : 

le fragment HD – N171 

avec un trait polyQ 

normal (18Q) ou 

pathologique (82Q) inséré 

dans un plasmide codant 

pour le promoteur de la 

protéine prion murine. 
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Les souris N171-82Q existent en plusieurs lignées présentant un âge de début variable. 

La durée de vie est immanquablement raccourcie : les différentes lignées générées 

présentent une survie variable, de 2,5 jusqu'à 11 mois d’âge. La lignée que nous avons 

étudié présentait une survie d’environ 5 mois, correspondant à celle observée pour les 

lignées 81 et 100 de la description faite dans la publication originelle (Schilling G et al., 

1999). Les souris présentent plusieurs troubles : la perte de poids, le tremblement, des 

anomalies de la marche, le manque de coordination, la diminution des réponses aux 

stimulis extérieurs ; dans les phases finales elles présentent des mouvements anormaux 

(suspendues par la queue, elles croisent souvent leurs pattes) et une diminution du 

‘grooming’ (Schilling G et al., 1999).  

 

Autres modèles utilisés  

Dans des expériences complémentaires j’ai utilisé les souris NLS-N171-82Q (Schilling G 

et al., 2004) dans lesquelles le transgène N171-82Q a été ciblé au noyau par l’ajout d’une 

séquence de localisation nucléaire (NLS, pour Nuclear Leading Sequence) dérivée du 

gène codant l’atrophine 1.  

J’ai aussi utilisé les souris transgéniques BACHD (pour Bacterial Artificial 

Chromosome) et des cellules dérivées des souris KI-Hdh Q111 ; ces deux modèles 

expriment la HTT mutée entière sous le promoteur du gène de la HTT (Wheeler VC et 

al., 2000; Lin CH et al., 2001; Menalled LB et al., 2002; Gray M et al., 2008; Abada YS 

et al., 2013).  

La description de mes expériences complémentaires et les données concernant la fonction 

mitochondriale dans ces modèles sont comprises dans le paragraphe VII.5 Données 

supplémentaires. 

 

VII.3.1.b Modélisation de la MH dans les rongeurs par transfert de gènes 

Des fragments, de tailles différentes, du gène codant pour la HTT sauvage ou mutée ont 

été insérés dans des vecteurs adénoviraux, AAV (Senut MC et al., 2000; DiFiglia M et 

al., 2007; Franich NR et al., 2008) ou lentiviraux (De Almeida LP et al., 2002) et 

surexprimés, après injection stéréotaxique, de façon ciblée dans le striatum de rats (Senut 
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MC et al., 2000; De Almeida LP et al., 2002; Franich NR et al., 2008) ou de souris 

(DiFiglia M et al., 2007).   

Les vecteurs viraux existent en plusieurs types, qui diffèrent par la taille de l’insert, le 

pouvoir infectieux, le tropisme et le pouvoir de diffusion.Les vecteurs viraux utilisés ont 

subi des modifications génétiques les empêchant de se répliquer (Self inactivating, SIN) 

(Tableau 10). 

Famille Caractéristiques Localisation Taille de 
Clonage 

Réponse  
Immunitaire 

Dispersion 

Lentivirus 
 
 
Famille 
Rétrovirus 

Virus à ARN  
 
Simple Brin  
+ Enveloppe 

Intégration 
aléatoire 

9 kb Faible Faible 

Adénovirus 
 
 
Famille  
Adénovirus 

Virus à ADN  
 
Double Brin 
- Enveloppe 

Pas 
d’intégration 
(épisome) 

28 kb Forte Forte 

AAV 
(Adéno 
Associated 
Virus) 
Famille 
Parvovirus 

Virus à ADN  
 
Simple Brin 
- Enveloppe 

Intégration sur 
un site 

4.7 kb Faible Forte 

 

Tableau 10 (d'après la "Génétique moléculaire Humaine" de Pasternak JJ, 2003) : principaux 

virus utilisés dans le transfert de gènes dans la MH. Tous les virus énumérés ont une égale 

capacité d’infecter les cellules mitotiques ou post-mitotiques.  

 

Pour ce travail nous avons utilisé des vecteurs lentiviraux (LV) SIN. C’est en 2002 que le 

transfert de gènes avec des vecteurs lentiviraux exprimant la HTT mutée a été mis au 

point (de Almeida LP et al., 2002). Des fragments codant des fragments de la HTT mutée 

de différentes tailles (171, 853, 1520 acides aminés), associées à un nombre croissant  de 

répétition de glutamine (19, 44, 66 ,82 Q), ont été insérés dans ce type de vecteur (Fig. 

38). Deux promoteurs ont été utilisés pour contrôler le niveau d'expression du transgène, 

à savoir le promoteur de la Phosphoglycérate kinase 1 (PGK 1) de souris et celui du 

Cytomégalovirus (CMV). Ces vecteurs ont été injectés dans le striatum de rat. Le suivi de 

l'infection a été fait sur 24 semaines. La sévérité du phénotype et le début des symptômes 
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sont liés à la taille du fragment de la HTT exprimée et à celle de l‘expansion du domaine 

polyQ.  

 

Figure 38 (d’après de Almeida LP 

et al., 2002) transfert des gènes par 

vecteur viral: A. représentation 

schématique des transgènes insérés 

dans les vecteurs lentiviraux dans le 

travail original qui décrit la 

génération de ce modèle de MH.  B. 

Analyse par western blot (anticorps 

utilisé : EM-48) montrant que les fragments de la HTT mutée sont produits dans les cellules 293T 

infectées par les vecteurs lentiviraux correspondants, avec les masses moléculaires attendues. 

 

Les vecteurs LV SIN (Fig. 39) ont une délétion dans la région U3 3 LTR (pour Long 

Terminal Repeat) qui contient le promoteur viral. Cette délétion possède un double 

avantage : 1) elle élimine les éléments transcriptionnels viraux qui risquent d’interférer 

avec le promoteur du transgène, et avec les gènes voisins au site d’intégration ; 2) elle 

limite les risques de recombinaison avec un virus sauvage. 

Les rétrovirus, y compris les lentivirus, possèdent trois classes de gènes : 1) le gène gag,  

codant pour les protéines de structure (matrice, capside, nucléocapside) ; 2) le gène pol, 

codant pour les enzymes viraux tels que la rétro-transcriptase et l’intégrase ; 3) le gène 

env, codant pour la glycoprotéine de l’enveloppe. 

Leur génome contient aussi des séquences cis-régulatrices situées dans le LTR,  

nécessaires à l’encapsidation (séquence ) et, après infection de la cellule cible, à 

l’intégration dans le génome de l’hôte, à leur rétrotranscription, et à l’expression des trois 

classes de gènes (gag,   pol, env). 

Le tropisme des lentivirus est déterminé par la glycoprotéine de l’enveloppe, qui se lie 

aux récepteurs de la cellule cible. Il est possible de modifier le gène « env » par le gène 

d’enveloppe d’un autre virus : on parle de pseudotypage. Pour ce travail, les vecteurs 

lentiviraux ont été pseudotypés avec la glycoprotéine du virus de la stomatite vésiculaire 
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(VSV-G), qui confère aux vecteurs un fort tropisme neuronal dans le SNC (pour une 

revue Kafri T, 2004). 

 
 

Figure 39: séquence d'un vecteur lentiviral inactivé utilisé dans notre étude. 

Le site « Att » permet l’intégration du virus dans le génome de l’hôte. La séquence «  » est 

nécessaire à l’encapsidation de l’ARN viral. La séquence RRE (Rev Responsive Element) 

favorise le transport dans le cytoplasme de l’ARN. Un domaine riche en purine (cPPT, pour 

central polypurine tract) est ajouté pour augmenter la transduction du transgène. Le promoteur 

PGK et le transgène d’intérêt sont insérés après le domaine cPPT. La séquence WPRE 

(Woodchuck hepatitis virus) est un élément de régulation post-transcriptionnelle qui favorise 

l’expression du transgène. Pour des raisons de sécurité, la séquence gag est délétée ainsi qu’une 

partie de la séquence 3’LTR (SIN, self inactivating) contenant le promoteur viral, pour empêcher 

sa réplication dans l’hôte. 
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VII.3.2     Principales méthodologies utilisées 

VII.3.2.a  Caractérisation du modèle R6/1 : western blot 

Les données concernant l’expression des sous-unités du Co II de la chaîne respiratoire 

mitochondriale dans les souris R6/1 ont été obtenues par la méthode de western blot. Des 

extraits protéiques obtenus à partir d’échantillons de tissu striatal des souris transgéniques 

et contrôles ont été analysés. Ces données ont été générées dans le laboratoire du Prof 

Jordi Alberch, du département de biologie cellulaire de l’université de Barcelone.  

 

VII.3.2.b  Caractérisation du modèle N171-82Q 

La caractérisation de la fonction mitochondriale dans le modèle N171-82Q consiste en 

plusieurs étapes conçues pour définir la présence d’un défaut de la fonction 

mitochondriale par respirométrie. Nous avons aussi exploré la relation entre le défaut 

observé par respirométrie et a) l’organisation moléculaire de la chaîne respiratoire, 

explorée par la méthode BN-PAGE, ou b) la biogenèse mitochondriale, une autre 

fonction mitochondriale contrôlée, comme l’expression et l’assemblage du Co II, par le 

génome nucléaire.  

 

Analyse de la fonction de la chaîne respiratoire mitochondriale 

Il est possible de mesurer la consommation d’oxygène, un des paramètres de la 

fonctionnalité de la chaîne respiratoire mitochondriale, à partir de tissus frais, de cellules 

en cultures ou de mitochondries purifiées. Par exemple, partant d’un cerveau murin 

excisé il est possible obtenir des préparations enrichies de mitochondries purifiées, 

fonctionnelles (couplées) et suffisamment concentrées en mettant en jeu un gradient de 

Percoll  (Damiano M et al., 2006). Dans un délai de quelques heures (2-3h) les mesures 

de respirométrie peuvent être combinées aux mesures fluorimétriques, pour évaluer la 

capacité mitochondriale de rétention calcique et le potentiel de membrane 

mitochondriale, ∆Ψm ; dans les premières heures après l’isolement, il est aussi possible 

d’effectuer la mesure de la production d’ATP mitochondriale par luminométrie (Manfredi 

G et al., 2002). S’agissant du paramètre le plus sensible, les mesures de la consommation 

d’oxygène sont réalisées aussitôt après l’isolement des mitochondries ou la trypsinisation 

des cellules en culture. 
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Ces préparations peuvent être utilisées, dans un deuxième temps, pour d’autres 

applications, comme l’isolément des complexes en leur conformation native (BN-PAGE). 

 

Consommation d’oxygène 

La consommation d’oxygène des mitochondries isolées est mesurée dans une chambre 

d’oxygraphie thermostatée (37°C), fermée et agitée, munie d’une électrode de Clark 

mesurant en continu la concentration d’oxygène dans le milieu. L’électrode de Clark 

traditionnelle, en argent et platine (Hansatech), est immergée dans une solution saturée de 

KCl. L’électrode est isolée de la cuve de mesure par une membrane de téflon qui laisse 

diffondre l’oxygène. Dans ces conditions, les variations de courant électrique, induites 

par la réduction de l’oxygène au niveau de l’électrode sont directement proportionnelles 

aux variations de la quantité d’oxygène dissoute dans le milieu d’incubation contenu dans 

la cuve de mesure. Les mesures oxygraphiques sont réalisées dans un volume final de 

0.3-0.5 ml de tampon de respiration contenant : KCl (125 mM), HEPES (20 mM), MgCl2 

(1mM), KH2PO4 (2mM) et EGTA (20 µM) ; de l’albumine de sérum bovin (ASB), 

délipidée (0.1%) peut aussi être présent ; le pH doit être ajusté à 7,4. A 37°C, la 

concentration en oxygène dans ce tampon est d’environ 220 nmol d’oxygène par mL. A 

ce tampon de respiration sont ajoutés les mitochondries (0,25 mg/ml pour les 

mitochondries du cerveau) et des substrats respiratoires en concentrations saturantes.  

Différents substrats peuvent être utilisés afin d’analyser la contribution des différents 

complexes de la chaîne respiratoire à la consommation d’oxygène. Ainsi les substrats qui 

fournissent NADH et FADH2 permettent d’évaluer respectivement la contribution relative 

des complexes I et II. En même temps, la contribution spécifique de chaque complexe est 

évaluée en présence, dans le milieu de respiration, d’inhibiteurs sélectifs des complexes 

en amont (i.e. on utilise des substrats spécifiques du Co II en présence d’un inhibiteur du 

Co I). Les substrats les plus couramment utilisés sont : 

- glutamate / malate (5 mM / 1 mM), substrat fournisseur de NADH ; 

- pyruvate (1mM), substrat fournisseur de NADH ; 

- le succinate (2 mM), substrat fournisseur de FADH2 est utilisé en association avec la 

roténone (1 g/ml), inhibiteur du Co I ; 

- glutamate / malate (5 mM / 1 mM) + du succinate (2 mM). 
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Il est aussi possible d’évaluer l’activité du Co IV par oxygraphie en utilisant le 

N,N,N’,N’ TétraMéthyl-1,4-PhenylèneDiamine (TMPD, 1 mM) en présence d’ascorbate 

(1,5 mM) et d’antimycine A (1 g/l) un inhibiteur du Co III. L’ascorbate cède ses 

électrons au TMPD, qui à son tour réduit le cytochrome c, substrat du Co IV.  

D’autres substrats comme la proline, la palmitoylcarnitine, l’octanoylcarnitine peuvent 

être utilisés ; la proline est un substrat protéique fournisseur de NADH et de FADH2 ; la 

palmitoylcarnitine et l’octanoylcarnitine sont des substrats lipidiques qui permettent 

d'avoir un index de la -Oxydation. 

 

Différentes phases peuvent être mesurées pendant un essai de respirométrie. L’ajout au 

milieu de respiration, contenant les substrats de la chaîne respiratoire, d’une quantité 

déterminée de la préparation (cellulaire ou mitochondriale), donne lieu à une respiration 

basale, l’état 2, qui génère et maintient le m. L’addition d’ADP (de 200 à 400 M 

pour le cerveau) détermine le passage à la phase phosphorylante, accélérée de la 

respiration, l’état 3. Pendant cette phase l’utilisation de la force protomotrice par le 

complexe V est maximisée afin de générer l’ATP. La respiration ‘au repos’, ou état 4, est 

obtenue après l'ajout d’oligomycine (1 g/mL), l’inhibiteur spécifique de l’ATP 

synthétase, ou de carboxyatractyloside, cATR (50 µM), l’inhibiteur de la 

l'adénosine nucléotide translocase. Un exemple d’un essai de respirométrie est montré 

dans la figure 40. Un paramètre important est le contrôle respiratoire, RCR (pour 

Respiratory Control Ratio), correspondant au rapport entre la respiration à l’état 3 et la 

respiration à l’état 4 ; ce rapport reflète le degré de couplage entre l'oxydation et la 

phosphorylation. 

D’autres paramètres peuvent aussi être mesurés ; par exemple, les agents découplant, 

trifluorocarbonylcyanide phenylhydrazone (FCCP), carbonyl cyanide m-chloropheyl 

hydrazone (CCCP) ou 2,4-DiNitroPhénol (DNP) sont utilisés pour mesurer la 

consommation maximale d’oxygène. Ces agents découplent l’oxydation des substrats de 

la phosphorylation de l’ATP permettant la fuite des électrons au niveau de la membrane 

mitochondriale interne et empêchant la formation du gradient des protons. Leur 

concentration dépend du tissu et/ou du type cellulaire dont proviennent les mitochondries. 
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Enfin, l’ajout de KCN (1mM) (au lieu du cATR) bloque la chaîne respiratoire au niveau 

du complexe IV et permet donc de mesurer la consommation non respiratoire de 

l’oxygène.  

 

 

Figure 40 : exemple d’une courbe de 

respiration. Les états 2, basale, 3, 

phosphorylante, et 4, de repos, de la 

respiration sont indiqués. Ils diffèrent 

en ce qui concerne la vitesse de la 

consommation d’oxygène qui se 

reflète dans le degré de la pente.  

La présence de substrats Glutamate- 

Malate (Glut-Mal) 5 mM/1 mM et de 

Succinate (Succ) 2 mM, permet d’évaluer la fonction des Complexes I et II respectivement. 

L’ajout de la roténone (Rot), permet d’étudier la contribution exclusive du Co II à la respiration.  

 

L’oxymétrie par électrode de Clark, représente une technique classique et fiable pour 

l’analyse des fonctions mitochondriales. Cependant des nouvelles technologies à haute 

résolution ont été développées, comme le système Oroboros et le système d’analyse des 

flux extracellulaires XF (XF Extracellular Flux Analyzer). Par ces systèmes il est 

possible de mesurer la consommation d’oxygène à partir des homogénats des tissus ou à 

partir de quantités très limitées des tissus ou cellules. 

 

Electrophorèse en gel natif pour l’isolement des complexes de la chaîne respiratoire (Blue 

Native Polyacrylamide Gel Electrophosesis, BN-PAGE). 

La méthode de l’électrophorèse en gel natif représente un moyen puissant pour explorer 

l’organisation moléculaire et supramoléculaire de la chaîne respiratoire mitochondriale.  

La première description de la méthode BN-PAGE a été donnée par Schagger et Von 

Jagow en 1991 (Schagger H and Von Jagow G, 1991). 
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Par cette technique il a été découvert que l’ATP-synthéthase F1-F0 (Co V) existe en 

forme dimérique (Arnold I et al., 1998) et que l’organisation de la chaîne respiratoire 

consiste en un réseau de super-complexes (Schagger H and Pfeiffer K, 2000). 

 

Les différents complexes de la chaîne respiratoire, chacun étant constitué de plusieurs 

sous-unités protéiques,  sont hébergés à la membrane mitochondriale interne. Le principe 

de la méthode BN-PAGE consiste en l’utilisation de détergents à faible pouvoir, afin de 

permettre la solubilisation des membranes biologiques et le détachement des complexes 

multiprotéiques de la membrane, tout en préservant les interactions protéine-protéine qui 

existent entre les sous-unités de chaque complexe. Les détergents sont des molécules 

amphipathiques composés d’une tête polaire,  ionique ou non-ionique, et d’une queue 

hydrocarbonique ; ils dissolvent la couche de lipides constituant la membrane et 

solubilisent les lipides et les protéines intramembranaires dans des micelles stables, avec 

un cœur aqueux. Typiquement, deux détergents non ioniques, le n-dodecyl-β-D-

maltoside et la digitonine, sont utilisés pour la méthode BN-PAGE. Contrairement aux 

détergents ioniques (anioniques, cationiques, et zwitterioniques), ces détergents ne 

modifient pas la structure des protéines. 

La centrifugation des échantillons suit la solubilisation et permet la séparation des 

membranes non solubilisées des complexes protéiques solubilisés dans les micelles de 

détergents. 

Les différentes étapes de la méthode BN-PAGE sont : 

 préparation des échantillons 

 préparation du gel BN-PAGE et migration en première dimension 

 transfert électrique 

 immunodétection des complexes avec les anticorps 

 

Préparation des échantillons 

Cette étape comprend la solubilisation des complexes, la centrifugation des échantillons 

et l’ajoute du colorant anionique Comassie blue G-250. 
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Mes expériences regardent l’isolement des complexes en partant des préparations de 

mitochondries isolées des cerveaux murins par le gradient de Percoll  (Damiano M et al., 

2006, Article 4).  

Après l’isolement, le tampon pour la solubilisation des complexes contient : acide 

Aminocaproique (1,5 mM) et BisTris base (50 mM) ; le pH est ajusté à 7,0 à 4°C. Dans 

un tube eppendorf la préparation mitochondriale (50 g) est suspendue dans ce tampon 

(volume final, 50 l). La quantité idéale de détergent nécessaire à la complète 

solubilisation de chaque complexe peut varier en fonction des cellules et des tissus 

utilisés, qui diffèrent en contenu en lipides et protéines. Une phase de mise au point est 

donc nécessaire afin d’établir cette quantité : une concentration trop basse de détergent ne 

suffirait pas à isoler les complexes ; d’autre part en utilisant des quantités excessives de 

détergent l’on risquerait de dissocier les complexes multiprotéiques en leurs sous-unités 

composantes. Pour la mise au point de la technique, des quantités croissantes d’une 

solution à 10% (dans l’eau) de n-dodecyl-β-D-maltoside sont ajoutées à la suspension 

mitochondriale (Fig. 42). La préparation est incubée 5’ à 4°C (sur la glace).  Le tube est 

centrifugé à 20.000g pour 30’ et le surnageant, contenant les complexes solubilisés, est 

transféré dans un tube propre. 

Après la solubilisation, le colorant anionique Comassie blue G-250 est ajouté à la 

préparation. Le Comassie blue G-250 est solubilisé à une concentration de 5% dans une 

solution tampon contenant : acide Aminocaproique (750 mM), BisTris (50 mM), EDTA 

(0,5 mM) ; le pH est ajusté à 7,0 à 4°C. 5 l de cette solution sont ajoutés au surnageant 

de la préparation mitochondriale, issu de l’étape précédente. 

Le colorant se lie à la surface de toutes les protéines intramembranaires ainsi qu’à un 

certain nombre de protéines solubles. En ajoutant des charges négatives à la surface des 

protéines différents effets sont observés : 1) le point isoélectrique des protéines se 

modifie devenant plus négatif ; 2) les charges négatives additionnelles sur la surface des 

protéines individuelles les repoussent les unes les autres. Le résultat est que la tendance à 

l’agrégation des protéines de membrane est fortement réduite. 3) Les protéines associées 

au colorant et chargées négativement sont solubles dans une solution qui ne contient plus 

de détergent. Le détergent peut donc être omis pendant la préparation du gel de gradient, 

minimisant ainsi le risque d’une dénaturation. 4) Les complexes associés au colorant, 
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pendant l’électrophorèse, deviennent visibles en tant que bandes bleues. Ceci facilite 

l’excision des bandes pour des applications ultérieures (deuxième dimension ou 

électroélution).  

 

La composition en sous-unités de chaque complexe sera déterminée en faisant migrer le 

matériel des bandes excisées d’un gel BN-PAGE sur un gel SDS-PAGE (deuxième 

dimension).  

 

Préparation des gels BN-PAGE et migration en première dimension 

Les tampons suivants sont préparés à l’avance  

 
                         Solutions 

 
                  Compositions 

Tampon Gel (3X) pH 7.0 à 4°C 150 mM BisTris  
1.5mM Acide Aminocaproique  

Mix acrylamide-bisacrylamide  
(Mix AB) 

48g de acrylamide et 1,5 g de 
bisacrylamide dans 100 ml de H2O 

Tampon Cathode (Bleu)                       250 mM Tricine; 75 mM BisTris; 
(0.02% Comassie Blue G-250)      

Tampon Anode  250 mM Bis Tris 

 

Tableau 11 : Composition des solutions nécessaires à la préparation et à la migration 

electrophoretique d’un gel BN.  

 

Dans notre protocole expérimental nous avons utilisé un gel de gradient 5-13%. Ceci 

permet la séparation des complexes de taille comprise entre 130 et 900 kDa. Le gel est 

surmonté par une partie dite de « stacking » à 4%.  

Le gel est préparé suivant les indications ci-dessous (Tableau 12). 
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 Gel « stacking » (X2) 
 

4% 

        Gel de séparation – Gradient (X1) 
 
           5%                               13%  

AB Mix 0.8 ml 0.51 ml 1.31 ml 

Tampon Gel (3x)  3.34 ml 1.67 ml 1.67 ml 

Glycérol __ __ 1 ml 

H2O 5.79 ml 2.79 ml 1 ml 

10% APS 110 µl 3 µl 1.5 µl 

TEMED 11 µl 30 µl 15 µl 

Volume total 10.05 5 ml 5 ml 

 

Tableau 12 : Schéma pour la préparation d’un gel de gradient 5-13%, pour le BN-PAGE. 

 

L’organisation de l’appareil pour la préparation des gels de gradient est indiquée dans la 

Figure 41. 

 

 

Figure 41 : pour la préparation des 

gels de gradient, deux chambres 

cylindriques connectées sont remplies 

de solutions d’acrylamide, comme 

indiqué. La chambre contenant la 

solution à 13% est dotée d’un agitateur 

magnétique pour assurer le mélange 

homogène des deux solutions après 

l’ouverture, en séquence, des 

connecteurs B et A. La pression 

hydrodynamique détermine la formation d’un gradient linéaire des solutions à 5% et 13% pendant 

le transfert à l’Appareil Gel, situé au dessous du plan où sont placés les cylindres.   

 

Les complexes protéiques sont séparés sur le gel à la suite de la migration 

electrophorétique, sous l’action d’un champ électrique (80mV à 4°C). 
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La solution Tampon Cathode, placée dans la chambre supérieure de la cuve 

électrophorétique, est enrichie par l’ajout du colorant Comassie Blue G-250 (0.02%) 

pendant la première partie de la migration. Lorsque la ligne bleue correspondant au front 

de migration dépasse la moitié de la hauteur du gel, le Tampon Cathode bleu est substitué 

par une solution Tampon Cathode sans colorant. La migration est considérée complète 

lorsque la ligne bleue correspondant au front de migration atteint la base du gel et le 

colorant bleu commence à se répandre dans la solution Tampon Anode, placée à la base 

de la cuve d’électrophorèse. 

 
Le transfert électrique 

Les complexes protéiques séparés sur les gels sont ensuite transférés sur une membrane 

en fluorure de polyvinylidène, PVDF, selon les protocoles standard pour le transfert 

liquide. Le Tampon de Transfert (10X) contient : TRIS-Base (200mM), Glycine (1.5 M), 

SDS (0.5%). Le transfert est effectué à 4°C, pendant la nuit. Un agitateur magnétique 

assure le maintien d’une température homogène dans la cuve.  

 

Immuno-détection des complexes et révélation par électrochimiluminescence 

A la fin du transfert la membrane est incubée dans une solution de lait (5%). Plusieurs 

heures de lavage dans cette solution (remplacée à des intervalles réguliers) sont 

nécessaires pour éliminer le bleu en excès et saturer les sites de liaison non spécifique des 

anticorps sur la membrane. Les anticorps primaires monoclonaux (utilisés comme 

indiqué dans l’article) sont aussi dilués dans une solution de lait à 5%  et laissés interagir 

avec la membrane pendant une heure à température ambiante, ou plusieurs heures en 

chambre froide. Après rinçage de la membrane afin d'enlever les anticorps primaires non 

liés, celle-ci est exposée à l’anticorps secondaire, dirigé contre une portion espèce-

spécifique de l'anticorps primaire. J’ai utilisé des anticorps secondaires liés à la 

peroxydase de raifort qui, à la suite de l’incubation avec un réactif luminescent contenu 

dans les kits de révélation commercialement disponibles, émet une luminescence 

proportionnelle à la  concentration en protéines des complexes détectés (Fig. 42). 
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Figure 42 : exemple de mise 

au point de la méthode BN-

PAGE pour l’isolement des 

complexes (I, IV et II 

indiqués à droite de chaque 

panneau) de la chaîne 

respiratoire mitochondriale. 

A) Complexes de la chaîne 

respiratoire isolés à partir de 

mitochondries purifiées utilisant un gradient de Percoll ; B) complexes de la chaîne respiratoire 

isolés à partir d’une fraction mitochondriale enrichie, mais non purifiée, d’une préparation de 

cortex cérébral d’une souris de contrôle. Des concentrations croissantes de n-dodecyl-β-D-

maltoside (Lauryl Maltoside, LM) ont été ajoutées à la suspension mitochondriale concentrée (1 µg/µl) dans le tampon de solubilisation, jusqu'à obtenir la quantité maximale de chaque 

complexe. Ceci est démontré, après immunoblot, par l’augmentation progressive de l’intensité 

des bandes correspondant à chaque complexe. Noter que le LM à la concentration la plus élevée 

(0.8%) la dégradation de certains complexes (A, complexe IV ; B complexes I et IV) est 

observée, ce qui indique que les conditions optimales pour la séparation des complexes en 

conditions natives sont dépassées. Poids moléculaires : Co I 880 kDa ; Co V 600 kDa ; Co III 

(dimère) 460 kDa ; Co IV 200 kDa ;  Co II 130 kDa . 
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Analyse de la fonction de la biogenèse mitochondriale 

PCR quantitative en temps réel 

Cette méthode est utilisée afin de quantifier dans une préparation contenant l’ADN total 

la quantité relative correspondant au nombre de copies d’un gène ; elle est aussi utilisée 

pour l’analyse de la quantité des transcrits, à partir d’une préparation d’ARN. 

Dans les deux cas les étapes fondamentales sont l’extraction des acides nucléiques et la 

PCR quantitative en temps réel ; pour l’analyse des transcrits une étape additionnelle de 

synthèse des ADN complémentaires (cDNAs) est nécessaire avant l’exécution de la 

PCR.  

Extraction des acides nucléiques et Rétro-Trascription des ARNs 

L’extraction de l’ADN total a été réalisée à partir des cellules ou tissus, avec des 

méthodes standard, basées sur l’utilisation de phénol - phénol/chloroforme pour l’ADN.  

Pour l’extraction de l’ARN total, après élimination de l’ADN par la DNAase 

décontaminée de RNAase, une méthode standard basée sur l’utilisation de TriZol a été 

utilisée. La lecture spectrophotométrique de l’absorbance de ces échantillons à 260 nm et 

à 280 nm permet en même temps le calcul de la concentration de l’ADN ou de l’ARN, et 

de juger de la qualité des produits d’extraction. L’ADN extrait est donc prêt pour 

l’utilisation dans la PCR. Pour l’analyse de la quantité des transcrits les cDNAs sont 

synthétisés à partir de l’ARN par rétrotranscription. A cette fin, la préparation d’ARN 

total est incubée à 65°C pour 5’ à une concentration déterminée, dans une solution 

contenant : de l’eau dépourvue de ribonucléases, les  amorces, le mix de nucléotides 

(dNTPs), du MgCl2 (la concentration doit être optimisée entre 1,5 et 0,8 mM), l’enzyme 

transcriptase inverse et un inhibiteur ribonucléase.  

En ce qui concerne les amorces, il existe plusieurs options : on peut utiliser des 

Oligo(dT)15, des amorces ‘random’, ou des amorces spécifiques pour un gène cible.  

Les amorces Oligo(dT)15 sont appariées à l’extrémité 3’ de toute molécule d’ARN 

polyadenilé. Le choix des amorces ‘random’ est idéal pour la synthèse de cDNAs à partir 

des ARNs totaux, incluant les ARNs qui ne contiennent pas de queue de poly(A).  

Au cours de notre étude nous avons choisi des amorces ‘random’, vu que le rôle de la 

polyadenylation des ARN mitochondriaux chez les eucaryotes supérieurs est encore 

débattu (Chang JH and Tong L, 2011).  



 202 

La concentration des amorces doit toujours être optimisée. Généralement on conseille 

l’utilisation de 0,5 g de Oligo(dT)15 ou d’amorces ‘random’, et une concentration finale 

entre 0,5 et 1 mM pour les amorces spécifiques.  

 

PCR quantitative en temps réel 

La PCR quantitative pour l’ADN a été réalisée en utilisant le kit « Light Cycler Fast Start 

DNA Master SYBR Green » (Roche) à l’aide du système « Light Cycler Carousel-Based 

System » (Roche), qui nécessite l’utilisation des capillaires. 

La présence du colorant SYBR Green dans le réactif SYBR Green rend possible la 

détection  des produits de PCR en temps réel (Real Time) pendant l’exécution de la 

réaction.  

 

Préparation du Mix (1 capillaire) 

 Volume (Vol) µµµµl 

H2O Jusqu'à 8 l, Vol Final 

MgCl2 25 mM Variable (2,5 et 5 mM) 

Amorce sens 1 l (conseillé 0,5 g) 

Amorce anti-sens 1 l (conseillé 0,5 g) 

SYBR Green reconstitué 2 l 

 

Tableau 13 : composition du Mix pour un essai de RT-PCR 

 

Outre le SYBR® Green I Dye, le réactif SYBR® Green contient la AmpliTaq Gold® 

DNA Polymérase, les dNTPs avec le dUTP, une référence passive, et des tampons. La 

référence passive, un colorant fluorescent qui n’interfère pas avec la réaction, fournit un 

valeur de fluorescence sur la base duquel la fluorescence du réactif SYBR® Green I Dye 

est normalisé pendant l’exécution de la réaction. 

Une courbe standard est préparée, correspondant à une concentration d’ADN entre de 0 et 

10 ng. Les échantillons en général ont besoin d’être dilués, normalement entre 1/10 et 

1/50. Dans le capillaire, 8 l du Mix contenant le SYBR Green sont ajoutés aux 2 l de 

l’échantillon (dilué). Apres la dénaturation initiale (10 minutes à  95° C) environ 40 



 203 

cycles de PCR sont effectuées, qui comprennent les trois phases classiques de la PCR : 1) 

dénaturation à 95° C pour 10  secondes ; 2) appariement à une température variable selon 

la séquence des amorces (calculée sur la formule 2°C (A+T)+ 4°C (G+C)), de durée 

variable de 0 à 10 secondes ; 3) élongation, normalement à 72° C pour une durée variable 

selon la taille du produit d’amplification, généralement calculée selon la formule : taille 

en paires de bases (bp)/25secondes.  

Un cycle pour la courbe de dénaturation suit les cycles d’amplification et est utile afin 

d’évaluer la spécificité des produits de la réaction d’amplification ; ceci comprend aussi 

trois phases : 1) dénaturation à 95° C ; 2) appariement à 65° C ; 3) dénaturation, 

normalement à 95° C. Le pic obtenu pendant la courbe de dénaturation correspond à la 

fluorescence générée par la dénaturation des produits de PCR. La présence de plusieurs 

pics indique la non spécificité des amorces et la génération de plusieurs produit 

d’amplification. 

Les résultats sont normalisés en utilisant les gènes de référence. La taille des produits 

peut être vérifiée sur gel d’agarose à 2% contenant de l’éthidium bromide, qui intercale 

l’ADN et le rend visible aux rayons UV. 

 

Le logiciel d’un système RT-PCR calcule les valeurs correspondant à la ligne de base et 

au seuil détecteur sur la base du principe qu’une courbe d’amplification donnée a une 

allure typique, comprenant (Fig. 43): 

• une phase plateau (a) 

• une phase linéaire (b) 

• une phase exponentielle (phase géométrique) (c) 

• un bruit de fond ou ‘background’(d) 

• la ligne de base (e) 
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Figure 43 : Exemple de courbe de PCR quantitative la ligne rouge indique le seuil calculé par le 

détecteur dans la réaction donnée. (a)  phase plateau ; (b)  phase linéaire ; (c) phase exponentielle 

(phase géométrique) ; (d) bruit de fond ; (e) ligne de base. 

 

La PCR quantitative pour l’ARN a été réalisée utilisant le kit « Light Cycler RNA Master 

SYBR Green » (Roche) à l’aide du système de détection « Light Cycler Carousel-Based 

System » (Roche).  

En alternative, le système SYBR Green de Applied Biosystems (Foster City, CA) et le 

système de détection «ABI prism 7300 HT» (Applied Biosystems, Foster City, CA, 

USA) ont été utilisés. 

 

La quantité de l’ADN mitochondrial (mtDNA) correspondant au fragment du gène 

codant la sous-unité I (codée par le génome mitochondriale) de l’enzyme mitochondriale 

Cytochrome c Oxidase COX, (du nucléotide (nt) 6409 au nt 6636) a été quantifiée 

(amorces: sens CATCCCTTGACATCGTG, antisens CTGAGTAGCGTCGTGG) et 

normalisée sur la quantité de ADN nucléaire, nDNA, calculée en utilisant la séquence du 

gène nucléaire codant la sous-unité 18S du ribosome (amorces : sens 

CGGACAGGATTGACAGA ; antisens : CCAGTCAGTGTAGCGC). Le calcul du 

rapport mtDNA/nDNA donne la valeur finale de la quantité relative en ADN 

mitochondrial pour un échantillon donné. 

 

a b c 

d 

e 
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Dans mes expériences faites sur un modèle BACHD, non incluses dans les résultats 

publiés, j’ai aussi quantifié par qRT-PCR les ARN correspondant aux transcrits des gènes 

codants les facteurs et cofacteurs de transcription PGC-1, NRF-1, TFAM  et la protéine 

-actine, utilisée pour la normalisation. A cette fin j’ai utilisé les amorces spécifiques 

suivantes : 

PGC-1, sens: ATACACAACCGCATCGGCAA;  

antisens: AAGGTTCGCTCAATAGTCTTGTTC 

NRF 1, sens: AAGAAACGGAAACGGC;  

antisens: GCTCTTGTACTTTCGCAC 

TFAM, sens: AGGCTTGGAAAAATCTGTCTC;  

antisens: TGCTCTTCCCAAGACTTCATT 

 

-actine: sens: GGCCAACCGTGAAAGATGA;  

antisens: GCCTGGATGGCTACGTACATG.  

 

Environ 50 ng de cDNA ont été utilisés dans chaque essai (exécuté en triplicata). Le 

rapport entre la quantité du transcrit du gène cible et le transcrit correspondant à la -

actine a été calculé et correspond à la quantité relative du transcrit en question dans un 

échantillon donné. 

 

VII.3.2.c  Caractérisation d’un modèle de rat basé sur le transfert intrastriatal du 

transgène codant le fragment  N171- de la HTT sauvage (18Q) ou mutée (82Q), à 

l’aide des vecteurs lentiviraux.  

 

Dans ce modèle nous avons évalué l’effet direct de la surexpression de la HTT mutée sur 

la survie neuronale et l’expression striatale de sous-unités Fp et Ip du Co II. Dans une 

deuxième étape,  ces mêmes sous-unités ont été co-surexprimés avec la HTT mutée, afin 

d’évaluer un possible effet neuroprotecteur.  
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Production des vecteurs  

Les cDNAs, codant la protéine GFP (Regulier E et al., 2002) ou le fragment N171 de la 

protéine HTT humaine, avec 18 ou 82 répétitions CAG, (de Almeida LP et al., 2002) ont 

été clonées dans des vecteurs SIN contenant l’élément post-régulateur Woodchuck du 

virus de l’hépatite (W) (Deglon N et al., 2000). Le promoteur PGK1 murin est le 

promoteur interne (Fig. 43).  

La méthode du phosphate de calcium a été utilisée pour transfecter de manière transitoire 

les cellules 293T avec les particules virales (Ory DS et al., 1996). Quarante huit heures 

après la transfection les surnageants ont été collectés, filtrés, et concentrés par 

ultracentrifugation. Le contenu en particules virales est quantifié par détermination de la 

concentration de l’antigène viral p24 (ELISA, Perkin Elmer Life Sciences, Boston, MA). 

La préparation est portée à une concentration de 200.0000 ng de p24/µl dans un volume 

de PBS (0,1 M) contenant  de l’ASB (1%). 

 

Injection stéréotaxique 

L’injection intrastriatale a lieu sur l’animal anesthésié et placé dans le cadre 

stéréotaxique, à l’aide d’un injecteur automatique. Les coordonnées utilisées pour 

l’injection sont : 0.8 mm rostral au bregma, 3.5 mm latéral à la ligne médiane et 4.0 mm 

ventral à la surface du crâne (Diguet E et al., 2009). La vitesse d’injection est de 0.25 µl/min. 

 

Sacrifice des animaux et préparation des tissus 

Selon le type d’analyse souhaité, le sacrifice des animaux se déroule de façon différente. 

Après anesthésie profonde obtenue par l’administration d’une ‘overdose’ de 

penthiobarbital de Sodium, nous avons suivi trois types de protocoles pour la préparation 

des tissus. 

1- Après décapitation de l’animal, le cerveau est excisé et congelé immédiatement dans 

de l’isopentane maintenu à -25 °C. Les cerveaux sont gardés à -80 °C jusqu'au 

moment de la préparation des sections. Des sections coronales de 20 µm ont été 

coupées à l’aide d’un cryostat maintenu à -22 °C. Les sections ainsi préparées sont 
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viables pour les analyses de la fluorescence des régions infectées et pour les analyses 

histoenzymatiques des activités des Complexes  II et IV. 

2- Après anesthésie profonde, la perfusion transcardiaque de l’animal est effectuée avec 

une solution de PBS (0.1%) contenant de la paraformaldéhyde (4%), pour une durée 

de 4 minutes. Les cerveaux des animaux perfusés sont ensuite excisés et immergés 

pour la postfixation dans une solution de PBS (0.1%) contenant de la 

paraformaldéhyde 4%. Ils sont en suite immergés dans une solution cryoprotectrice 

contenant du sucrose 30% pendant 48h, suivies de la congélation à -20°C jusqu'au 

moment de la préparation des sections. Des sections coronales de 40 m sont ensuite 

préparées à l’aide d’un microtome maintenu à -22 °C. Ce protocole permet de 

préparer des sections viables pour les analyses immunohistochimiques. 

3- Après anesthésie profonde, le cerveau est excisé et placé dans une matrice pour rats, 

maintenue sur la glace (4 °C). Une section coronale de l’épaisseur  de 1 mm, 

correspondant à la région striatale, est coupée et immédiatement posée sur le plan 

focal du microscope à épifluorescence (objectif 5x) afin de repérer, par détection de la 

fluorescence, la zone du striatum infectée dans laquelle les vecteurs se sont propagés. 

Cette zone est coupée sous le microscope avec un emporte-pièce ou ‘punch’ d’un 

diamètre de 1.5 mm (Fig. 44). Les fragments de tissus ainsi obtenus sont ensuite 

soumis à l’extraction des protéines et l’analyse par western blot. 

 

Figure 44 : Illustration de la procédure 

de dissection de la région striatale 

infectée par un vecteur lentiviral 

(méthode 3). 
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VII.4  Résultats 

La HTT mutée se localise au noyau, où par ses nouvelles propriétés, dérivant de la 

présence de l’expansion pathologique du domaine polyQ, elle pourrait interférer avec les 

programmes transcriptionnels contrôlant la fonction mitochondriale et nécessitant le 

fonctionnement coordonné des deux génomes. De plus, étant retrouvée associée à la 

mitochondrie, la HTT mutée pourrait altérer directement la fonction mitochondriale. 

En faveur de ces hypothèses, nous avons retrouvé des défauts de la fonction 

mitochondriale dans les trois modèles explorés. 

 

Dans les souris R6/1 nous avons mis en évidence, au niveau striatal, une diminution de la 

quantité des sous-unités Fp et Ip du Co II de la chaîne respiratoire, par rapport aux souris 

contrôles, la diminution de la sous-unité Ip étant plus importante et significative (Article, 

fig. 1). 

Les analyses de la fonction de mitochondries isolées à partir des cerveaux de souris 

N171-82Q indiquent la présence de différents types d’anomalies.  

Par la respirométrie, j’ai pu constater qu’à partir de l’âge de deux mois, les mitochondries 

des souris transgéniques pour la HTT mutée présentent une diminution significative de 

l’état 3 de la respiration, spécifiquement en présence de succinate, substrat du Co II 

(Article, fig. 2C). A cet âge, il n’est pas possible de mettre en évidence des différences 

entres souris transgéniques et souris sauvages en présence de substrats du seul Co I, ce 

qui devient possible seulement dans les souris âgées de trois mois.  

A la suite de cette observation j’ai décidé d’explorer l’organisation moléculaire des 

complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale, par la méthode BN-PAGE. Les 

informations fournies par la méthode du western blot concernant les niveaux totaux des 

protéines constituant les complexes sont utiles mais ne permettent pas de conclure quant 

au fonctionnement de la chaîne respiratoire, car elles ne révèlent pas la quantité de 

protéines effectivement intégrées dans les complexes. La méthode BN-PAGE offre 

l’avantage d’évaluer les complexes assemblés dans leur conformation native. 

Cette analyse a montré une diminution du Co II dans les mitochondries des souris N171-

82Q par rapport aux souris non transgéniques à partir de l’âge de deux mois. Ce défaut 
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persiste dans les souris de trois mois, lorsqu’il est accompagné par un défaut du Co IV 

(non montré).  

Une diminution plus précoce du Co II, suivie d’une diminution du Co IV est visible déjà 

à partir de l’âge d’un mois, lorsqu’on confronte les mitochondries isolées de souris N171-

82Q avec celles isolées de souris N171-18Q (Article, fig 2A et 2B). L’apparition plus 

précoce de ce défaut dans la confrontation entre les deux types de souris transgéniques 

pour le fragment N171 de la HTT, sauvage ou mutée, indique en effet que la présence de 

ce fragment a un impact sur la physiologie mitochondriale déjà dans sa forme sauvage et 

détermine des changements opposés à ceux causés par la HTT mutée. 

Les gènes codant les sous-unités et les facteurs d’assemblage du Co II résident dans le 

noyau et leur expression est contrôlé par les activateurs et coactivateurs nucléaires dont la 

fonction, comme on l’a expliqué dans la section VI relative à la physiologie 

mitochondriale, est à son tour sensible à l’état bioénergétique de la cellule ; l’expression 

et la fonctionnalité de ce complexe sont donc considérées comme indicatives de la 

coordination entre les deux génomes, nucléaire et mitochondriale. D’après ces résultats, 

j’ai ensuite retenu important d’explorer la biogenèse mitochondriale, un autre paramètre 

indicatif de cette coordination intergénomique, par la mesure de la quantité relative 

d’ADN mitochondrial dans différentes régions du cerveau des souris. 

La quantification du contenu relatif d’ADN mitochondrial dans les échantillons de 

striatum dérivés des souris N 171-82Q a confirmé mon hypothèse que les défauts 

spécifiques du Co II de la chaîne respiratoire au cours de la progression de la maladie 

s’accompagnent, dans ce modèle, d’une réduction progressive de la biogenèse 

mitochondriale (Article fig 2D). 

 

Lorsque j’ai rejoint l’équipe du Dr Brouillet au CEA j’ai eu la possibilité de travailler sur 

le modèle de rat de MH, généré utilisant le transfert de gènes par vecteur viral pour 

obtenir la production intrastriatale du fragment N171-82Q. Ce modèle reproduit les 

principales caractéristiques neuropathologiques de la MH, y compris les inclusions 

intraucléaires de HTT et l’atrophie striatale progressive. Il est préférable au modèle basé 

sur un vecteur adénoviral, peu utilisé à cause de la tendance de ce type de vecteur à 

déclencher des réactions inflammatoires. Le lentivirus PGK1-HTT171-82Q utilisé 
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conduit au développement rapide et reproductible de la maladie. Ce vecteur a été utilisé 

dans de nombreuses études s’intéressant à la MH (Perrin et al., 2007; Perrin et al., 2009; 

Diguet E et al., 2009; Faideau et al., 2010). 

 

Résultats préliminaires à ma recherche 

L’utilisation simultanée d’un lentivirus exprimant la GFP et d’un lentivirus exprimant la 

HTT permet de visualiser directement la zone infectée après l’injection.  

La caractérisation préliminaire de ce modèle, nous a indiqué que la toxicité provoquée  

par la HTT mutée peut être estimée par l’analyse du niveau de fluorescence. Ceci 

correspond en effet à la diffusion des particules virales (hautement neurotropiques) dans 

les neurones, et représente un outil pour suivre l’évolution de la neurodégénérescence 

striatale. Ainsi, une augmentation progressive des niveaux de fluorescence a été montrée 

entre 2 et 8 semaines après l’injection intrastriatale d’un vecteur codant le fragment 

N171-18Q. Les niveaux de fluorescence restent, au contraire, toujours très faibles lors de 

l’infection d’un vecteur codant le fragment N171-82Q (Fig. 45).  
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Figure 45 : A. Diagramme indiquant le transfert des gènes codants le fragment N171 de la HTT 

contenant 18 ou 82 répétitions CAG, à l’aide de vecteurs lentiviraux. B. Microphotographies 

(microscope à épifluorescence,  Zeiss, Axioplan, objectif 4x) prises sur des sections striatales des 

rats sacrifiés à différents intervalles de temps après l’infection. Ces microphotographies  illustrent 

que les niveaux de fluorescence sont plus élevés dans les tissus exprimant la HTT sauvage par 

rapport aux tissus exprimant la HTT mutée. C. Quantification (système d’analyse Mercator 

software, Exploranova, La Rochelle, France) des niveaux de fluorescence dans environ 20 

sections de chaque striatum ; 4 animaux ont été sacrifiés et analysés aux temps indiqués. 

 

Le plan de travail effectué sur les rats comprend plusieurs étapes supplémentaires, 

comme il est schématisé dans la figure 3 de l’article et reporté ici (Fig. 46). 
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Figure 46 : plan de travail sur le 

modèle de rat basé sur l’expression 

striatale du fragment N171-82Q de la 

HTT mutée obtenue par transfert de 

gène à l’aide d’un lentivirus. Les 

quatre diagrammes schématisent les 

étapes fondamentales pour la 

réalisation de notre recherche. Le 

calendrier des expériences est adapté 

à plusieurs types de contraintes, y 

compris de l’exécution des 

manœuvres de chirurgie stéréotaxique 

et les longs temps d’attente entre 

l’injection et le sacrifice des animaux 

pour l’analyse des échantillons. 

Chaque étape a été conçue de manière 

indépendante des autres : l’analyse 

des paramètres indiqués dans les 

rectangles à droite est faite dans 

chaque étape par comparaison des 

striata de deux emisphères cérébraux.  

 

 

Développement du plan expérimental (Fig. 46, article fig 3) 

A. Caractérisation de l’activité du Co II de la chaîne respiratoire mitochondriale par la 

méthode d’analyse histoenzymatique sur coupes congelées (préparation 1, coupes des 

cerveaux congelés).  

L’analyse faite sur les coupes individuelles nous a montré une diminution significative de 

l’activité du Co II suit à l’infection intrastriatale par un lentivirus codant le fragment 

N171-82Q (Article, fig 4).  

Nous avons ensuite réalisé une analyse par reconstruction tridimensionnelle. Les images 

ont été digitalisées (voir section ‘méthodes’ de la publication) afin d’obtenir une 
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reconstruction tridimensionnelle des volumes correspondant à la zone où la perte de 

l’activité du Co II est observée, par rapport aux volumes couverts par l’infection virale. 

L’intégration de ces informations permet une plus correcte évaluation de la perte de 

l’activité du complexe, là où la HTT mutée est effectivement exprimée (Article, fig 5).  

B. Des extraits de protéines striatales ont été préparés à partir de fragments de tissus 

obtenus comme décrit dans la section méthodes (préparation 3 ; ‘punch’ sur tissu frais).  

Six semaines après l’injection intrastriatale des lentivirus codant les fragments N171-82Q 

ou -18Q, l’évaluation par western blot de l’expression des sous-unités du Co II de la 

chaîne respiratoire nous a indiqué que la production intrastriatale du fragment  N171-82Q 

suffit à causer une diminution des niveaux des sous-unités Fp et Ip (Article, fig 6).  

C. Nous avons ensuite évalué l’efficacité et la spécificité des lentivirus codant les sous-

unités Fp et Ip. Des extraits de protéines striatales ont été préparés à partir de fragments 

de tissus obtenus comme décrit dans la section méthodes (préparation 3 ; ‘punch’ sur 

tissu frais). Comme mis en évidence par western blot, l’infection intrastriatale des 

lentivirus codant les sous-unités Fp ou Ip cause en effet une augmentation des niveaux de 

ces sous-unités (Article, fig 7) en absence de modifications de l’activité du complexe vue 

par l’essai histoenzymatique (Article, fig S1)  

D. Cette dernière étape du plan de travail vise à évaluer si la stratégie de transfert de 

gènes par lentivirus peut être utilisé pour cibler la mitochondrie et contrecarrer 

directement la toxicité mitochondriale et neuronale causée par la HTT mutée.  

L’étendue de la lésion provoquée par la présence de HTT mutée exogène, seule ou en 

association avec les sous-unités exogènes Fp et Ip du Co II, a été quantifiée utilisant le 

marquage pour la protéine striatale DARPP32 (préparation 1 : immunohistochimie sur 

coupes de cerveaux perfusés) et l’évaluation histoenzymologique de l’activité du Co IV 

de la chaîne respiratoire mitochondriale. Une diminution significative de l’étendue de la 

lésion et l’augmentation des niveaux d’activité de la COX témoignent de l’efficacité de la 

stratégie lentivirale pour transférer les gènes codants pour les sous-unités Fp et Ip et 

obtenir une neuroprotection du striatum vis-à-vis de la toxicité de la HTT mutée (Article, 

fig 8). Le nombre, la quantité par surface analysée, et la taille des agrégats contenant la 

HTT mutée n’étaient pas modifiés par la surexpression des sous-unités Fp et Ip (Article, 

fig S2). 
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VII.5    Discussion et perspectives 

Effet neuroprotecteur des sous-unités du Co II 

Nous avons montré que, chez les rongeurs, la présence de défauts d’expression et de 

fonction du Co II de la chaîne respiratoire mitochondriale est la conséquence de 

l’expression des fragments N-terminaux de la HTT mutée. Ces résultats sont en accord 

avec les travaux précédemment effectués par Benchoua et collaborateurs in vitro 

(Benchoua A et al., 2006 and 2008). Nos données concernant l'impact in vivo de la HTT 

mutée sur l'activité du Co II sont originelles ; de plus, l’effet de neuroprotection observé  

utilisant une stratégie de transfert de gène modulant l’expression de sous-unités du Co II, 

en particulier de la sous-unité Ip, fournit la preuve de concept que la modulation de 

l’expression des protéines mitochondriales peut être considérée, en perspective, pour des 

applications thérapeutiques. Nous avons aussi montré que la survie neuronale ne corrèle 

pas avec une modification des caractéristiques des agrégats contenants la HTT mutée. 

Ces résultats  suggèrent, en accord avec des études précédentes que la présence des 

agrégats ne marque pas la progression de la perte neuronale (Saudou F et al., 1998; 

Arrasate M et al., 2004;) ; elle pourrait représenter une stratégie adoptée par la cellule 

afin de limiter les effets toxiques de la HTT mutée.     

 

Les défauts du cycle de Krebs sont ils des défauts des deux génomes ? 

De l’étude du modèle N171-82Q, il émerge que la déplétion de l’ADN mitochondrial 

striatal est concomitante au défaut du Co II précocement au cours du développement du 

phénotype pathologique ; cette observation suggère un défaut plus général des fonctions 

mitochondriales contrôlées par le génome nucléaire.  

De façon intéressante, des étudies précédentes ont lié les défauts du cycle de Krebs à 

l’homéostasie  de l’ADN mitochondrial : chez l’homme, un défaut de l’enzyme succinyl-

CoA ligase du cycle Krebs - qui catalyse de manière réversible la formation de succinate 

et ATP à partir de succinyl-CoA et ADP -, causé par des mutations pathogéniques du 

gène SUCLA2, s’associe à la déplétion de l’ADN mitochondrial et à un phénotype 

pathologique d’encéphalomyopathie (Elpeleg O et al., 2005).  

Dans la discussion de notre article nous avons souligné que les résultats de l’analyse de 

transcrits des gènes codants les sous-unités Fp et Ip excluent la présence d’un défaut de la 
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transcription de ces gènes. La dysfonction du Co II pourrait avoir lieu suit à la mis en 

place de mécanismes post-transcriptionnels modifiant le ‘turnover’ ou la fonctionnalité 

des protéines constituant le complexe. Ainsi le ‘turnover’ des sous-unités Fp (ou SDHA) 

et Ip (ou SDHB) pourrait jouer un rôle dans la stabilité du Co II, ce qui pourrait être 

approfondi, par exemple par des expériences de ‘pulse-chase’ ; ceci pourrait être utile 

afin d’explorer les mécanismes qui sous-tendent l’effet neuroprotecteur de ces protéines.  

Plusieurs facteurs additionnels, réglés dans le noyau, méritent aussi d’être étudiés pour 

définir les mécanismes déterminant le défaut du Co II dans les modèles MH. Outre que 

sur les sous-unités catalytiques, l’assemblage et la fonction de ce complexe s’appuient sur 

les sous-unités C et D, pour l’ancrage à la membrane mitochondriale interne. De plus, 

deux facteurs accessoires ont été récemment identifiés, SDHAF1 et SDHAF2, importants 

dans l’assemblage et la stabilité du complexe et, par conséquent, de sa fonctionnalité 

(Ghezzi D et al., 2009; Hao HX et al., 2009).   

 

Co-régulation du Co II et du Co IV 

En plus du défaut du Co II, j’ai mis en évidence un défaut de l’assemblage et de l’activité 

du Co IV dans le cerveau des souris N171-82Q à des âges avancées, par la méthode BN-

PAGE. Le défaut du Co IV est donc chronologiquement subordonné au défaut du Co II et 

de l’ADN mitochondrial.  

Des études de physiologie mitochondriale ont en effet établi qu’un des mécanismes clés 

pour le contrôle de la respiration mitochondriale réside dans la régulation de l’activité du 

Co IV. Ce mécanisme est représenté par la dynamiques des changements entre deux états 

fonctionnels du métabolisme énergétique, un état ‘relaxé’, caractérisé par la production 

de bas niveaux de EROs, et un  état ‘excité’ caractérisé par l’augmentation de la 

production des EROs (revu dans Ludwig B et al., 2001). Le passage d’un état fonctionnel 

à l’autre a lieu par la modulation  de l’activité du Co IV : l’activité de ce complexe peut 

être inhibée allostériquement par l’ATP, lorsque le rapport ATP/ADP intramitochondrial 

est élevé. Cette inhibition sert physiologiquement au maintien de faibles niveaux de 

production d’EROs. Le commutateur moléculaire de ce mécanisme de régulation est 

représenté par la  phosphorylation dépendante de l’AMP cyclique de certaines sous-

unités du complexe ; de manière spéculaire, la déphosphorylation, dépendante du 
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calcium, des mêmes sous-unités favorise l’état ‘excité’ de l’enzyme et de la respiration 

mitochondriale, et par conséquent des taux de production de EROs plus élevés (revu  

dans Ludwig B et al., 2001). 

Au vue de l’interdépendance entre l’activité du Co IV et la production des EROs et 

depuis la découverte récente de la contribution de l’activité du Co II à la production 

intramitochondrial de EROs (Quinlan CL et al., 2012; Siebels I and Drose S, 2013) on 

pourrait soupçonner que dans le modèle N171-82Q l’inhibition et la diminution de 

l’expression et de l’assemblage du Co IV puisse être la conséquence d’un dysequilibre de 

la production des EROs provoquée par un défaut du Co II et que la HTT mutée puisse 

avoir un impact important sur le mécanisme de co-régulation entre le Co II et le IV (Fig. 

47). En perspective, l’approfondissement de ce mécanisme est de première importance 

même en dehors du contexte de la neurodégénérescence. In vitro, dans des lignées 

cellulaires et dans les neurones il serait intéressant d’explorer si et comment la 

modulation de la production de EROs par le Co II affecte la biogenèse mitochondriale et 

l’expression du Co IV et dans quelle mesure la HTT, dans sa forme mutée ou sauvage, 

participe à ces mécanismes.   

 

Le succinate et la neuroinflammation 

Très récemment Tannahill et ses collaborateurs ont démontré que le succinate est un 

médiateur de la neuroinflammation (Tannahill GM et al., 2013). Comme il a été discuté 

dans la section IV du chapitre 1, la neuroinflammation joue un rôle déterminant dans le 

maintien et la progression de la neurodégénérescence au cours de plusieurs maladies, y 

compris la MH (pour revue Moller T, 2010). Par la surexpression des sous-unités du Co 

II, nous avons obtenu un effet de neuroprotection significatif. Si cette neuroprotection 

relève de la compensation du défaut bioénergétique observé ou de l’amélioration du 

métabolisme du succinate - c’est-à-dire de la prévention de l’accumulation de ce 

métabolite et de l’amélioration la neuroinflammation secondaire à la présence de la HTT 

mutée – alors, c’est une question qui mérite d’être approfondie. In vivo et in vitro, par 

exemple, les changements induits par la HTT mutée et en réponse à la surexpression des 

sous-unités Fp et Ip sur la prolifération gliale et la concentration des médiateurs 

inflammatoires, pourraient être investigués.  
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Deux faits intéressants méritent une mention dans le contexte de la neuroinflammation.  

1- L’effet de l’accumulation du succinate implique la stabilisation du facteur HIF-Iα 

(pour Hypoxia Induced Factor Iα) qui serait responsable de la stabilisation et de 

l’augmentation des médiateurs de l’inflammation, comme IL-1β et IL-6 (Tannahill GM et 

al., 2013). D’autre part, HIF-Iα est aussi impliqué dans la régulation de l’expression des 

sous-unités du Co IV (Fukuda R et al., 2007). 

2- Le NO produit en excès par la microglie activée est un important régulateur de la 

fonction mitochondriale, par inhibition du Co IV (Giulivi C, 1998 and 2007; Nisoli E and 

Carruba MO 2006). 

Ces deux considérations pourraient fournir des indications additionnelles sur les possibles 

mécanismes soutenant la corégulation entre Co II et Co IV que nous avons observée. La 

figure suivante (Fig. 47) résume ces mécanismes. 

Figure 47 : Schéma 

représentatif des  

voies métaboliques 

potentielles  

impliquées dans la 

coregulation CoII-

CoIV. La HTT 

mutée, directement, 

par un impact sur 

l’activité Co II de la 

chaîne respiratoire, 

ou indirectement 

par la stabilisation des médiateurs de l’inflammation conséquente à l’accumulation du succinate, 

pourrait affecter la bioénergétique mitochondriale, et ainsi augmenter le stress oxydant et la 

production des EROs.  Dans ces conditions deux possibles scénarios sont envisageables. A : la 

stabilisation du facteur HIF pourrait être responsable d’un changement dans la composition en sous-

unités du CoIV, augmentant la production de la sous-unité COX4/2 plus efficace que la sous-unité 

COX 4/1. La diminution de l’expression du CoIV serait, dans ce cas, une réponse compensatoire à 

l’augmentation de l’activité du complexe. B. L‘augmentation de la production de NO par les cellules 

gliales impliquées dans les mécanismes de neuroinflammation pourrait directement affecter l’activité 

et donc l’expression du Co IV.  

 

A 

B 
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VII.6    Données supplémentaires et remarques de conclusions 

Dans cette section je résume les résultats d’expériences additionnelles effectuées dans des 

modèles supplémentaires. 

1- Chez les souris NLS-N171-82Q âgées d’un mois des défauts de l’assemblage de 

plusieurs complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale sont mis en évidence par 

BN-PAGE. En accord avec les résultats obtenus chez la souris N171-82Q, la diminution 

de l’assemblage du Co II est le défaut plus prononcé (Fig. 48) 

 

Figure 48 : Résultats de l’analyse BN-PAGE des mitochondries de cerveau de souris NLS-N171-82Q 

âgées d’un mois, et leurs contrôles non transgéniques. Le ciblage au noyau de la protéine (fragment N-

terminal) HTT mutée pourrait avoir évidement des effets additionnels, déterminant déjà à l’âge d’un 

mois des défauts marqués de l’assemblage des complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale.  

 

2- J’ai aussi analysé un modèle de cellules striatales dérivées de progéniteurs neuronaux 

striataux immortalisés des souris KI Hdh
Q111 homozygotes, les cellules STHDHQ111 

(Trettel F et al., 2000).  

Chez les souris KI Hdh
Q111 la mutation humaine a été insérée dans le locus du gène murin 

codant la HTT (Wheeler VC et al., 2000). Ces souris expriment donc la forme entière de 

la HTT mutée avec une expansion de 111 résidus de glutamine ; elles exhibent des 

anomalies neuronales précoces, sélectives pour les MSNs du striatum, telles que 

l’accumulation de la HTT mutée entière dans les noyaux des cellules. Dans ce modèle la 

signalisation dépendante de CRE (pour Cyclic AMP,AMPc, Responsive Element)  s’est 

révélée déficitaire, avec des taux réduits de BDNF cortical et striatal, de AMPc de CREB 

et de phospho CREB (Gines S et al., 2003). Dans les cellules STHDHQ111 au  défaut décrit 
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de cette signalisation s’associent des défauts bioénergétiques : une altération du rapport 

ATP/ADP et une sensibilité accrue aux toxines mitochondriales (Gines S et al., 2003). 

 

Les cellules STHDHQ111 ont été immortalisés, de façon conditionnelle, par un mutant 

thermosensible (TS) de l’oncogène du virus simien SV 40 : l’exposition à des 

températures hautes (39°C) cause la perte de fonction de l’antigène TS SV40 et la 

cessation de leur prolifération (Trettel F et al., 2000). La thermo-sensibilité 

caractéristique de ce modèle m’a permis d’explorer la biogenèse mitochondriale dans les 

deux phases, mitotique et post-mitotique. J’ai ainsi démontré qu’un défaut de la 

biogenèse mitochondriale apparaît sélectivement dans le clone exprimant la forme mutée 

de la HTT, lorsque les cellules sortent du cycle réplicatif et deviennent post-mitotiques. 

Dans ces expériences l’ajout au milieu de culture de 8’Br AMPc annule le défaut de la 

biogenèse mitochondriale, en accord avec l’hypothèse de la présence d’une signalisation 

aberrante de CRE (Fig. 49). Ces résultats sont importants en deux aspects : en première 

instance ils indiquent que la présence d’un défaut de la biogenèse mitochondriale est 

commun aux modèles exprimant la forme entière comme au modèles exprimant les 

fragments N-terminaux de la HTT mutée ; en deuxième instance ils indiquent une 

corrélation entre la présence des défaut mitochondriaux et le cycle cellulaire, cette 

remarque est importante lorsque on considère la nature postmitotique des neurones.  
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Figure 49 : quantification de l’ADN mitochondrial dans la lignée cellulaire STHDHQ111, cellules 

striatales dérivées des souris KI correspondantes. Dans des conditions de culture permissives 

(33°C), les clones indiqués, 109-6L (HTT mutée) et 2ae-4 (HTT sauvage), ne montrent pas de 

différences du contenu relatif d’ADN mitochondrial.  

 

L’application de conditions plus restrictives 

(incubation à 39°C pour 12h) implique la cessation 

de leur prolifération. Dans ces conditions une 

différence significative entre les deux clones est 

mise en évidence en ce qui concerne la quantité 

d’ADN mitochondrial. L’ajoute de AMPc, au 

milieu de culture, pendant les 12h d’incubation à 

39°C, stimule la prolifération mitochondriale, 

annulant les différences entre les deux clones. 

 

3- L’analyse de la biogenèse mitochondriale et des facteurs de transcription 

mitochondriaux sont deux aspects de la physiologie mitochondriale qui, comme on l’a vu 

dans la section VI, sont interdépendants et corrélés à l’activation des programmes 

transcriptionnels au niveau nucléaire.  

Dans un modèle BACHD, j’ai étudié le contenu en ADN mitochondrial en différents 

tissus cérébraux en parallèle à l’analyse des transcrits des principaux facteurs de 

transcription (Fig. 50). J’ai constaté que dans ce modèle la diminution progressive du 

contenu relatif en ADN mitochondrial striatal correspond à une diminution progressive 

de l’expression des facteurs nucléaires PGC-1 et NRF1.     
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Figure 50 : illustration des résultats obtenus par RT-PCR réalisée en parallèle a) sur l’ADN total, afin 

de quantifier la biogenèse mitochondriale (rapport COXI/18S), et b) sur l’ARN total, afin de quantifier 

la transcription du co-régulateur nucléaire PGC-1α (rapport PGC1/-actine) et les facteurs de 

transcription (NRF1, rapport NRF1/ -actine, et TFAM, TFAM/ -actine). L’âge des souris analysées 

est indiquée en mois (mo) sur l’abscisse. Les valeurs en pourcentage des animaux non 

transgéniques sont reportées sur l’ordonnée.  

L’analyse BN-PAGE, réalisée en parallèle sur les mitochondries de cerveau entier de ces souris, ne 

montrait pas de changements majeurs dans l’organisation moléculaire de la chaîne respiratoire 

mitochondriale (données Cornell, non montrées). 

 

VII.6.1  Remarques de conclusion 

D’après les travaux qui suggèrent que la localisation mitochondriale de la protéine mutée 

(Panov AV et al., 2002) est importante dans l’apparition de la dyshoméostasie calcique 

mitochondriale, on aurait pu attribuer le défaut du Co II observé à un effet toxique direct 

de la HTT mutée sur la mitochondrie. Toutefois, la constatation qu’un défaut de 

l’assemblage du Co II est présent dans les mitochondries isolées du cerveau des souris 

NLS-N171-82Q (Fig. 45) nous a indiqué que effectivement la localisation nucléaire du 

fragment N-terminal de la HTT mutée est déterminante pour l’apparition de ce défaut.  
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Je n’ai pas pu révéler le défaut du Co II dans les mitochondries cérébrales des souris 

BACHD ; je n’ai pas eu, cependant, la possibilité d’exclure qu’un défaut sélectif, confiné 

au striatum, puisse être présent chez ce modèle. 

La déplétion en ADN mitochondrial semble être le facteur uniformément présent dans les 

modèles étudiés. Ce défaut semble être spécifique pour le striatum : le cervelet et le 

cortex des souris N171-82Q, par exemple, ne montrent pas une baisse significative des 

niveaux d’ADN mitochondrial dans le cervelet ou le cortex (données non montrées). 

Chez les souris BACHD j’ai aussi eu la possibilité d’explorer la présence de défauts dans 

la voie de régulation de la biogenèse mitochondriale, par la quantification des transcripts 

de PGC-1 , NRF1 et Tfam. J’ai ainsi pu vérifier qu’effectivement la déplétion en ADN 

mitochondrial est associée au déclin progressif et de PGC-1 et du facteur de 

transcription réglé en aval, Nrf1.  

L’étudie de ces facteurs aurait pu compléter ma caractérisation du modèle N171-82Q. 

Depuis mon arrivée en France en 2008 je n’ai plus eu la possibilité de travailler sur le 

modèle de souris transgéniques pour des fragments N-terminaux de la HTT mutée, 

pourtant la production scientifique de mon ancien superviseur, le Prof Beal, et de ses 

collaborateurs a amplement confirmé la présence de défauts de l’activité de PGC-1 dans 

le modèle NLS-N171-82Q (Chaturvedi RK et al., 2009; Chaturvedi RK et al., 2010; revu 

dans Johri A et al., 2013). 

En conclusion, de mes expériences j’ai pu constater que la HTT mutée a un impact sur 

différents aspects de la physiologie mitochondriale, comme l’assemblage et la 

fonctionnalité de la chaîne respiratoire, la transcription et la biogenèse mitochondriale. 

Dans tous les modèles analysés, j’ai pu constater que la HTT mutée peut interférer avec 

la fonctionnalité des deux génomes, nucléaire et mitochondriale.  

Mes résultats me portent à penser que la présence des les fragments N-terminaux soit 

déterminante en ce qui concerne l’assemblage des complexes de la chaîne respiratoire,  
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Huntington’s disease (HD) is a neurodegenerative disorder caused by an abnormal expansion of a CAG repeat
encoding a polyglutamine tract in the huntingtin (Htt) protein. The mutation leads to neuronal death through
mechanismswhich are still unknown. One hypothesis is that mitochondrial defects may play a key role. In sup-
port of this, the activity ofmitochondrial complex II (C-II) is preferentially reduced in the striatumof HDpatients.
Here,westudiedC-II expression indifferentgeneticmodelsofHDexpressingN-terminal fragmentsofmutantHtt
(mHtt). Western blot analysis showed that the expression of the 30 kDa Iron–Sulfur (Ip) subunit of C-II was sig-
nificantly reduced in the striatum of the R6/1 transgenic mice, while the levels of the FAD containing catalytic
70 kDa subunit (Fp) were not significantly changed. Blue native gel analysis showed that the assembly of C-II
in mitochondria was altered early in N171-82Q transgenic mice. Early loco-regional reduction in C-II activity
and Ip protein expression was also demonstrated in a rat model of HD using intrastriatal injection of lentiviral
vectors encoding mHtt. Infection of the rat striatum with a lentiviral vector coding the C-II Ip or Fp subunits
inducedasignificantoverexpressionof theseproteins that led tosignificantneuroprotectionof striatal neurons
againstmHtt neurotoxicity. These results obtained in vivo support the hypothesis that structural and functional
alterations of C-II induced bymHtt may play a critical role in the degeneration of striatal neurons in HD and that
mitochondrial-targeted therapies may be useful in its treatment.

INTRODUCTION

For reasons that are still unclear, the striatum is preferentially
damaged in a number of acute and chronic pathological condi-
tions, leading to devastating cognitive deficits and abnormal
movements (1). The most studied of these illnesses is Hunting-
ton’s disease (HD).

HDis adominantly inheriteddisordergenerally affectingyoung
adults. Symptoms include involuntary abnormal movements
(chorea, dyskinesia, dystonia), frontal cognitive deficits (e.g.
alterations of adaptation) and psychiatric disturbances (2). The
disease is fatal "15 years after the onset of symptoms. There is
no treatment available to slow the progression of this devastating
disorder.
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HD is caused by a mutation in the gene encoding the protein
huntingtin (Htt) that consists in a CAG triplet repeat expansion
translated into an abnormal polyglutamine (polyQ) tract within
the N-terminal region of the protein (3). While mutant Htt
(mHtt) protein is ubiquitously expressed in the brain, degener-
ation primarily affects the striatum (4).
Mechanisms of HD pathogenesis are likely multifactorial.

The polyQ expansion in mHtt produces a gain of function that
is toxic to neurons through several mechanisms. One major
early event in HD is the alteration of transcription (5). Other
early alterations includes intracellular signaling defects,
axonal transport alterations, deregulated autophagy, alteration
of synaptic function, defects in brain derived neurotrophic
factor transcription, secretion and transport (3), perturbation of
calcium homeostasis (6) and mitochondrial defects (7,8).
Compelling evidence supports a role of energy defects (9) and

more specifically mitochondrial dysfunctions in HD pathogen-
esis (1,10). mHtt interacts with mitochondria, and a reduction
in mitochondrial membrane potential is present in various
genetic models of HD, as well as in lymphoblasts isolated
from HD patients (11,12). mHtt interacts with the protein
DRP1 altering transport and fusion of mitochondria (13). The
biogenesis ofmitochondria inHDmayalsobe altered, especially
through mechanisms involving down-regulation of PGC-1a
(14). How these anomalies progressively change the efficiency
of the respiratory chain and oxidative phosphorylation is
unknown.However, anomalies in the enzymes of the respiratory
chain have been also reported in the striatum of HD patients. In
particular, the activity of mitochondrial complex II (C-II) has
been consistently found to be reduced in the striatum of HD
patients (15,16). The loss of C-II activity in the striatum of HD
patients is associated with a reduced expression of two subunits
of C-II, the Iron–sulfur subunit (Ip, 30 kDa) and FAD subunit
(Fp, 70 kDa) (17). We demonstrated a similar loss of C-II subu-
nits and activity in striatal neurons in primary culture, following
transduction with lentiviral vectors encoding the N-terminal
fragment of mHtt carrying the expanded polyQ tract (17,18).
Of interest, the overexpression of C-II Ip or Fp subunits has
been found to be neuroprotective against mHtt toxicity in this
in vitromodel, suggesting a key role of C-II in HD pathogenesis.
However, the potential mechanisms underlying the reduction in
Ip expression in HD remain unknown. The defects in C-II have
been rarely assessed in vivo in HD animal models and results
are not congruent. No obvious reduction in C-II levels was
observed in a knock-in mouse model of HD (19). A comprehen-
sive review onmitochondria in HD suggested no loss of C-II ac-
tivity in transgenic mouse models of HD (10). However,
longitudinal proteomic analysis of R6/2 mice recently indicated
that the expression of the Ip subunit significantly varies during
the course of the disease, with early increases in expression
(20). Thus, the potential role of C-II defects in HD remains
unclear.
Here, we aimed at elucidating whether the expression of

mHtt may lead to a defect in C-II in vivo. To address this ques-
tion, we examined C-II activity and expression of subunits
constituents in two mouse models of HD (N171-82Q and
R6/1) (21,22) and in a rat model of HD using lentiviral
vectors coding the N-terminal 171 amino acids of mHtt with
82 glutamines (lenti-171-82Q). We observed a preferential
loss of C-II expression and activity in these HD models in

vivo. We then examined whether the overexpression of C-II
subunits using lentiviral vectors exerts neuroprotection
against mHtt toxicity in the rat striatum.

RESULTS

Early decrease in the levels of assembled complex II in brain
mitochondria in transgenic mice expressing an N-terminal
fragment of mHtt

The pathogenic role of the changes in C-II expression or activity
is debated and has not been systematically assessed in different
geneticmodels ofHD(see Introduction). For this reason,weana-
lyzed C-II expression in the striatum of three different models
expressing the N-terminal fragment of mHtt.
Wefirst studied the levels ofC-II subunits Ip and Fp in the stri-

atum of the R6/1 transgenic mouse model of HD. To do this,
western blot analysis was carried out on total protein homoge-
nates. Results showed that the Ip expression levels were signifi-
cantly decreased in the striatum of R6/1 mice when compared
with wild-type littermates at 16 weeks of age (mean+SEM:
wild-type, n ¼ 5, 0.516+ 0.041 OD unit; R6/1, n ¼ 6,
0.387+ 0.040 OD unit; unpaired Student’s t-test, P , 0.05;
Fig. 1).Amild reduction in Fp levels inR6/1was not statistically
significant (wild-type, n ¼ 5, 0.596+ 0.078ODunit; R6/1, n ¼
6, 0.503+ 0.082ODunit; unpairedStudent’s t-test,P . 0.089).
Levels of actin was similar in all groups (wild-type, n ¼ 5,
0.68+ 0.016 OD unit; R6/1, n ¼ 6, 0.66+ 0.029 OD unit; un-
paired Student’s t-test, P, 0.05). Normalization of Ip and Fp
protein to actin levels confirmed selective loss of Ip subunit
(Ip/actin ratio: wild-type, n ¼ 5, 0.762+ 0.061; R6/1, n ¼ 6,

Figure 1. Change in C-II subunits in R6/1 mice. The striatum was dissected out
from 16-week-old mice transgenic for human mHtt exon 1 and analyzed by
western blot. Equal amount of proteins was loaded in each lane. Each lane repre-
sents a differentmouse. (A) Typical western blot of samples showing the expres-
sion of Fp, Ip and actin in striatal samples. (B) Histograms corresponding to the
quantification of the expression of the proteins by image analysis. Note that there
is a significant lossofSDHsubunit Ip,whileonlya trend is seen for theFpsubunit.
Results are the mean+SEM. ∗P , 0.02, unpaired Student’s t-test.
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0.584+ 0.044; unpaired Student’s t-test, P, 0.037; Fp/actin
ratio: wild-type, n ¼ 5, 0.881+ 0.055; R6/1, n ¼ 6, 0.768+
0.051; unpaired Student’s t-test, n.s.; P . 0.168).
Wenext examinedwhether theassemblyofC-IIcouldbemodi-

fied when compared with the other respiratory chain complexes.
For this, mitochondria were prepared using the forebrain of
N171-82Q and control mice and analyzed using blue native poly-
acrylamide gel electrophoresis (BN-PAGE). We found that the
amount of assembled C-II was significantly decreased in brain
mitochondria isolated from 1-month-old N171-82Q mice, when
compared with those from N171-18Q mice (Fig. 2A; mean+
SEM:N171-82Q,n ¼ 5, 51.39+7.18%ofN171-18Q levels; un-
paired Student’s t-test, P, 0.001). At this early time point, the
levels of the other complexes were similar in N171-82Q when
compared with controls (Fig. 2). The comparison between
N171-82Q and both N171-18Q littermates revealed that the de-
fective assembly of C-II persisted at later stages of the disease,
at 2 months of age (N171-82Q, n ¼ 5, 50.78+8.85 of
N171-18Q levels; unpaired Student’s t-test, P, 0.001) and at 3
months of age (N171-82Q, n ¼ 5, 59.43+6.8% of N171-18Q
levels; unpaired Student’s t-test, P, 0.001). The differences
between N181-82Q and non-transgenic littermates became also

significant at these time points (2 months: N171-82Q, n ¼ 5,
mean+SEM: 41.6%+4.1% of non-transgenic littermates
levels; unpaired Student’s t-test, P, 0.001, not shown; 3
months: N171-82Q, n ¼ 4, mean+SEM: 29.1+7.6% of non-
transgenic littermates levels; unpaired Student’s t-test, P ¼
0.0001, not shown). C-IV assemblywas also significantly defect-
iveat these later timepointswhenN171-82Qmicewerecompared
with N171-18Q mice (Fig. 2; N171-82Q at 2 months, n ¼ 5,
58.4+6.7% of N171-18Q levels, P, 0.001; N171-82Q at 3
months, n ¼ 5, 54.9+9.9% of N171-18Q levels, unpaired Stu-
dent’s t-test, P ¼ 0.001). At 3 months, C-IV levels were also
found to be reduced when N171-82Q mice were compared with
those determined in non-transgenic mice (N171-82Q, n ¼ 4,
31.8+5.4% of non-transgenic littermates levels, unpaired Stu-
dent’s t-test, P, 0.001, not shown). Transient time point
changes seen in the amount of assembled C-V and C-III were
seen in the comparison between brain mitochondria isolated
from N171-82Q mice and non-transgenic littermates at 1 (C-V)
and 2 months (C-V and C-III) or in the comparison between
brain mitochondria isolated from N171-18Q mice and non-
transgenic littermates (C-V) at 1 month of age (not shown). Al-
though defects in the functions of these two complexes have

Figure 2.Mitochondrial defects in mitochondria isolated from N171-82Q transgenic mice. Mitochondria were isolated from the forebrain of N171-82Q transgenic
mice and controls (N171-18Q mice) and analyzed by blue native gel (BNG) electrophoresis to detect assembled mitochondrial complexes (A and B) and evaluate
respiration (C) and mtDNA copy number (D). In (A) are shown representative BN-PAGE from samples prepared with mice at different ages. Levels of Tom20 as
detected using western blot were used to control for the quantity of mitochondria in each lane. Note that at 1 month, C-II levels are lower in HD transgenic mice
when compared with controls, while other complexes remained essentially unchanged. (B) Quantification of complexes levels is shown. At later time points,
C-IV levels are also reduced. Results are themean+SEM. ∗P , 0.05. (C) Respiration ofmitochondria preparationwas determined using either glutamate/succinate
5:2 mM (complex II) or substrates glutamate/malate 5:1 mM (complex I) at 2 and 3months of age, respectively. Results are themean+SEM. ∗P, 0.05; ∗∗P, 0.02.
(D) Evaluation of themtDNA copy number assessed by the ratio between COX1mRNA and 18SmRNA levels measured by RT-PCR. Results are themean+SEM.
∗P, 0.05.
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been reported to be relevant in the pathogenesis ofHD (23,24), by
comparing the transgenic N171-18Q with age-matched
N171-82Q, these differences were no longer visible.
Oxygen consumption was also measured on freshly isolated

mitochondria of N171-82Q and control mice. Results revealed
that brain mitochondria from N171-82Q mice at 2 months of
age had a significant defect in the state 3 respiration using glutam-
ate/succinate as C-II substrates (non-transgenic, n ¼ 6, 412.8+
27.2 O2/min/mg of protein; N171-82Q, n ¼ 6, 344.3+
12.1 nmol O2/min/mg of protein; unpaired Student’s t-test, P,
0.05; Fig. 2C). No alteration was seen in the presence of glutam-
ate/malate as C-I substrates (not shown). At 3 months of age,
mitochondria fromN171-82Q showed reduced state 3 respiration
using C-I substrates, when compared with N171-18Q mitochon-
dria (Fig. 2C; N171-18Q, n ¼ 6, 240.9+13.5 O2/min/mg of
protein; N171-82Q, n ¼ 6, 188.1+12.0 nmol O2/min/mg
of protein; unpaired Student’s t-test, P, 0.02). Thus, early
functional alterations of C-II occur in 171-82Q mice.
Todeterminewhether anyothernuclear-drivenmitochondrial

functions other than C-II assembly were defective in transgenic
mHtt models of HD, we quantified the mtDNA copy number
using cytochrome c oxidoreductase (COX)1 versus the nuclear
18S gene amplification rate using quantitative real-time quanti-
tative reverse transcriptase-polymerase chain reaction (qRT-
PCR). This assay requires only a little amount of tissue, and it
was therefore possible to perform it on totalDNA isolated select-
ively from striata of N171-82Q andN171-18Qmice, at different
stages (Fig. 1D). A progressive decline in the amount of mtDNA
was found in the striatum of N171-82Q mice when compared
with N171-18Q. This difference was observed in the animals
at pre-symptomatic ages (1 month) and became bigger there-
after. Statistical analysis showed that the reduction was linked
to genotype and aggravated with age (n ¼ 5–11; two-way
ANOVA; gene, F ¼ 52.98, P, 0.005; age, F ¼ 14.71, P ,
0.027) and differences were significant at 2 and 4 months of
age (P, 0.05 and P , 0.004, respectively, using pairwise mul-
tiple comparison procedurewith theHolm–Sidakmethod). This
observation indicated reduced mitochondrial biogenesis in
N171-82Q mice.

Reduced striatal levels of complex II in a rat model
expressing a short N-terminal fragment of mHtt

We studied whether the expression of mHtt could produce
changes in C-II expression or activity in a rat model of HD
(25). In this rat model, intrastriatal injection of lentiviral
vectors coding mHtt are used, leading to a first phase of mild
neuronal dysfunction (2–8 weeks) followed by a phase of
actual degeneration (10–12 weeks) (26–28). The severity of
the lesions produced by lentiviral vectors encoding mHtt can
be assessed using biochemical markers of neuronal integrity
such as DARPP-32 (dopamine- and cAMP-regulated phospho-
protein, 32 kDa), COX and NeuN (neuronal nuclei marker, i.e.
Fox-3). The series of experiments performed in the rat model
is presented in Figure 3.
We assessed the effect of mHtt on C-II activity using in situ

succinate dehydrogenase (SDH) histochemistry and image

Figure 3. Experimental design to study mitochondrial complex II expression
change induced by mHtt in rats. In all experiments, adult rats received a stereo-
taxic injection of lentiviral vectors (4 ml).Animalswere infectedwith a lentiviral
vector encoding the 171 N-terminal amino acids of mHtt with 82 polyQ repeats
(Htt171-82Q), or the corresponding wild-type fragment with 18 polyQ repeats
(Htt171-18Q) with the reporter fluorescent protein green fluorescent protein
(GFP) or vectors coding the C-II Fp or Ip subunit. In the first experiment (A),
rats were injectedwith lentiviral vectors (4 ml) encodingGFP (left and right stri-
atum, 100 ng/ml of p24) plus either Htt-171-82Q (right striatum, 150 ng/ml of
p24) or Htt-171-18Q (left striatum, 150 ng/ml of p24). Semi-quantitative evalu-
ation of C-II activity using histochemistry of SDH activity was performed at 6
weeks to analyze the co-localization of SDH activity with GFP and the 3Dmeas-
urementofSDHactivity in thearea showingSDHdepletion. In the secondexperi-
ment (B), rats were injectedwith lentiviral vectors (4 ml) encodingGFP (left and
right striatum, 100 ng/ml of p24) plus eitherHtt-171-82Q (right striatum, 150 ng/
ml of p24) or Htt-171-18Q (left striatum, 150 ng/ml of p24). Rats were killed at 6
weeks post-surgery. Striatal punches of the fluorescent area were made to pre-
pared tissue homogenate to performwestern blot analysis of Fp, Ip and actin ex-
pression. In the third experiment (C), rats were injected with lentiviral vectors
(4 ml) encoding GFP (left and right striatum, 100 ng/ml of p24) plus either
lenti-Fp (right striatum, 150 ng/ml of p24) or lenti-Ip (left striatum, 150 ng/ml
of p24). Rats were killed at 4 weeks post-surgery. Striatal punches were made
to prepared tissue homogenate to perform western blot analysis of C-II subunits
Fp and Ip and Tom20. In addition, rats were also injected to perform SDH histo-
chemistry. In the fourth experiment (D), rats were co-injected with lentiviral
vectors (4 ml) encoding wt-Htt171-18Q fragment or mHtt171-82Q fragment
(100 ng/ml of p24) plus either Fp (150 ng/ml of p24), Ip (150 ng/ml of p24) or
GFP as a control of viral load. Rats were killed at 12weeks post-surgery and pro-
cessed for the evaluation of striatal degeneration using DARPP-32 immunohis-
tochemistry and COX histochemistry.
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analysis. We found in a first series of experiments that SDH ac-
tivity was clearly reduced in the striatum of rats at 8 weeks after
infectionwith lenti-Htt171-82Q. Tomore precisely characterize
this phenomenon of SDH loss and determine whether it could
occur earlier in our model, we co-infected the striatum with a
mixture of lenti-Htt171-82Q plus lenti-green fluorescent
protein (GFP) or a mixture of lenti-Htt171-18Q plus lenti-GFP
and examined the animals at 6 weeks post-infection. The injec-
tion of lentiviral vectors coding for GFP allowed us to precisely
delineate the area that was infected using fluorescence detection
[i.e. expressing mHtt or wild-type Htt (wt-Htt)] on frozen

sections (Fig. 4). Thus, we could determine whether the area
presenting a reduction in C-II activity as seen using SDH histo-
chemistry could be superimposed on that expressing mHtt and
GFP. Microscopy observation indeed indicated that the area of
SDH loss co-localizedwithin the area ofGFP as seen on adjacent
sectionswhen lenti-Htt171-82Qwas co-injected (Fig. 4). In con-
trast, when lenti-Htt171-18Q was co-injected with lenti-GFP,
there was no loss of SDH activity (Fig. 4). We performed semi-
quantitative analysis of the average SDH activity of the striatum
along its rostro-caudal extension after infection with
lenti-Htt171-82Q in comparison with SDH activity measured

Figure 4. Lentiviral vectors expressing mHtt fragment leads to a loco-regional reduction in SDH activity in vivo. Animals were infected with a mixture of lentiviral
vector encoding the reporter fluorescent protein GFPmixed with vectors coding Htt171-18Q (left panel) or mHtt171-82Q (right panel). (A) Bright field (SDH histo-
chemistry) orfluorescence imageswere taken fromrepresentative coronal brain sections at the levels of the striatumat 6weekspost-infection.Red linesdelineate areas
of SDH activity loss. Overlay show the area of SDH loss (red) superimposed to areawhere the transgenes are expressed (green). Noteminimal loss of SDH activity in
the control group, in contrast to the striatum injectedwith lenti-Htt171-82Q.Note that the zone presenting the loss of SDH activity is within the area expressingmHtt.
(B) Analysis of the total SDH activity in the striatum along the rostrocaudal. (C) Histograms corresponding to the total SDH activitymeasured in the striatum in both
groups. Scale bar, 1 mm. Data are expressed as the mean+SEM. ∗P , 0.002, n ¼ 6 per group, two-way ANOVA and post hoc Bonferroni/Dunn test.
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in the contralateral striatal area infected with lenti-Htt171-18Q.
Analysis showed that the loss produced by Htt171-82Q was
highly significant (two-way ANOVA; Htt171-82Q effect, F ¼
4.82, P, 0.03; Antero-posterior levels, F ¼ 9.12, P , 0.003,
and post hoc Bonferroni/Dunn test, P , 0.0017), although of
minimal amplitude (!10%), since the volume of infection was
small compared with the entire striatum (Fig. 4). In order to
better characterize the loss of SDH activity, tridimentional
(3D) reconstruction was performed to measure SDH activity in
the area of depletion in the striatum infected with
lenti-Htt171-82Q and automatically compared with the activity
in the contralateral striatum injected with lenti-Htt171-18Q as a
control. A statistically significant !30% loss of SDH activity
was found (group, n, mean+SEM; lenti-Htt171-18Q, n ¼ 6,
0.180+ 0.007 OD unit; lenti-Htt171-82Q, n ¼ 6, 0.125+
0.006 OD unit; P , 0.01, paired Student’s t-test). Thus, the ex-
pression of mHtt produces a severe loss of C-II activity in vivo
(Fig. 5).
We next took advantage of the ability to detect GFP on fresh

tissue to prepare tissue extracts containing mostly striatal

neurons expressing Htt171-82Q or Htt171-18Q after infections.
Small punches were made in the GFP-positive area on fresh
slices and processed for western blot analysis. We assessed the
level of expression of the C-II subunit, Ip and Fp at 6 weeks post-
infectionusingwesternblot analysis (Fig. 6).Extracts from striata
infected with lenti-Htt171-82Q displayed similar actin levels
when compared with lenti-Htt171-18Q (group, n, mean+
SEM; lenti-171Htt-18Q, n ¼ 6, 2.52+0.27 OD unit;
lenti-Htt171-82Q, n ¼ 6, 2.79+0.37 OD unit; unpaired Stu-
dent’s t-test, P. 0.58), consistent with equal protein loading
and the absence of major neurotoxic effects of mHtt at these
early time points after infection. The levels of the Core2 subunit
of complex III showed no change between groups, indicating
that mitochondria density was not markedly changed in the HD
context (not shown). The expression of the Ip protein, however,
was significantly reduced at 6 weeks post-infection in the
samplesexpressingHtt171-82Q(Ip/actin ratio; lenti-Htt171-18Q,
n ¼ 6, 0.275+0.037; lenti-Htt171-82Q, n ¼ 6, 0.142+0.033;
unpaired Student’s t-test, P, 0.02). The expression of the Fp
subunit showed a trend to decrease that did not reach significance

Figure 5. Estimation of the loss of SDH activity in the area expressingmHtt in the lentiviral rat model. (A) Bright field (SDH histochemistry) or fluorescence images
were taken from representative coronal brain sections at the levels of the striatum at 6 weeks post-infection and stacked for 3D reconstruction. (B andC) 3D recon-
struction of the brain anatomy (gray)with super-imposition of the volumepresenting a loss of C-II activity (red) in the striatum infectedwith lenti-Htt171-82Q (mHtt)
and its symmetrical projection in the striatum with wt-Htt (green). (D) Histograms corresponding to the regional SDH activity measured in the striatum expressing
Htt171-82Q and symmetrically in the contra-lateral striatum. Scale bar, 1 mm.Data are expressed as themean+SEM. ∗P , 0.01, n ¼ 6 per group, paired Student’s
t-test.
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(Fig. 6; Ip/actin ratio: lenti-Htt171-18Q, n ¼ 6, 2.091+0.252;
lenti-Htt171-82Q, n ¼ 6, 1.685+0.304; unpaired Student’s
t-test, P, 0.02).

Overexpressionof IpandFpC-II subunits isneuroprotective
against mHtt in vivo

To test whether the loss of C-II subunits might play a causal role
in mHtt toxicity in vivo, we examined whether the overexpres-
sion of subunits could be neuroprotective.We attempted to over-
express the subunits of C-II in vivo using lentiviral vectors as we
previously did in cell cultures (17,18). The lentiviral constructs
coding for C-II Ip and Fp were similar to those used for in vitro
experiments but were prepared at higher titres for in vivo infec-
tions. Batches of lenti-Fp and lenti-Ip vectors were first re-tested
in primary cultures of striatal neurons to show that they indeed
induced an increased expression of Fp and Ip proteins (not
shown). For the in vivo experiments, the same batches of
vectors coding C-II subunits were mixed with lenti-GFP and
injected into the striatum. Four weeks later, striatal punches
were made in the GFP-positive area and analyzed by western
blotting. Results showed that levels of the Fp subunit were sig-
nificantly increased in the area infected with lenti-Fp
(Fig. 7A). Ip levels in the striatum infected with lenti-Fp were
not modified. After the infection with lenti-Ip, the levels of the
Ip subunit were increased, while the Fp levels remained un-
changed (Fig. 7B). Using the same experimental paradigm, we
tested histoenzymatically on frozen sections from other infected
animals, if the activity of C-II was increased in the striatal area
where the lenti-Fp or lenti-Ip was injected. Results showed
that Fp or Ip overexpression produced no major increase in

SDH activity (group, n, mean+SEM; lenti-Fp: n ¼ 3,
0.798+ 0.051 OD unit; lenti-Ip, n ¼ 3, 0.754+ 0.021 OD
unit; lenti-LacZ (control), n ¼ 4, 0.782+ 0.009 OD unit; one
wayANOVA, n.s.,P . 0.6) (SupplementaryMaterial, Fig. S1).

We next examined the potential neuroprotective effects of
lenti-Fpor lenti-Ip against lenti-Htt171-82Q toxicity. In theseneu-
roprotection experiments, lenti-GFPwas used as a control of viral
load for infection. After 12 weeks, as expected based on previous
works (25–28), infection of the striatum with lenti-Htt171-82Q
produced local degeneration characterized by loss of DARPP-32
immunohistochemical labeling and COX histochemical labeling
(Fig. 8). In the case of the infection with lenti-Htt171-18Q, no
major lesion was observed except for the small mechanical
trauma produced by the needle during the stereotaxic injection
of viral suspensions. The volume of the loss of DARPP-32 and
COX produced by lenti-Htt171-18Q was minimal (mean+
SEM; n ¼ 10; DARPP-32: 0.075+0.013 mm3; COX: 0.054+
0.019 mm3). Infection with lenti-Htt171-82Q mixed with
lenti-GFP produced much larger lesions readily detected under

Figure 6.Loss ofC-II subunits produced bymHtt in the rat lentiviralmodel. Rats
were infectedwith amixtureof lentiviral vector encoding the reporterfluorescent
protein GFP mixed with vectors coding either Htt171-18Q (left panel) or
mHtt171-82Q (right panel). Small striatal samples expressing mHtt or wt-Htt
were dissected out at 6 weeks and analyzed by western blotting. Equal amount
of proteins was loaded in each lane. Each lane represents a different rat. (A) A
typical western blot of samples obtained at 6 weeks post-infection showing ex-
pression of Fp, Ip and actin in striatal samples. (B) Histograms corresponding
to the quantification of the expression of the proteins by image analysis. Note
that there is a significant loss of SDH subunit Ip, while only a trend is seen for
the Fp subunit. Results are the mean+SEM. ∗P , 0.02, n ¼ 6 per group, un-
paired Student’s t-test.

Figure 7. Study of the transduction efficacy of lentiviral vectors coding C-II Ip
and Fp subunits in vivo. Rats received intrastriatal injection of lenti-Fp (A) and
lenti-Ip (B) mixed with lenti-GFP and the infected area was dissected out 4
weeks later using fluorescence detection for western blot analysis. Representa-
tive western blots are shown in upper panel. Control rats have been injected
with lentiviral vectors coding the reporter gene LacZ. Results are the mean+
SEM. ∗P, 0.01, n ¼ 4–6 per group, unpaired Student’s t-test.
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microscopeobservation (n ¼ 9;DARPP-32: 1.550+0.115 mm3;
COX: 1.855+0.132 mm3). Co-infection with lenti-Htt171-82Q
mixedwith lenti-Fp produced a partial (!30%) but significant re-
duction in the volume of striatal lesions produced by
lenti-Htt171-82Q plus lenti-GFP as seen using DARPP-32
and COX staining (Fig. 8) (n ¼ 10; DARPP-32: 1.159+
0.080 mm3; COX:1.433+0.137 mm3; P, 0.002 and P,
0.02, respectively, when compared with lenti-Htt171-82Q+
lenti-GFP, ANOVA and the post hoc Bonferroni test). Co-infec-
tion with lenti-Ip produced a stronger (!50%) reduction in the
mHtt-induced lesion compared with control (Fig. 8) (n ¼ 12;
DARPP-32: 0.917+0.145 mm3; COX: 1.008+0.144 mm3;
P, 0.005 and P, 0.004, respectively, when compared with
lenti-Htt171-82Q+lenti-GFP, ANOVA and the post hocBonfer-
roni test). Thus, the overexpression of Fp and Ip is neuroprotective
against mHtt toxicity.
We also examined whether the overexpression of the Ip

subunit could have an effect on mHtt-containing aggregates.
The number and the size of aggregates detected by EM48 immu-
nohistochemistry in rats infected with lenti-Htt171-82Q were
not significantly different between rats co-infected with
lenti-Ip and animals infected with lenti-GFP. This indicated no
major effect of Ip overexpression on mHtt aggregation (Supple-
mentary Material, Fig. S2).

DISCUSSION

The present study shows that the assembly of C-II in the mito-
chondria is defective in the N171-82Q transgenic mouse
model of HD expressing the N-terminal part of mHtt. This is ac-
companied by a reduction in mitochondrial biogenesis.

Decreased assembly of C-II corresponds to a reduced activity,
as seenbyoxygenconsumption assays.Wealso show that the ex-
pressionon the Ip subunit ofC-II is significantly decreased in two
different genetic models expressing short N-terminal fragments
of mHtt. Moreover, we show that the overexpression of the C-II
subunit Fp protein and, more efficiently, the Ip protein can
prevent mHtt-induced degeneration of striatal neurons in vivo.
TheN171-82Qmousemodels we examined indicated that the

assembly of C-II was defective at relatively early stage of the
disease. Indeed, loss of C-II assembly was observed at 1 month
of age in these HD mice expressing an expanded polyQ tract
when compared with transgenic mice expressing the wild-type
fragmentwith 18glutamines.At this early timepoint, the expres-
sion of the other mitochondrial complexes appears unchanged
when compared with controls. Later, BN-PAGE analysis
showed that the C-II levels were persistently low and that the
C-IV levels in the respiratory chain were also found to be
reduced. The results obtained by BN-PAGE functionally corre-
sponded to the results obtained by the classic respirometry
assays. Reduced assembly ofC-II inN171-82Qmice is followed
by a reduction in the activity of the complex. Indeed, oxidative
phosphorylation/O2 consumption evaluated using succinate as
a substrate was significantly decreased in N171-82Qmice. Con-
sistent with C-II defects, we found that the total levels of the Ip
protein are reduced in the striatum of a different mouse model,
the R6/1 line at 16 weeks of age, an early stage in these mice
that die around 30–35 weeks (29). Western blot analyses
showed that the loss of Ip is relatively selective, since the
levels of the Fp subunit are not significantly reduced in this
mousemodel. A loss of C-II activity alongwith a preferential re-
duction in Ip subunit levels were also found 6 and 8 weeks after
intrastriatal infection in the lentiviral model of HD in rats. This

Figure 8.Neuroprotective efficacy of Fp and Ip againstmHtt neurotoxicity in vivo. Ratswere co-injectedwith lentiviral vectors encodingwt-Htt171-18Q fragment or
mHtt171-82Qplus either, Fp, Ip orGFPas a control of viral load.Ratswere killed at 12weeks post-surgery andprocessed for histological evaluation. (A) Photomicro-
graphs of representative lesions seen in the different groups of rats o characterize striatal degeneration using DARPP-32 immunohistochemistry. Scale bar, 200 mm.
Histograms in (B) represent the volumeof lesionsproduced in thedifferent conditionswhenassessedby theCavalierimethodusingDARPP32 immunohistochemistry
(left) and cytochrome c oxidase (Cyt. Oxidase) histochemistry (right). Note that the volume of striatal lesions produced by mHtt is significantly reduced by overex-
pressing Fp and Ip proteins when compared with control (GFP). Data are the mean+SEM. ∗P , 0.01, n ¼ 10–12 per group, one-way ANOVA followed by the
Bonferroni post hoc test.
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loss was circumscribed to the striatal region expressing themHtt
fragment.All these observations are congruentwithour previous
findings in primary cultures of striatal neurons expressing mHtt,
where loss of Ip preceded that of Fp (17), and was seen while
many other mitochondrial proteins showed nomajor expression
changes. Thus, the present observations are compatible with the
possibility that the relatively selective reduction in the expres-
sion and incorporation of the Ip protein in the C-II at the level
of the respiratory chain could lead to a general reduction in the
assembly and/or the stability of C-II and partial loss of its activ-
ity. Other studies reported preferential defects in C-II in Yeast
(23) and mammalian cell models expressing mHtt exon 1 (30).
Interestingly, transient changes in Ip subunit expression in
R6/2 mice have been described using a careful a large scale
proteomic analysis of the forebrain, with very early reduction
in the expression at 2 and 8 weeks of age (20). Such changes
were not seen in other studies in R6/2 mice, while C-II activity
tended to increase at early stage of the disease in YAC72
mice (31).
The defects in C-II have been consistently observed in the stri-

atumofHDpatients.Enzymatic activityofC-IIwaspreferentially
reducedin thestriatumofsymptomaticpatients,while thecerebral
cortex showed no significant modifications (15,16,32–36). Indi-
cations of C-II defects were also reported in muscle from HD
patients (37). The expression of the Ip protein is markedly
reduced in the caudate and putamen of symptomatic HD patients,
while the expression of many other mitochondrial proteins
remains essentially normal (17). Importantly, the loss of the Ip
protein was found to occur preferentially in the striatum, while
no significant reduction in expression could be observed in the
cerebral cortex and cerebellum ofHDpatients. A similar regional
analysis of the C-II assembly using BN-PAGE could not be
carried out in N171-82Q mice, since the method requires too
much material for mitochondria preparation. However, the
present western blot analysis of the striatum of R6/1 mice
showed a significant reduction in the total levels of Ip (assembled
and not assembled). Thus, it is possible that the loss of the C-II as-
sembly and activity and a reduction in Ip expression are phenom-
ena that preferentially affect the striatum.
The relationship between the different changes we observed

(Ip loss, C-II assembly defects, reduced C-II activity) is not yet
totally elucidated in terms of causality. The elucidation of the
mechanisms that could mediate the down-regulation of Ip
awaits further studies. A few working hypotheses have been
already discussed previously (17). The present observations
suggest that it may be a consequence of defective assembly
mechanisms leading to an increase in the rate of degradation of
the protein.
The defects in C-II may result from a mHtt-induced dysfunc-

tion of mitochondria. In the present study, we observed a reduc-
tion in mitochondrial biogenesis in N171-82Q mice. This is
consistent with the functional alteration of the PGC-1a
pathway in HD (14). PGC-1a is a co-activator of transcription
that plays a key role in stimulating mitochondrial biogenesis
through its action on the transcription factors NRF-1 and
NFR-2 (38,39). NRF-1 activates the transcription of mitochon-
drial genes, such as COX1 and cytochrome c. A well-
documented study showed that the promoter of the SDH-B
gene encoding for the Ip subunit has functional sites that bind
NRF-1 and NRF-2 in the proximity of the initiation site (40).

However, the hypothesis that the loss of PGC-1a is directly re-
sponsible for the loss of C-II is not compatible with the observa-
tion that levels of mRNA coding SDH-Ip or SDH-Fp are not
changed inHDpatients andmodels. Our in vitro study on striatal
neurons showed unchanged levels of the SDH-Ip mRNA, while
levels of the Ip protein were down regulated (17). In line with
this, SDH-Ip (and SDH-Fp) mRNA levels are not markedly
reduced in HD patients and mouse models as assessed by gene
arrays studies (41,42), while enzymatic C-II activity and Ip
levels are down regulated. Similarly, whereas SDH-Ip mRNA
expression is not changed in R6/2 mice, levels of the protein
vary depending on the age of the mice (20). Thus, Ip regulation
likely occurs at a post-transcriptional level.

One possible post-transcriptional regulatorymechanism of Ip
expression may be linked to the well-documented alterations of
mitochondrial membrane potential in HD (1). This could disturb
the import of C-II constituents, since the machinery of protein
import uses mitochondrial membrane potential (43).

The defects in the C-II assemblymay also result from the alter-
ation of specific molecular factors for import/assembly of Ip into
the complex. Destabilization of the C-II assemblymaymore pro-
foundly alter the levels of Ip when compared with the other subu-
nits of the complex. The proteins involved in the import of Ip and
more generally C-II subunits have not been identified in
mammals. The protein coded by TCMP62 in Yeast likely codes
a chaperone-like protein involved in the C-II assembly (44,45).
It is a membrane protein that interacts with SDHA and SDHB
gene products. Knockdown of TCMP62 leads to the loss of the
C-IIassembly.There isnoknownhomolog inmammals.SDHAs-
sembly Factor 1 (SDHAF1) has been recently found to be key
SDH assembly factor (46). Other few proteins have been identi-
fied to interact with Ip and Fp proteins, including human Frataxin
and itsYeastorthologYfh1p (47) and the proteinCART(cocaine-
and amphetamine-regulated transcripts) which is neuroprotective
in cell models of ischemia/hypoxia (48).

Post-transcriptional modification of the C-II subunit may also
regulate the C-II assembly. The C-II/SDH subunit Fp has been
shown to be regulated by acetylation. Recent experiments
showed that Fp is hyperacetylated in SIRT3 knockout mice
and SIRT3 directly deacetylates Fp in a nicotinamide adenine
dinucleotide (NAD)-dependent manner (49,50). Fu and colla-
borators demonstrated that mHtt leads to a decrease in SIRT3
activity (51). This may be a consequence of both reduced
PGC-1a as well as reduced NAD concentrations. Thus, loss of
SIRT3 in the HD context may lead to hyperacetylation of Fp,
reducing the assembly of Fp in C-II, perturbing the turnover of
Ip and eventually decreasing the enzymatic activity of C-II. A
loss of SIRT3 has been implicated in other neurodegenerative
diseases including Friedriech ataxia (52).

One important finding in the present study is that the overex-
pression of the SDH Ip subunit, and to a lesser extent, SDH Fp
exerts significant neuroprotective effects against mHtt in vivo.
This indicates, as suggestedbyourprevious in vitro experiments,
that loss of Ip in HD models may contribute to neurodegenera-
tion. This protective effect may appear at first surprising, since
lossof Ip is likelynot an early event in themolecular cascade trig-
geredbymHtt to kill neurons.Especially, the reducedexpression
of PGC-1a, mitochondrial biogenesis, altered mitochondrial
membrane potential, abnormal fragmentation and cristae disor-
ganization are likely preceding C-II loss and reduction in Ip

Human Molecular Genetics, 2013 9

 at Inserm
/D

isc on June 22, 2013
http://hm

g.oxfordjournals.org/
D

ow
nloaded from

 

http://hmg.oxfordjournals.org/


levels.However, neurodegeneration signalingmight be seen as a
non-linear phenomenon rather resembling to a vicious cycle.
Overexpression of Ip (and similarly Fp) likely produces a stabil-
ization ofC-II levelswhichmayhave important consequences to
maintain energy production in the tricarboxylic acid (TCA)
cycle and electron flow in the respiratory chain. Ip may also
contribute to control reactive oxygen species (ROS) production
as suggested by others, since the Ip protein is considered to be a
potential ‘sensor’ of the ubiquinone pool in the mitochondria
(53). Although C-II is debated as a source of ROS by itself, com-
pelling evidence showed that disturbingC-II function at least in-
directly produces the elevation of ROS levels, and increased
ROS production is a well-documented feature of both HD trans-
genic mice and HD patients (54). Thus, the overexpression of Ip
and the improved stabilization of C-II may be sufficient to delay
striatal neuron demise. Our data suggest that while important
contributors of mHtt -induced energy perturbation (e.g. perturb-
ation of PGC-1a) are upstream of the deregulation of C-II by
mHtt, the consequent loss of the Ip protein is a key event contrib-
uting to the expression of neurodegeneration and that correcting
this anomaly retards the death/dysfunction of striatal neurons.
The lentiviral gene transfer approach for theoverexpressing Ip

protein should be so far considered as only a proof of principle
that in vivo, C-II may be an interesting therapeutic target for
slowing degeneration in HD. It would be of prime interest to
find small molecules that could increase Ip expression and C-II
stabilization or anaplerotic chemicals that bypass C-II defects
or improve TCA cycle and respiratory chain efficiency. Other
potential approaches would be to utilize agents which increase
the expression of PGC-1a (e.g. bezafibrate) or which improve
mitochondrial function as recently shown using the mitochon-
drial anti-oxidant XJB-5-131 (55,56). The results provide
further evidence that targeting mitochondrial dysfunction in
HD may be a useful therapeutic strategy.

MATERIALS AND METHODS

Animals

Rats
Four-month-old male Sprague-Dawley rats (Charles River)
were used. The animalswere housed in a temperature-controlled
roommaintained on a12 h light/dark cycle. Food andwaterwere
available ad libitum.Experimentswere performed in accordance
with the European Community Council directive 86/609/EEC
for the care and use of laboratory animals or were approved by
the Animal Care and Use Committee of the Weill Medical
College of Cornell University.

Transgenic mice
Transgenic mice expressing the wt-Htt (N171-18Q) and mHtt
(N171-82Q) N-terminal fragment of the human Htt (22), as
well as non-transgenic littermates were obtained from the
Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) and bred at the
Weill Medical College of Cornell University animal facility.
Both male and female mice expressing wt-Htt or mHtt were
studied at various disease stages and compared with non-
transgenic age- and gender-matched littermates. In most experi-
ments, a similar number of male and female pairs were used. In
these mice, the symptomatic stage is characterized by

incoordination, ataxia and weight loss with onset at !3
months of age. Mice die prematurely at !6 months of age.
Male R6/1 transgenic mice expressing exon-1 of human mHtt
were obtained from Jackson Laboratory. Mice were genotyped
by PCR as described previously (21). Animals were bred at the
animal facility of the University of Barcelona. R6/1 mice were
used when they started to have motor coordination impairment
at 16 weeks of age (29).

Isolation of brain mitochondria

Non-synaptic brain mitochondria were isolated by a PercollTM

gradient purification method as described previously (57). All
procedures were conducted at 48C. Mice were sacrificed by de-
capitation and the forebrain was excised and homogenized in a
mannitol-sucrose isolation medium (225 mM mannitol, 75 mM

ultrapure sucrose, 5 mM N-2-hydroxyethylpiperazine-N′-2-
ethanesulfonic acid (HEPES), pH 7.4) containing 0.1 mg/ml
fatty acid-free bovine serum albumin (BSA) and 1 mM ethylene
glycol tetraacetic acid (EGTA). Homogenates were centrifuged
for 6 min at 2400g in a Beckmann L8-80 ultracentrifuge using a
50 TI rotor. The supernatant was collected and centrifuged for
14 min at 13 000g. The resulting pellet was resuspended in iso-
lation medium containing 15% PercollTM and 1 mM EGTA and
layered on the top of a discontinuous PercollTM gradient (23/
40%). The gradient was centrifuged for 14 min at 38 000g, and
the 23/40 inter-phase layer, containing the mitochondria, was
collected. Mitochondria were washed three times with isolation
medium without BSA and centrifuged for 14 min at 13 000g.
The pellet containing purified mitochondria was resuspended in
100 ml of isolation buffer without EGTA and BSA (58). Mito-
chondrial protein concentration was measured with a protein
assay kit (BioRad,Hercules, CA,USA), usingBSAas a standard.

Blue native PAGE

We have investigated by blue native gel electrophoresis the mo-
lecular organization of the mitochondrial respiratory chain.
BN-PAGE is ahigh-resolution electrophoretic techniqueused

for the isolation of membrane bound proteins (59). The solubil-
izationof biologicalmembranes in cellular ormitochondrial pre-
parations is obtained by applying mild detergents. Upon the
addition of the coomassie dye (Coomassie blue G-250) protein
aggregation is reduced, all the membrane proteins, and also
many water soluble, acquire a negative charge which pulls to
the anode during electrophoresis, irrespectively of their isoelec-
tric point.
Fiftymicrograms of the brainmitochondrial preparation were

resuspended in 50 ml of a BNmitochondria buffer (1.5 M amino-
caproic acid, 50 mM bis–tris, pH 7.0, at 48C) and then treated
with 2 ml of N-dodecylmaltoside (DDM; 10% w/v) on ice for
5′. Finally, samples were centrifuged for 30 min at 20 000g.
The supernatants were transferred to clean tubes and 5 ml of a
BN sample buffer (Coomassie Blue G-250 5% w/v suspension
in 750 mM 6-aminohexanoic acid, 50 mM bis–tris, 0.5 mM ethy-
lenediaminetetraacetic acid, pH 7.0, at 48C) was added to the
samples for BN-PAGE. Gels were cast as described for
BN-PAGE (60,61). We used 5–13% acrylamide gradient gels
with 4% sample gels on the top to separate DDM-solubilized in-
dividual mitochondrial complexes. Gels were run in a vertical
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electrophoresis apparatus under the conditions described for
BN-PAGE (61). Transfer of proteins onto a polyvinylidene
difluoride (PVDF) membrane (Amersham Biosciences) was
carried out overnight at 30 V at 48C. For immunodetection of
protein complexes, monoclonal antibodies (Molecular Probes)
against the following subunits were used: 39 kDa of complex
I, 70 kDa of complex II, core 2 of complex III, subunit I of
complex IV and subunit b of complex V. Native high molecular
weight markers were from Amersham Biosciences (59). For
protein loading control, the 10 ml of theDDM-treatedmitochon-
drial preparation was mixed to an equal amount of Laemmli
sample buffer and loaded in an SDS–PAGE. Transfer onto a
PVDF membrane was carried out as described above. Outer
(TOM20) or inner (TIM 23) membrane markers were immuno-
detected with a specific antibody (Santa Cruz). When the anti-
body against the 70 kDa (Fp) subunit was used, a reserve pool
of the not assembled 70 kDa subunit was immunodetected as a
second and lower molecular weight band in addition to the
fully assembled C-II band, normally detected around 130 kDa.
Depending on the daily hand-cast gradient gel preparation and
the bands migration, this protein would go undetected when
co-migrating with the Brilliant blue G in the dye front. Brain
mitochondria isolated from five animals of each genotype and
age group were compared as shown.

Oxygen consumption

The rate ofO2 consumptionwasmeasured in brainmitochondria
using a Clark oxygen electrode in a waterjacketed cell, magnet-
ically stirred at 378C (Hansatech Instruments, Norfolk, UK) as
previously described (62,63). Briefly 10 ml of freshly isolated
brain mitochondria was resuspended in a respiration medium
(125 mM KCl, 20 mM HEPES, 1 mM MgCl2, 2 mM KH2PO4,
pH 7.4). State 3 respiration was recorded in the presence of
0.4 mM adenosine di-phosphate. The state 3 rates were recorded
in the presence of glutamate:malate 5:1 mM or glutamate:succi-
nate 5:2 mM. State 4′ was induced with the specific inhibitor of
the Adenine Nucleotide Translocator, carboxy Atractilate. The
protein content in all samples was measured with a protein
assay kit (BioRad), using BSA as a standard. For oxygen con-
sumption, the comparison between wild-type and Tg was done
day by day to minimize variability due to isolation. Brain mito-
chondria isolated from six animals of each genotype and age
group were compared.

Quantitative real-time PCR

For the quantification of the relative amount of mitochondrial
DNA (mtDNA), total DNA was isolated from liquid nitrogen
frozen striatal sections of transgenic (N171-18Q and
N171-82Q), as well as non-transgenic mice, as described (64).
The mtDNA copy number was determined by qRT-PCR using
SYBR Green Chemistry on a Roche Light Cycler (Roche,
USA). The abundance of the mtDNA-encoded template [from
nucleotide (nt) 6409 to nt 6636] in the COX1 gene sequence
was assayed (primers: forward CAT CCC TTG ACA TCG
TG, reverse CTG AGT AGC GTC GTG G) and normalized
using a nuclear-encoded template for the 18S gene (primers:
forward CGGACAGGATTGACAGA, reverse: CCAGT-
CAGTGTAGCGC) (65). Each reaction was optimized and

confirmed over an appropriate linear concentration range using
genomic DNA standards. Samples were analyzed in duplicate
for both assays, enabling the calculation of the averagemtDNA:-
nuclear DNA ratio. The numbers of samples for these experi-
ments were as follows: for N171-82Q, n ¼ 7 at 1 and 2
months, n ¼ 5 at 3 months and n ¼ 6 at 4 months; for
N171-18Q: n ¼ 6 at 1 and 2 months of age and n ¼ 11 at 3 and
4 months of age.

Lentiviral vector production and intrastriatal injection

Vector production
The construction of SIN-W-PGK (mouse phosphoglycerate
kinase 1) vectors encoding Htt171-18Q and Htt171-82Q has
been described previously (26), as has the GFP construct (66).
Construct for overexpressing Fp and Ip proteins have been also
described previously (17,18). Viral particles were produced in
human embryonic kidney 293 T cells using a four-plasmid
system (67), collected by ultracentrifugation and suspended in
phosphate-buffered saline (PBS) with 1% BSA. The particle
content of the viral batches was determined by enzyme linked
immunosorbent assay for the p24 antigen (Gentaur, France).
Viral particles were used at a concentration of 200 000 ng of
p24 perml in 0.1 M PBSwith 1%BSA for intrastriatal injections.

Stereotaxic injection
Rats were anesthetized with ketamine/xylazine (75 and 10 mg/
kg, respectively; i.p.) and placed in a stereotaxic frame. Bilateral
stereotaxic injections into the striatum were made using a 30
gage blunt-tip steel needle connected to a 10 ml Hamilton
syringe (Hamilton, Reno, NV, USA) via a 30 cm polypropylene
catheter. Viral suspensions from the same batch were injected
into each striatum at 0.25 ml/min by means of an automatic in-
jector (Stoelting, Wood Dale, IL, USA), using the following
coordinates: 0.8 mm rostral to bregma, 3.5 mm lateral to
midline and 4.0 mm ventral to the skull surface, with the tooth
bar set at 3.3 mm (27). At the end of the injection, the needle
was left in place for 5 min, before being slowly withdrawn.

Brain tissue processing for histological evaluation
and biochemical analysis in rats

Histological evaluation
Rats received an overdose of sodium pentobarbital and were
transcardially perfused with phosphate buffer containing 4%
paraformaldehyde (PFA). Brains were then post-fixed in 4%
PFA for 24 h and then cryoprotected by immersion in 15 and
30% sucrose for 48 h. Coronal sections (thickness 40 mm)
were cut at 2228C using a sliding microtome (Cryocut 1800;
Leica Microsystems, Nussloch, Germany). Free-floating sec-
tions encompassing the entire striatum were serially collected
and stored in antifreeze cryoprotectant solution at 2208C until
immunohistochemical processing. Immunohistochemistry of
DARPP-32 (rabbit polyclonal antibody, Chemicon Intl. Inc.,
diluted 1:5000) and immunohistochemistry of EM48 (mouse
monoclonal antibody, MAB5374, Chemicon Intl. Inc., diluted
1:1000)were performed as described previously (27). Immunor-
eactivity was revealed using the Vectastain ABC Elite System
(Vector, Burlingham, CA, USA). The sections were mounted,
dehydrated by passing through ethanol and toluene and
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coverslippedwithEukitt. COXhistochemistrywas performed as
previously described according to the method of Wong-Riley
(68).

Determinationof striatalDARPP-32-andCOX-depleted volume
The volume of the striatum exhibiting a depletion of DARPP-32
staining was estimated as follows (27,28,69). The unstained
area of all serial striatal sections (400 mm apart) was manually
delineated using a 4× objective and an AX70 microscope
(Olympus, Munster, Germany) coupled with an image analysis
system.Thevolumewas thencalculatedaccording to theprinciple
ofCavalieri using the formula: volume¼ d(a1 + a2 + a3 + . . .),
where d is the distance between serial sections (400 mm), and a1,
a2, a3 etc. stand for the area showing lossofDARPP-32 immunor-
eactivityor lossofCOXactivity (?lesion’)within individual serial
sections throughout the striatum.

Determination of aggregate numbers
The number of EM48-positive inclusions was quantified as pre-
viously described (27) with the following modifications: the
inter-section distance was 400 mm (i.e. one in every 10 sections
was used) and observations were performed using a 10× object-
ive on a Leica DM6000 microscope equipped with a motorized
stage and an automated image acquisition and analysis system
(Mercator Software, Explora Nova, La Rochelle, France).
With this set-up, objects with an apparent cross-sectional area
.3 mm2 (i.e. diameter . "1.1 mm) could be reliably detected.
Counting and determination of cross-section areas of aggregates
were determined for "6000–12 000 EM48-positive objects per
striatum (i.e. 5–9 sections) in 8 rats/group.

SDH histo-enzymatic assay
Animals received an overdose of sodium pentobarbital and the
brain was removed and frozen in 2258C isopentane and stored
at 2808C. Coronal frozen sections (thickness 20 mm) were cut
at 2208C using a cryostat (3035S, Leica Microsystem). Histo-
chemical revelation of SDHactivitywas performed as described
previously (69,70). Succinate was used as the specific substrate,
and nitro blue tetrazolium (NBT) was used as electron acceptor,
which eventually forms formazan. Serial brain sections were
first incubated for 10 min in 0.1 M phosphate buffer and 0.9%
NaCl (PBS) at 378C to activate SDH,which is substantially inac-
tivated by tightly bound oxaloacetate (71). Sections were then
rinsed in a large volume of PBS and immersed in the reaction
medium containing 5 mM NBT, 0.05 M phosphate buffer (pH
7.6) 0.05 M sodium succinate for 40 min at 378C. Sections
were then rinsed in cold PBS for 5 min, immersed for few
seconds in deionized water and air-dried at room temperature.
During the staining procedure, care was taken to avoid sunlight,
which degrades NBT.

SDH activity analyses
Semi-quantitative analysis of SDH activity in the entire striatum
was performed using densitometry analysis (using MCID soft-
ware) as described previously (69,70). In the case of the analysis
of the entire striatum, 8–10 animals per group were examined.
For subregional analysis of SDH activity in the striatum based
on the visualization of the expression of GFP, acquired image
of SDH-stained section was aligned with the adjacent section
imaged for GFP fluorescence using a Zeiss Axioplan2 Imaging

microscope, a ×1.25 objective and cooled CCD camera and
an image acquisition and analysis system (Mercator, Explora
Nova). For each animal, region of interest was delineated on
the GFP images (5–12 sections, 200 mm interspace), pasted
and translated to be located at the same anatomical level on the
SDH image for the determination of optical density in the
region. The mean+SEM SDH OD unit in the GFP-containing
area was calculated from all animals. For these analyses, three
to four animals were studied in each group.

3D reconstruction of SDH activity
Images of serial sections revealed for SDH histochemistry were
digitized using a flatbed scanner (ImageScanner; GE Healthcare
Europe, Orsay, France) with 600 dpi resolution (pixel size 42 ×
42 mm2). 3D post-mortem reconstruction was performed using
the in-house BrainRAT software freely available on internet
(http://brainvisa.info)basedonapropagativeco-registrationstrat-
egy. On all coronal sections (n ¼ 18 serial sections/brain) sepa-
rated by 200 mm, the loss of staining seen as a palor in the
striatum infectedwith lenti-Htt171-82Qwasmanually segmented
in 3D, and corresponding lateralized areas were symmetrically
computed in the control (lenti-Htt171-18Q) striatum. Image pro-
cessing techniques used were described in previous work (72).

Statistical analysis

All data were expressed as the means+SEM. Unpaired Stu-
dent’s t-test was used for the comparison between two groups.
When more than two groups were compared, a one-way
ANOVA with multiple comparisons using the post hoc Bonfer-
roni test was carried out using commercially available software
(StatVieww software, SAS Institute Inc., USA). A two-way
ANOVA followed by a post hoc Bonferroni/Dunn test was
used for the analysis of SDH activity throughout the antero-
posterior anatomical extension of the striatum in rats infected
with lentiviral vectors. For time-dependent changes in mtDNA
levels, data were analyzed by two-way ANOVA (ages/geno-
types) and pairwise multiple comparison procedures (Holm-
Sidak method). For all statistical tests performed, a probability
level of 5% was considered significant.

SUPPLEMENTARYMATERIAL

Supplementary Material is available at HMG online.
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Supplemental figure S1. Estimation of SDH activity in the striatal area expressing 

recombinant Fp and Ip.  A, Bright field (SDH histochemistry) or fluorescence images were 

taken from representative coronal brain sections at the level of the striatum at 6 weeks post-

infection with lenti-Fp, lenti-Ip or lenti-LacZ (control). The GFP positive area delineated in red 

was projected to the histochemistry image to indicate that no major change in SDH activity 

occurred in the region. B, Histograms corresponding to the regional SDH activity measured in 

the GFP-positive striatum expressing Fp, Ip or -Galactosidase (LacZ) as a control. Scale bar, 1 

mm. SDH activity has been analyzed in 15-25 sections/rat in n=3-4 rats/group. Data are 

expressed as mean +/- SEM. One-way ANOVA (n.s, p>0.6). 

 

 

Supplemental figure S2. Absence of major effect of Ip overexpression on mutant Htt-

containing aggregates in vivo. Rats were co-injected with lentiviral vectors encoding mutant 

Htt171-82Q plus lenti-Ip or lenti-GFP as a control of viral load. Rats were killed at 12 weeks 

post-surgery and processed for histological evaluation using EM48 immunohistochemistry).  A, 

Photomicrographs of EM48-positive aggregates in the two groups of rats at two magnifications 

(10x and 63x objectives).  B, Representative distribution histograms of aggregate sizes detected 

using automated acquisition and image analyse in two rats. Note the two individual distributions 

are qualitatively similar.  C, Histograms of the average parameters (n=8/group) indicating no 

significant differences between the two experimental conditions. Data are mean ± SEM.  
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Caractérisation des interactions fonctionnelles entre les protéines associées aux 
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VIII. 1 Contexte : la Parkine et PINK1 jouent un rôle dans le contrôle 

de la morphologie mitochondriale. 

On a introduit dans le chapitre précédent les premiers travaux explorant les conséquences 

de l’invalidation des gènes PARK2 et PARK6 sur la morphologie mitochondriale dans des 

modèles de drosophile. Ces travaux donnent des indications sur l’existence d’une voie 

fonctionnelle commune constituée par Parkine et PINK1, visant à promouvoir la fission 

mitochondriale. Toutefois la valeur absolue de ces premières observations a été mise en 

cause par des travaux qui ont suivi, réalisés dans différents modèles de cellules de 

mammifère. A ce jour il existe encore certains points de controverse, et il manque un 

consensus sur le rôle, profusion ou profission, que les protéines Parkine et PINK1 ont sur 

la connectivité mitochondriale. 

Les résultats les plus importants illustrant ces controverses sont résumés dans le tableau 

suivant (Tableau 14). 

 

L’ensemble des travaux publiés à ce sujet indique que les résultats nets sur la 

morphologie mitochondriale dépendent du contexte cellulaire et des conditions 

expérimentales. Cette considération est d’autant plus vraie vu que, comme on l’a expliqué 

dans la section VI – Mécanismes pathogéniques au cours de la MP, les deux protéines 

peuvent participer aux voies de signalisation intracellulaires qui conditionnent la survie 

de la cellule dans différents contextes de stress cellulaire. 
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 Modèle étudié Effet observé Référence 
HeLa :  
                   SiPINK1  

 
Fission 

 
Exner N, 2007 

Fibroblastes humains :  
                   Mutations PARK2  

 
Fusion  

 
Mortiboys H, 2008 

COS 7:  
                   hPINK se; Si hPINK1 

 
Fission(se); fusion (ARNi) 

 
Yang Y, 2008 

SH-SY5Y :  
                   Si Parkin Si PINK1 

 
Fission 

 
Lutz AK, 2009 

Cellules humaines DA M17 
                   SiPINK1 

 
Fission 

 
Sandebring A, 2009b 

SH-SY5Y :  
                   hPINK se (stable); Si hPINK1 

                   hParkin se après Si hPINK1 

 
Fusion (se); fission (ARNi); 
Fission 

 
 
Dagda RK, 2009 

Cellules S2R drosophile 

                  hParkin se et hPINK1 se 
 
Fission  

 
Ziviani E, 2010 

Cellules murines DA N17,   
                   hPINK1 se inducible 
                   Si hPINK1 ; Si hParkin 

 
Fusion 
Fission  

 
 
Cui M, 2010 

Neurones d’hippocampe (rats) 
                   hPINK1 se hParkin se 

 
Fission 

 
Yu W, 2011 

Neurones DA, drosophile :  
                   mutPARK2 

 
Enlargement (fusion) 

 
Burman JL, 2012 

 
Tableau 14: résumé des résultats issus des études dans lesquelles l’effet de la surexpression (se) 

ou de l’invalidation (Si) des gènes PARK2 et PARK6 sur la morphologie mitochondriale a été 

exploré. En caractère gras, les études qui sont en accord avec les résultats de notre article.   

 

Grâce à son activité E3 ubiquitine-protéine ligase, Parkine pourrait avoir un impact sur la 

morphologie mitochondriale. Plusieurs études révèlent un effet de la Parkine sur les 

GTPases de la machinerie de fusion/fission mitochondriale. Par exemple, elle est 

responsable de l’ubiquitylation des  MFNs, qui les cible vers la dégradation UPS-

dépendante. Par cette dégradation la refusion et la complémentation des mitochondries 

endommagées sont inhibées. Cette inhibition  est considérée une étape qui précède et est 

indispensable à la mitophagie (Gegg ME et al., 2010; Chen Y et al., 2013; Tanaka A et 

al., 2010; Ziviani E et al., 2010; Glauser L et al., 2011). L’ubiquitylation des MFNs 

pourrait avoir lieu en conditions physiologiques, outre que pendant la mitophagie 

(Glauser L et al., 2011).  

En revanche l’interaction entre Parkine et Drp1, et l’éventuelle ubiquitylation de Drp1 

par Parkine font encore l’objet de discussions : de fait, en 2011 deux équipes différentes 
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ont observé dans le même type cellulaire, la lignée SH-SY5Y, des effets opposés 

(Glauser L et al., 2011; Wang H et al., 2011).  

En accord avec leur rôle pendant la mitophagie, lorsque l’effet de Parkine dépend de 

PINK1 et de son recrutement mitochondrial, certains des ces travaux suggèrent que les 

effets de Parkine sur la morphologie mitochondriale dépendent aussi de la voie 

fonctionnelle PINK1/Parkine. Toutefois, plusieurs observations laissent penser que 

l’action des deux protéines pourrait, au moins en partie, être indépendante.  

Plusieurs équipes ont remarqué que la surexpression de PARK2 compense les défauts 

provoqués par l’absence de PINK1 et restaure un phénotype mitochondrial normal (Yang 

Y et al., 2006; Park J et al., 2006; Clark IE et al., 2006). Ces observations suggèrent que 

l’action de Parkine pourrait aussi être indépendante de sa localisation mitochondriale et 

de PINK1. De la même manière, l'effet de PINK1 sur la mitochondrie pourrait être direct 

et indépendant de la Parkine, vu que chez la drosophile la surexpression de Ndp1, codant 

une protéine analogue à la NADH déshydrogénase de la levure, contrecarre les dégâts 

mitochondriaux provoqués par l'ablation de PINK1, mais pas de PARK2 (Vilain S et al., 

2012).  

 

VIII.2 Objectifs  

Nos avons revisité le rôle des protéines Parkine et PINK1 dans la dynamique 

mitochondriale. Par la combinaison de stratégies pharmacologiques et de biologie 

moléculaire, et utilisant différents outils d’imagerie microscopique, nous avons exploré 

les interactions fonctionnelles et moléculaires qui ont lieu entre les trois protéines dans 

des cellules COS7, dans différents contextes bioénergétiques. 

Nous avons essayé de répondre aux questions suivantes : 1) est ce que Parkine et PINK1 

ont un effet pro-fusion ou profission constant dans notre modèle cellulaire ; 2) est-ce que 

l’effet de Parkine et PINK1 sur la dynamique mitochondriale s’explique par l’interaction 

avec les protéines appartenant à la machinerie de fusion et fission mitochondriale ; parmi 

les protéines de cette machinerie, j’ai choisi de me focaliser sur la protéine Drp1, 

principal acteur de la fission mitochondriale ; 3) est ce que Parkine et PINK1 coopèrent 

dans une voie unique, visant à équilibrer la balance de la dynamique de fusion et de 
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fission mitochondriale ; 4) est ce que les interactions mises en évidence sont modulées 

par les conditions bioénergétiques de la mitochondrie ? 

  

VIII.3 Méthodologie 

VIII.3.1 Cultures cellulaires 

Nous avons choisi de travailler avec les cellules COS7, issues de fibroblastes rénaux de 

singe, parce que ce sont des cellules plates avec un large cytoplasme et un réseau 

mitochondrial développé, des caractéristiques idéales pour des études de morphologie. 

Nous avons transfécté les cellules afin d’induire de manière transitoire la surproduction 

des protéines en cours d’étude. En comparaison avec la surexpression constitutive, les 

modèles transitoires offrent en effet l’avantage de mettre en évidence les effets aigus 

relatifs aux gènes et aux proteines étudiées dans des délais brefs (de 12h à 72h, dans notre 

étude), avant que des mécanismes compensatoires secondaires s’activent dans la cellule. 

Les cellules de la lignée COS7 sont des cellules adhérentes qui sont maintenues à 37°C 

en présence de CO2 (5%), et cultivées dans un milieu DMEM (Invitrogen) supplémenté 

par du sérum de veau fœtal (10%), de la pénicilline/streptomycine (100 µg/ml, 

Invitrogen) et de la glutamine (2mM, Invitrogen).  

Pour le maintien en culture, les cellules sont régulièrement trypsinisées et passées, deux 

fois par semaine dans des boites de pétri de 10cm, à une concentration de 1x106. Afin 

d’effectuer les analyses d’immunofluorescence, les cellules sont ensemencées sur des 

lamelles, dans des plaques de 24-puits, à une densité de 4 x 104 par puits. 

Pour la transfection, nous avons utilisé le liposome DMRIE-C (Invitrogen), selon les 

instructions du fabricant. Les particules du liposome  DMRIE-C, chargées positivement, 

forment des complexes avec les molécules d’ADN, qui facilitent l’entrée de l’ADN dans 

les cellules. En alternative, la Lipofectamine 2000 (Invitrogen) a été utilisée lors des co-

transfections d’ADN et ARN (SiARNs), comme conseillé par les protocoles.    

Toutes les transfections ont été effectuées dans un milieu sans sérum (OPTI-MEM). 

Dans le cas des transfections d’ADN, le milieu contenant les plasmides et le réactif 

remplace le milieu de culture normal pendant environ 5 heures, au bout desquelles la 

transfection est donc arrêtée. Dans le cas des co-transfections ADN et SiARNs, la 

solution de transfection est ajoutée au milieu de culture, dépourvu d’antibiotiques, 
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pendant la durée souhaitée. Aux temps indiqués après la transfection, différents selon le 

protocole expérimental, les cellules sont fixées avec une solution de paraformaldehyde 

(4%). Après la fixation, les cellules sont incubées en présence de sérum normal de chèvre 

(10%), puis avec les anticorps primaires, pendant la nuit, à 4°C. 

Après lavages répétitifs dans une solution PBS (pour Phosphate Buffered Saline), les 

cellules sont incubées pendant 45 minutes à température ambiante avec les anticorps 

secondaires ; suivent quatre lavages supplémentaires. Les lamelles sont enfin montées sur 

des lames à l’aide d’un milieu de montage spécifique, FluoroGold (Invitrogen).  

 

VIII.3.2 Analyse du réseau mitochondrial par microscopie à fluorescence 

L’analyse de la morphologie mitochondriale a été réalisée sur les photos des cellules, 

prises à l’aide d’un microscope à epifluorescence Zeiss Axioplan 2 (Zeiss, Allemande) 

avec un objectif 63 x à huile, à l’aide du logiciel Explora Nova Fluo’Up (Explora Nova, 

La Rochelle, France). Le réseau mitochondrial a été visualisé par le réactif MitoTracker 

ou par la surexpression de l’ADNc de la protéine GFP (pour Green Fluorescent Protein), 

ciblée à la mitochondrie par l’ajout d’une séquence d’adressage à la mitochondrie, 

comme indiqué dans l’article. La catégorisation des cellules sur la base de l’aspect, 

fusionné ou plus ou moins fragmenté, de leur réseau mitochondrial a été accompagnée de 

l’analyse de deux paramètres « Aspect ratio » et « Form factor », à l’aide du logiciel 

ImageJ (NIH, Bethesda, Maryland). Nous avons considéré ces deux paramètres comme 

globalement indicatifs de la complexité du réseau. L’analyse de ces paramètres a été 

rapportée  par Koopman en 2005, qui en décrit la méthodologie et son application à 

l’évaluation de la longueur et du branchement des mitochondries de fibroblastes 

déficients en Co I à partir de photos prises au microscope confocal (Koopman WJ et al., 

2005). A la différence de Koopman, nous avons, comme d’autres (Agier V et al., 2012), 

travaillé sur des photos obtenues à l’aide d’un microscope à epifluorescence et calculé 

ces deux paramètres, les considérant comme indicatifs du degré de fragmentation ou de 

fusion du réseau mitochondrial pris dans sa globalité. Les différences observées avec 

cette approche sont constantes et cohérentes : par exemple, en accord avec les données de 

la littérature, nous avons observé  une fusion du réseau mitochondrial lors de la mise en 

carence nutritionnelle de cellules en culture, et une fragmentation du réseau lors  d’un 
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traitement dépolarisant (Gomes LC et al., 2011; Cereghetti GM et al., 2008). La 

procédure utilisée est schématisée dans la figure 51. 

 

 

 

Figure 51 : Illustration et schématisation de la procédure utilisée pour la quantification de deux 

paramètres, Aspect ratio et Form factor, considérés globalement indicatifs de la complexité du 

réseau mitochondrial. Essentiellement, l’application d’un filtre de convolution (Koopman WJ et 

al., 2005) et le seuillage de l’image permettent la sélection et la quantification des objets 

représentant le réseau mitochondrial. Le calcul des dimensions des axes, majeur et mineur, de 

chaque objet, de leur périmètre et de leur surface est fait par le logiciel, et est représentatif des 

paramètres d’intérêt.    

 

VIII.3.3 Invalidation de l’expression des gènes 

Dans les expériences comprenant une stratégie d’ARN interférence (SiPINK1)  nous 

avons utilisé le système spécifique ‘stealth siRNA’ et ‘stealth universal negative control’ 

(Invitrogen). Les stealth siRNAs PINK1 (HSS127945), validés par la maison productrice, 

ont été utilisés selon les instructions du fournisseur. Le système ‘Stealth RNAi™ siRNA’ 

utilise des méthodes de biochimie ‘next-generation’ RNAi pour dessiner les séquences 

des siARNs. L’invalidation effective du gène cible, la spécificité et la stabilité des 

séquences choisies, ainsi que des niveaux faibles de toxicité cellulaire sont assurées par le 
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producteur, ce que nos expériences ont confirmé. Chaque amorce (oligo) est synthétisée 

sous forme de simple brin, contrôlée par spectrométrie de masse et apparié en duplex 

dans une étape successive. 

 

Les stratégies de i) knock down (KD), basée sur le principe d’ARN interférence, ou ii) 

knock out (KO) ou knock in (KI), basées sur le principe de recombinaison homologue, 

sont largement utilisées par les scientifiques pour invalider des gènes spécifiques afin 

d’étudier leur fonction.  

L’ARN interférence est un mécanisme physiologique conservé chez les eucaryotes, 

reproductible in vitro : des séquences d’ARN spécifiques pour le gène cible  sont 

transfectées dans les cellules. L’ARN peut transitoirement former un double brin, qui 

interagit à son tour avec le complexe RISC (RNA-Induced Silencing Complex). Cette 

machinerie, schématisée dans la figure 52, sert comme un mécanisme pour régler à la fois 

la stabilité et la traduction de l’ARN messagère.  

 

Figure 52 : mécanismes d’ARN interférence et machinerie RISC (RNA-Induced Silencing 

Complex). Deux situations sont possibles : à la suite de l’appariement parfait entre le complexe 

miRNA-RISC et l’ARNm cible, la destruction de ce dernier a lieu par l’activité endoribonucléase 

du complexe RISC (gauche) ; lorsque le complexe miRNA-RISC est apparié de manière 

imparfaite, ou lorsqu’il s’apparie à une séquence 3’ non codante de l’ARNm cible (droite) on 

obtient le blocage de la traduction. 

Dégradation ARN 
5’Cap  

AAAAAAAAAAAA3’  3’  5’            

5’Cap  AAAAAAAAAAAA3’  3’  5’            

Régulation de la traduction ARN 

3’  5’            5’Cap  AAAAAAAAAAAA3’  

3’  5’            5’Cap  AAAAAAAAAAAA3’  
RISC

          RISC

Ribosomes 
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SH RNA ARN Pol 
Drosha 

Dicer 
siRNA shRNA 

RISC 
Noyau 

Cytoplasme 

 

Deux stratégies expérimentales existent pour mettre en œuvre l’interférence ARN : i) 

utilisant de siRNA (pour « small interfering RNA ») soit l’introduction de courtes 

séquences (21-24 nt) d’ARN double brin ; ii) ou la transfection d’un transgène ADN 

codant un ARN formant une épingle à nourrice, le shRNA (short hairpin RNA), qui 

mûrira en ARN interférant par l’action d’enzymes spécifiques (Fig. 53). 

 

 

Figure 53 : naissance des 

shRNAs et maturation en 

siRNAs suite à l’action des 

enzymes RNAases (Drosha et 

Dicer). Après maturation les 

siRNAs sont activés par 

l’interaction fonctionnelle avec 

le complexe RISC. 

 

 

 

 

Le choix entre les deux stratégies d’ARN interférence dépend du contexte expérimental : 

les siRNAs sont introduits facilement dans les cellules, mais l’interférence est 

uniquement possible dans un contexte transitoire. Cette stratégie est plus indiquée lorsque 

l’invalidation de l’expression d’un gène risque d’exercer des effets toxiques. 

 

VIII.3.4 Förster Resonance Energy Transfer, FRET  

Les interactions protéine-protéine, qu'elles soient provoquées par des modifications 

covalentes de protéines ou non, sont généralement considérées médiatrices des fonctions 

cellulaires et des voies de signalisation. L’analyse de ces processus a été limitée pendant 

longtemps aux méthodes biochimiques, comme par exemple l’immunoprécipitation, les 

essais de pull down et de cross-linking. Ces techniques ne fournissent pas d'information 
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spatiale et les interactions détectées dépendent de la stabilité du complexe pendant les 

conditions expérimentales en dehors de la cellule, dans des homogénats.  

Les techniques de microscopie basées sur la détection de protéines marquées par 

immunofluorescence ou des marqueurs fluorescents, tels que la protéine GFP, fournissent 

des informations spatiales à l'échelle du micromètre ; elles ne donnent pas de données 

conclusives pour la présence d’interactions fonctionnelles protéine-protéine. 

Le transfert d'énergie de résonance de fluorescence, Förster Resonance Energy Transfer,  

FRET, est un processus photophysique qui fournit des informations sur la localisation 

spatiale des protéines, permettant en même temps l’obtention d’informations sur les 

interactions protéine-protéine (Clegg RM, 1995). L’utilité de cette technique réside dans 

la possibilité de détecter l’interaction entre deux protéines séparées par une distance 

comprise entre 1 et 10 nm.  

La FRET est un processus par lequel l’utilisation des radiations ionisants n’est pas 

nécessaire : un fluorophore donneur excité transfère l'énergie à un accepteur par couplage 

dipôle-dipôle (Förster T, 1948). Le transfert d’énergie a donc lieu seulement si les deux 

protéines sont suffisamment proches l’une de l’autre, lorsque la diminution de la 

fluorescence du donneur s’accompagne de l’augmentation contemporaine de la 

fluorescence de l’accepteur, démontrant l’existence de FRET (Snapp EL and Hedge RS 

2006; Wouters FS and Bastiaens PI 2006). 

Pour un couple de fluorophores, donneur et accepteur, la probabilité de FRET lors de 

l'excitation du donneur est de 1 / [1 + (r/R0) 6], où r est la distance séparant les 

fluorophores, et R0 est la distance à laquelle une probabilité de FRET de 50% est 

observée (la distance de Förster (Förster T, 1948)). 

En théorie, deux états différents des fluorophores peuvent être discriminés : la FRET est 

efficace (positive) lorsque donneur et accepteur sont à proximité, ou aucune FRET n’est 

possible (Fig. 54). Toutefois la FRET mesure le transfert d'énergie moyenne dans une 

région de la cellule qui correspond à un très grand nombre de molécules de donneur et 

d’accepteur. Les résultats donnent donc des valeurs intermédiaires. 

L’optimisation de la FRET est nécessaire sur la base de plusieurs critères : par exemple 

l’idéal est de choisir une couple de fluorophores avec une distance de Förster de 5nm ; en 

outre, les fluorophores ne doivent pas interagir entre eux, pour éviter d’introduire un biais 
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dans la mesure des interactions entre les protéines détectées par immunofluorescence ; 

enfin il est important que le spectre d’émission de fluorescence du chromophore donneur 

soit en partie superposé au spectre d’absorption de fluorescence du chromophore 

accepteur. Le nombre d’observations doit aussi être optimisé, normalement, 

l’augmentation de ce nombre réduit la probabilité d’erreurs d’interprétation des résultats.  

La mesure de la FRET avant et après l’utilisation du photoblanchiment de l’accepteur, la 

FRET est une méthode largement utilisée. Par cette méthode, le transfert d’énergie est 

révélé par la destruction, par photoblanchiment, de l’accepteur. La mesure de la 

fluorescence du donneur doit augmenter après la destruction de l’accepteur  si les deux 

sont suffisamment proches (Fig. 54). 

 

Figure 54 : le concept de FRET. La FRET est positive seulement si deux protéines sont 

suffisamment proches l’une de l’autre. Dans ce cas (panneau central), lorsqu’on excite le donneur 

sa fluorescence diminue en conséquence du transfert d’énergie vers l’accepteur, dont la 

fluorescence augmente. De manière cohérente, la destruction par photoblanchiment de 

l’accepteur (panneau à droite) cause l’augmentation de la fluorescence du donneur. CFP= Cyan 

Fluorescent Protein ; YFP= Yellow Fluorescent Protein.  

 

Dans notre protocole expérimental les fluorophores choisis étaient couplés aux anticorps 

secondaires utilisés pour l’immunodétection des protéines en question. Les images ont été 

acquises avec un microscope confocal Leica SP5 (Leica, Allemagne) et un objectif à 

immersion dans l’huile, 63 x. La région d’intérêt, ROI, a été dessinée à l’aide du logiciel 

Leica Confocal Software. Le photoblanchiment de la ROI a été effectué avec un laser 

Helium Néon, à 543 nm, ce qui correspond à la longueur d’onde de la fluorescence de 

l’accepteur. L’intensité (I) de fluorescence (F) du donneur (D) a été quantifiée à partir de 

photos par le logiciel  ImageJ, et l’efficacité de FRET a été déterminée selon la formule : 
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% FRET = (ID postblanchiment – ID preblanchiment)/ID postblanchiment. La FRET a 

été considérée positive lorsque FD postblanchiment > FD preblanchiment.  
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VIII.4 Résultats  

Nous avons observé que dans les cellules COS7 la présence des protéines Parkine et 

PINK1 exogènes facilite la fission du réseau mitochondrial dans un contexte 

bioénergétique normal (article, Fig. 1). Afin de comprendre si l’effet profission observé 

en présence de Parkine et PINK1 dépend de l’action de la GTPase de la machinerie de 

fission mitochondriale, Drp1, nous avons utilisé le mutant Drp1 K38A, qui a un effet 

dominant négatif. Cela nous a permis d’observer l’abolition de l’effet profission de 

Parkine et de PINK1 (article, Fig 2).  

Nous avons alors décidé d’explorer comment, plus spécifiquement, Parkine peut moduler 

l’activité de la protéine Drp1.  

La protéine Drp1 est la cible de plusieurs mécanismes de modifications post-

traductionnelles qui règlent son activité : phosphorylation, S-nitrosylation, SUMOylation, 

ubiquitylation, O-GlucNAcylation. La régulation de la phosphorylation de Drp1 implique 

plusieurs résidus de serine et la convergence de plusieurs voies de signalisation. La 

phosphorylation des résidus de serine S616 et S637, respectivement par la kinase 1 

dépendant de la Cycline (Cyclin Dependent Kinase 1, Cdk1) et par la protéine kinase A 

(PKA) a des effets opposés : la phosphorylation de la serine S616 et la déphosphorylation 

de la serine S637 par la phosphatase Ca2+-dépendante Calcineurine favorisent toutes deux 

la fission mitochondriale (revu dans Otera H et al., 2013). De plus, plusieurs isoformes de 

la protéine existent, et la phosphorylation de l’isoforme 3 de la sérine 600, correspondant 

à la sérine 637 de l'isoforme 1, dépend de la protéine kinase I dépendante de Ca2+ / 

Calmoduline et favorise la fragmentation mitochondriale (Han XJ et al., 2008; revu dans 

Otera H et al., 2013). Ces mécanismes de régulation, autant élégants que compliqués, 

indiquent l’importance que la fission mitochondriale revête vis-à-vis de la détermination 

des réponses intracellulaires en différentes situations. Ils sont représentés 

schématiquement dans la figure 55.  

Différents agents pharmacologiques peuvent être utilisés pour manipuler l’état de 

phosphorylation du résidu S637. Nous avons décidé d’explorer comment l’état 

d’activation de Drp1 affecte la morphologie cellulaire en présence et en absence de 

Parkine exogène (Fig. 55).   
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Figure 55 : diagramme illustrant les voies – Ca2+/Calmoduline (CaM)/Calcineurine (CaN), 

cAMP/PKA et CaM kinase I - impliquées dans la phosphorylation de l’isoforme 1 (S637-

Drp1v1) ou de l’isoforme 3 (S600-Drp1v3) de Drp1, et les étapes modifiées par les agents 

pharmacologique utilisés. Les effets de Parkine et des voies favorisant la fission sont indiqués en 

bleu. Les voies de signalisation qui inhibent la fission sont indiquées en rouge. ER, réticulum 

endoplasmique ; in = domaine autoinhibiteur ;  et = sites catalytiques de la CaN ou de la 

CaMKI libérés à la suite de l’interaction avec la CaM ; GPCR = récepteur couplée à la protéine 

G ; Gs = protéine G stimulatrice ; AC = adenylate cyclase ; cAMP = AMP cyclique ; PKA = 

protéine kinase A. 

 

Afin d’inhiber les différentes étapes qui portent à l’activation de Drp1, facilitant la 

déphosphorylation du résidu S637 de l’isoforme 1, nous avons donc utilisé différents 

agent pharmacologiques : l’inhibiteur de la calcineurine, le FK506 ; l’inhibiteur de la 

calmoduline, le W13 ; le chélateur du Ca2+, l’EGTA. En alternative nous avons aussi 

utilisé la forskoline, qui augmente l’activité de la PKA, facilite la phosphorylation du 

même résidu et, par conséquent, inhibe la fonction de Drp1. 

Nous avons ainsi montré que ces agents abolissent l’effet pro-fission de la Parkine 

exogène, alors qu’ils ont un effet négligeable dans les cellules contrôles (article, Fig 4 A, 

B et C). 

P P 
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Par une stratégie d’invalidation de l’expression de gènes par ARN interférence, nous 

avons ensuite exploré la possibilité que l’effet de Parkine sur la morphologie 

mitochondriale puisse être indépendant de PINK1. Nos résultats montrent que a) 

l’invalidation de la fonction de PINK1 cause un effet profusion ; b) l’effet pro-fission de 

Parkine persiste, même en absence de PINK1 (article, Fig. 5A). 

Pour confirmer ces résultats, nous avons exploré l’effet profission de Parkine par 

l’observation de la morphologie mitochondriale au cours du temps, entre 12 et 72 heures 

après la transfection. Ces résultats sont rapportés ici et représentés dans des graphiques 

séparés pour une plus grande clarté (Fig. 56 ; article Fig. 5A).  

 

 

Figure 56 : la Parkine exogène induit la fission mitochondriale en présence et en absence de 

PINK1. Les valeurs indicatives de la complexité du réseau mitochondrial, Aspect Ratio (A) et 

Form Factor (B), dans les cellules COS7 ont été obtenues aux temps indiqués après transfection.   

 

D’autre part, l’analyse ponctuelle des valeurs obtenues dans les différents contextes 

expérimentaux 48h après la transfection indique la persistance de l’effet pro-fission de 

Parkine en absence de PINK1 (Fig. 57). 
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Figure 57 : en présence de la Parkine exogène, 

les cellules COS7 présentent un réseau 

mitochondrial significativement plus 

fragmenté en comparaison aux cellules 

contrôles. Cette différence persiste après 

invalidation de l’expression de PINK1. 

(Cellules fixées 48 heures après la transfection 

Graph représentatif de la moyenne de 8 

expériences ; ***= p < 0.01 ; **= p < 0.02) 

 

 

En accord avec ces observations, nous avons aussi montré que l’effet des inhibiteurs de 

l’activité de Drp1 sur les modifications induites par Parkine persiste en absence de 

PINK1 (article, Fig. 5B et 5C). Ces résultats suggèrent que l’action de Parkine sur la 

fragmentation mitochondriale dépendante de Drp1 ne nécessite pas de PINK1, tandis que 

pendant la mitophagie, Parkine et de PINK1 agissent comme une voie fonctionnelle 

unique.  

 

Nous avons ensuite exploré les interactions entre Parkine, PINK1 et Drp1, dans le 

contexte de la mitophagie. Utilisant le CCCP, pour découpler les mitochondries, nous 

avons confirmé que Parkine facilite la mitophagie (article, Fig. 6 A). Dans ces conditions, 

comme déjà observé précédemment (Tanaka A et al., 2010), nous avons observé que 

l’efficacité de la mitophagie est réduite par l’absence de Drp1 (article Fig. 6 C). En 

revanche, la phase de formation des agrégats périnucléaires qui précède la dégradation 

mitohondriale n’est pas affectée par l’absence de Drp1 (article, Fig .6 A et B). 

Nous avons ensuite exploré l’effet de deux formes de Parkine, portant des substitutions 

R275W et G328E. Ces deux variants se sont révélés incapables de promouvoir la fission 

mitochondriale (article, Fig. 7A, B et C) ; en revanche, le variant G328E conserve intacte 

sa capacité de promouvoir la mitophagie, ce qui indique que l’effet profission de la 

Parkine n’est pas nécessaire à la mitophagie (article, Fig. 7E). 
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Enfin, en utilisant la FRET nous avons montré une proximité physique entre Parkine et 

Drp1, dépendante du contexte bioénergétique mitochondrial. En effet, dans un contexte 

bioénergétique mitochondrial normale (conditions basales) de faibles niveaux de FRET 

ont été mis en évidence entre Parkine et Drp1, en revanche ces niveaux étaient 

significativement plus élevés dans un contexte de mitophagie, en présence de CCCP 

(article, Fig. 8A, B et D). Dans les deux cas la présence de FRET entre Parkine et Drp1 

semble dépendre de la présence de PINK1 (article, Fig 8E).  

Les deux variants de Parkine ne sont pas capables d’interagir avec Drp1 en absence de 

CCCP (article, Fig. 8C et D) ; en présence de CCCP cependant, les niveaux de FRET 

indiquent que Drp1 et le variant G328E sont retrouvé à proximité (article, Fig. 8C et D). 

De plus, en conditions de base une proximité physique entre les protéines PINK1 et Drp1 

est aussi observée. Cette interaction est renforcée en présence de CCCP (article, Fig. 9A, 

B et C). Il est aussi à noter que la présence de Parkine module l’interaction entre PINK1 

et Drp1 (article, Fig. 9C) : aucune FRET est observée entre PINK1 et Drp1 après 

l’inactivation de PARK 2 par une stratégie de SiRNA ; ainsi, en présence du variant 

R275W  de Parkine les niveaux de FRET entre PINK1 et Drp1 sont significativement 

plus faibles qu’en présence de Parkine normale ; ceci est vrai que les cellules soient 

traitées ou non par le CCCP (article, Fig. 9B). 

 

Notre plan de travail est schématisé en forme de « flow-chart » dans les figures suivantes. 
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Figure 58 : diagramme illustrant le plan expérimental mis en œuvre pour évaluer le rôle 

profission de Parkine et PINK1 en conditions de base. Les cellules COS7 ont été transfectées par 

les plasmides codants les protéines d’intérêt. La surexpression de la protéine GFP ciblée, à la 

mitochondrie par une séquence d’adressage spécifique (MTS, pour Mitochondrial Targeting 

Sequence), a été utilisée pour visualiser les mitochondries. 1) Plusieurs grades de fragmentation 

mitochondriale ont été observés et quantifiés dans les cellules en présence des protéines exogènes 

(article, Fig. 1). 2) A la suite de l’invalidation de la fonction de Drp1, nous avons compris que 

Parkine et PINK1 facilitent la fission mitochondriale par l’intermédiaire de Drp1 (article, Fig. 2).  

3) L’inhibition pharmachologique des différentes étapes qui portent à l’activation de Drp1 nous a 

indiqué l’implication d’une interaction fonctionnelle, probablement indirecte, entre Parkine et 

Drp1 par l’intermédiaire de voies de signalisation (article, Fig. 4). 4) Combinant cette stratégie 

pharmacologique à une stratégie d’invalidation de l’expression de PINK1, nous avons montré que 

l’effet de la Parkine sur la morphologie mitochondriale est au moins partiellement indépendant de 

PINK1 (article, Fig. 5). 
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Figure 59 : diagramme  illustrant la séquence de manipulations mises en œuvre pour établir l’effet 

de Parkine dans un contexte favorisant la fission (par inhibition de la protéine profusion OPA1: 

CCCP courte durée) et la mitophagie (dépolarisation mitochondriale massive: CCCP longue 

durée). 5) En présence de la forme dominante négative de Drp1 les résultats obtenus nous ont 

indiqué que la protéine Drp1 est nécessaire aux effets de la Parkine sur la fission mitochondriale 

et la mitophagie (article, Fig. 6). 6) La surexpression des deux variants de Parkine a montré que 

l’effet pro-fission de la Parkine n’intervient probablement pas dans la mitophagie (article, Fig. 7). 

Cette série d’expériences a été analysée à l’aide du microscope à épifluorescence ; la mitophagie 

a été quantifiée en évaluant la proportion de cellules dans lesquelles le réseau mitochondrial, 

visualisé par immuno-marquage d’une protéine de la membrane mitochondriale externe, disparaît 

à la suite du traitement appliqué. 
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Figure 60 : diagramme illustrant la séquence d’expériences analysées, à l’aide du microscope 

confocal, afin de révéler des interactions physiques entre les protéines d’intérêt, dans les 

différents  contextes expérimentaux (profission et mitophagie) (article Fig. 8 et 9).  
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VIII.5 Discussion et perspectives 

Notre travail porte sur la clarification des mécanismes par lesquels les protéines 

impliquées dans les formes récessives à début précoce de la MP, Parkine et PINK1, 

coopèrent dans la régulation de la machinerie de fission mitochondriale et la mitophagie. 

 

Effet indirect de Parkine sur les voies de signalisation calcique activant Drp1 

De notre travail, une première nouveauté émerge concernant l’effet de Parkine sur la 

protéine Drp1. Les différentes stratégies de manipulation pharmacologique et l’utilisation 

de la FRET nous permettent la discrimination de deux mécanismes d’interaction 

fonctionnelle entre Parkine et Drp1, indirect et direct. 

L’effet des traitements appliqués, inhibant les différentes étapes de la déphosphorylation 

du résidu S637, ou favorisant la phosphorylation de Drp1, se manifeste sur les cellules 

sélectivement en présence de Parkine exogène et non sur les cellules contrôles. Par 

conséquent, une action facilitatrice de Parkine sur ces étapes est soupçonnée. 

Le fait que non seulement l’inhibiteur de la Calcineurine FK506, mais aussi le W13 et 

l’EGTA inhibent l’effet profission de Parkine, indique que cet effet pourrait être la 

conséquence de la modulation de la signalisation calcique, plutôt que le reflet d’une 

interaction fonctionnelle directe de Parkine avec Drp1 ou la Calcineurine. 

Parkine exerce son activité E3 ubiquitine-protéine ligase sur plusieurs substrats 

importants pour le maintien du ‘cross-talk’ entre la mitochondrie et le réticulum 

endoplasmique, comme les mitofusines, Pael-R et la PLC (voir Chapitre 1, section V : 

mécanismes pathogénique au cours de la MP (Dehvari N et al., 2009; Sandebring A et 

al., 2009a; Gegg ME et al. 2010; Poole AC et al. 2010; Tanaka A et al.2010; Ziviani E et 

al., 2010; Glauser L et al., 2011; Rakovic A et al., 2011). Ces substrats affectent la 

régulation des réponses anti-stress mises en œuvre par le réticulum endoplasmique dans 

le cadre de la UPR. En modulant leurs niveaux, Parkine pourrait aussi avoir un impact sur 

la mobilisation des réserves de Ca2+ intracellulaire et sur les voies de signalisation 

calcique. L’effet de Parkine sur l’homéostasie calcique a été documenté : Sandebring et 

ses collaborateurs rapportent une augmentation de la concentration cytosolique de Ca2+ 

suite à la perte de fonction de la Parkine (Sandebring A et al., 2009a) ; plus récemment 

Calì et ses collaborateurs observent que la surexpression de Parkine cause l’augmentation 
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des vagues calciques entre le réticulum endoplasmique et la mitochondrie (Calì T et al., 

2013). La généralisation de ces résultats à nos paradigmes expérimentaux n’est pas 

possible, compte tenu du fait que ces études ont été réalisées dans des modèles cellulaires 

différents, dans  lesquels la Parkine et PNK1 se sont révélées affecter différemment la 

dynamique de fusion/fission du réseau mitochondrial que dans le modèle que nous avons 

employé. L’étude des mécanismes qui règlent l’homéostasie calcique en présence des 

différentes formes de Parkine, sauvage ou mutée, ainsi que la caractérisation de l’activité 

et des niveaux de la Calcineurine, de la Calmoduline et de la CaM kinase I, représentent 

des possibles perspectives d’évolution de ce projet. 

 

L’effet pro-fission de Parkine peut être au moins en partie indépendant de PINK1 et n’est 

pas requis pour la mitophagie 

La deuxième nouveauté émergeant de notre travail concerne l’indépendance de Parkine 

de PINK1 vis-à-vis de sa capacité de promouvoir la fission mitochondriale dans des 

conditions basales.  

Ainsi l’effet profission de Parkine persiste en absence de PINK1 et les traitements 

pharmacologiques inhibent cet effet, que PINK1 soit présent ou non. De plus, cet effet ne 

semble pas essentiel à la mitophagie puisqu’il peut être compromis par une mutation 

pathogène, sans que cela ait un impact sur la dégradation mitochondriale en présence de 

CCCP.   

Ces résultats nous ont fourni la première évidence que Parkine agit sur la dynamique 

mitochondriale par deux différentes mécanismes : a) un mécanisme d’interaction 

indirecte avec Drp1 et indépendante de PINK1, ayant un impact additif sur b) un 

mécanisme mise en œuvre en coopération avec PINK1 dans le cadre de la mitophagie. 

 

Parkine et PINK1 coopèrent dans le recrutement de Drp1 dans le contexte de la 

mitophagie 

Un troisième point de discussion concerne l’interaction physique entre les protéines 

Parkine, Drp1 et PINK1, relevées par les expériences de FRET dans les conditions de 

base et amplifiées dans le contexte de la mitophagie. 
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Comme nous l’avons amplement expliqué dans la discussion de notre article, cela 

suggère une coordination spatiale et temporelle des recrutements de Parkine et Drp1 à 

proximité de PINK1, reconnue indispensable au cours de la mitophagie. 

Des considérations additionnelles sont nécessaires à propos des effets observés en 

présence des mutants de Parkine qui révèlent que les deux effets sur la fission 

mitochondriale et la mitophagie sont indépendants. Les résultats obtenus par l’étude de la 

mitophagie en présence du variant G328E de Parkine, fournissent une clef pour 

comprendre que l’interaction Parkine/Drp1 règle le lieu et l’efficacité des processus de 

fission mitochondriale et de mitophagie.  

La machinerie PINK1/Parkine est donc essentielle ayant fonction de plate-forme 

d’échafaudage pour la coordination spatio-temporelle entre Drp1 et la machinerie de 

l’autophagie.  

Drp1 semble être l’acteur principal dans la coordination entre la fission mitochondriale et 

la mitophagie, réglée par la voie PINK1/Parkine ; un rôle similaire pour Drp1 a été 

d’autre part décrit pendant l’apoptose, lorsque la formation de foci de Drp1 est 

étroitement liée à l’accumulation mitochondriale de BAX, réglant ainsi la coordination 

entre l’apoptose et la fission (Karbowski M et al., 2002).   

 

En perspective, d’un point de vue de la physiologie mitochondriale, la relation entre les 

paramètres de la morphologie mitochondriale et ceux de la phosphorylation oxydative 

devra être prise en compte ; Liu et ses collaborateurs ont par exemple montré, dans un 

modèle de drosophile invalidé pour l’expression de PINK1, comment l’assemblage des 

complexes de la chaîne respiratoire peut être modifié suite à la surexpression de Drp1 

(Liu W et al., 2011). A cette fin, des clones cellulaire homogènes pour l’expression, 

stable ou inductible des protéines PINK1 et Parkine serait préférable au modèle COS7 

d’expression transitoire. 

D’autres aspects méritant un approfondissement sont i) la contribution des autres 

protéines actrices dans la fission mitochondriale et ii) les mécanismes additionnels de 

régulation de l’activité de Drp1 ; par exemple la phosphorylation du résidu S616 est un 

mécanisme corrélé à l’action de la CDK1 et donc au cycle de prolifération cellulaire.  
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Enfin, en perspective, il sera essentiel d’approfondir nos connaissances de ces 

mécanismes dans les neurones ; il est possible que dans ces cellules post-mitotiques le 

poids relatif de chacun de ces mécanismes et son impact dans les processus de fusion et 

de fission mitochondriale soit significativement différent par rapport à ce qui est observé 

dans des lignées cellulaires. 
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25Autosomal recessive early-onset Parkinson's disease ismost often caused bymutations in the genes encoding the
26cytosolic E3 ubiquitin ligase Parkin and the mitochondrial serine/threonine kinase PINK1. Studies in Drosophila
27models and mammalian cells have demonstrated that these proteins regulate various aspects of mitochondrial
28physiology, including organelle transport, dynamics and turnover. How PINK1 and Parkin orchestrate these
29processes, and whether they always do so within a common pathway remain to be clarified.
30We have revisited the role of PINK1 and Parkin in mitochondrial dynamics, and explored its relation to the
31mitochondrial clearance program controlled by these proteins. We show that PINK1 and Parkin promote
32Drp1-dependent mitochondrial fission by mechanisms that are at least in part independent. Parkin-mediated
33mitochondrial fragmentation was abolished by treatments interfering with the calcium/calmodulin/calcineurin
34signaling pathway, suggesting that it requires dephosphorylation of serine 637 of Drp1. Parkinson's disease-
35causing mutations with differential impact on mitochondrial morphology and organelle degradation demon-
36strated that the pro-fission effect of Parkin is not required for efficient mitochondrial clearance. In contrast, the
37use of Förster energy transfer imaging microscopy revealed that Drp1 and Parkin are co-recruited to mitochon-
38dria in proximity of PINK1 following mitochondrial depolarization, indicating spatial coordination between
39these events in mitochondrial degradation. Our results also hint at a major role of the outer mitochondrial
40adaptor MiD51 in Drp1 recruitment and Parkin-dependent mitophagy. Altogether, our observations provide
41new insight into themechanisms underlying the regulation ofmitochondrial dynamics by Parkin and its relation
42to the mitochondrial clearance programmediated by the PINK1/Parkin pathway.

43 © 2014 Elsevier B.V. All rights reserved.

4445

46

47

48 1. Introduction

49 Parkinson's disease (PD) is themost frequentmovement disorder and
50 the second most common neurodegenerative disease after Alzheimer's
51 disease. Nearly 10% of cases are caused by mutations in at least seven
52 genes. Mutations in the PARK2 (parkin) and phosphotensin-induced
53 putative kinase 1 (PINK1) genes, which encode a cyosolic E3 ubiquitin-
54 protein ligase and a mitochondrial serine/threonine-protein kinase,

55account for clinically similar autosomal recessive early-onset forms of
56the disease [1].
57Genetic studies in Drosophila have demonstrated that PARK2
58functions downstream of PINK1 in a common pathway that regulates
59mitochondrial morphology and dynamics [2–8]. Loss of PARK2 and
60PINK1 functions in this model cause mitochondrial defects that are sup-
61pressed by increased expression of themitochondrialfission-promoting
62dynamin-related GTPase Drp1, or by downregulation of the fusion-
63promoting GTPases, Mitofusin (Mfn) and OPA1, suggesting that the
64PINK1/PARK2 pathway promotes mitochondrial fission [5–8]. Studies
65in mammalian cells have complicated this view, providing evidence
66that this pathway regulates processes involved both in mitochondrial
67fusion and fission, with net outcomes on mitochondrial connectivity
68depending on the cell context and experimental conditions [7,9–16].
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69 In mammalian cells, PINK1 and Parkin regulate a plethora of
70 additional processes related to mitochondrial maintenance, including
71 mitochondrial biogenesis, transport and calcium homeostasis [17–25];
72 whether they always act concertedly and within the limits of a shared
73 pathway to preserve mitochondrial function and cell survival is unclear
74 [26,27]. Notwithstanding, the cooperative role of these proteins in the
75 degradation of dysfunctional mitochondria may be the main route by
76 which they preserve mitochondrial quality. Loss of the mitochondrial
77 transmembrane potential (ΔΨmit) leads to PINK1-dependent recruit-
78 ment of Parkin to mitochondria and subsequent ubiquitin-mediated
79 proteasomal degradation of mitochondrial proteins and mitophagy
80 [28–32]. This process is preceded by the dynamicmitochondrial remod-
81 eling, which isolates damaged organelles from the healthy network and
82 detaches them from cytoskeletal elements [22,33]. The mechanisms
83 underlying the spatiotemporal coordination of these events remain to
84 be clarified.
85 We have explored changes in mitochondrial morphology triggered
86 by the modulation of PINK1 and Parkin expression, and studied the
87 consequences of these morphological changes on the mitochondrial
88 degradation program promoted by these proteins. We report that
89 Parkin can promote mitochondrial fission independently of PINK1 and
90 that this effect depends on pathways involved in Drp1 phosphorylation.
91 In addition, we provide evidence that loss ofΔΨmit leads to recruitment
92 of Drp1 to mitochondria in proximity of PINK1 and Parkin, suggesting
93 that mitochondrial division occurs at sites where the PINK1/Parkin-
94 dependent mitochondrial clearance program is initiated.

95 2. Materials and methods

96 2.1. Cell culture and transfection

97 Cos-7 cells were maintained in complete Dulbecco's modified
98 Eagle's medium (DMEM) supplemented with 10% fetal bovine serum
99 (Invitrogen, Grand Island, NY), 1% L-glutamine (Invitrogen) and 1%
100 penicillin and streptomycin (Invitrogen) at 37 °C, with 5% CO2 and ade-
101 quate humidity. The night before transfection, approximately 25,000
102 cells were plated on 14-mm glass coverslips (Fisher Scientific,
103 Germany) in 24-well culture plates (Nunc, Roskilde, Denmark). For
104 starvation, cells were maintained in Hank's balanced salt solution
105 (HBSS) for 1 h.
106 Plasmids used for transfections were: pcDNA3-HA-Parkin (WT or
107 G328E or R275W) [34], pCB6-HA-mitoGFP [34], pCB6-Myc-Drp1/Drp1
108 K38A [35], and pcDNA3-V5-His-TOPO (Invitrogen) with PINK1 cDNA
109 as insert. For RNA interference experiments, the following siRNAs
110 were used: a PINK1- or Parkin-specific stealth siRNA (Invitrogen), Mff-
111 (Qiagen, Valencia, CA), MiD49 and MiD51-specific siRNAs (Santa Cruz
112 Biotechnologies, Dallas, TX) and a stealth universal negative control
113 (Invitrogen). The cells were transfected with plasmids using DMRIE-C
114 (Invitrogen) or with siRNAs and plasmids using Lipofectamine 2000
115 (Invitrogen), according to the manufacturer's instructions.

116 2.2. Pharmacological agents

117 The protonophore carbonyl cyanide m-chloropheyl hydrazone
118 (CCCP; Sigma, St. Louis, MO) was applied at 10 μM for the indicated
119 time periods. The specific calcineurin (CaN) inhibitor FK506 and the
120 cAMP elevating agent Forskolin (Forsk) were obtained from Tocris Bio-
121 science (Minneapolis, MN). The calmodulin (CaM) inhibitor W13 was
122 from Calbiochem/Millipore (Billerica, MA). EGTA was purchased from
123 Sigma-Aldrich. Concentrations and treatment times were as indicated.

124 2.3. Immunocytochemistry

125 Cells were fixed 48 or 72 h after transfection with 4% formaldehyde
126 (Sigma-Aldrich) in DMEM for 15 min, rinsed three times with
127 phosphate-buffered saline (PBS) and permeabilized with 0.2% Triton

128X-100 (Sigma-Aldrich) in PBS for 10 min. Where indicated, prior to
129fixation, the cells were incubated with 500 nM MitoTracker Deep Red
130(Invitrogen). The cells were processed with standard immunocyto-
131chemical techniques, using primary polyclonal rabbit (anti-Parkin,
1321:2000, Millipore; anti-PINK1, 1:2000, Abcam (Cambridge, MA); anti-
133PINK1, 1:2500, Novus Biologicals (Littleton, CO); anti-PMPCB, 1:1000,
134Dharmacon (Pittsburg, PA)), polyclonal goat (anti-VDAC2, 1:500,
135Abcam; anti-HSD17B10, 1:200, Abcam) or monoclonal mouse antibod-
136ies (anti-Dlp1, 1:2000, BD Biosciences (San Jose, CA); anti-p62, 1:5000,
137Abcam), and secondary anti-mouse, anti-rabbit or anti-goat antibodies
138conjugated to Alexa 488 (1:1000 or 1:10000 for FRET analyses,
139Invitrogen), Alexa 350 (1:250, Invitrogen), Alexa 568 (1:10000,
140Invitrogen), Cy3 (1:1000, Sigma) or Cy5 (1:500, Jackson Immuno-
141Research, West Grove, PA). Cells were mounted on glass microscope
142slides with ProlongGold mounting medium (Invitrogen).

1432.4. Immunoblotting

144ForWestern blot analyses, 125,000 cellswere plated thenight before
145transfection in six-well culture plates (Nunc). Forty-eight hours after
146transfection cells were incubated in lysis buffer containing 20 mM
147Hepes, 150 mM KCl, 1.5 mM MgCl2, 0.5% Triton X-100 1% NP40,
148phosphatase inhibitors (0.2 mM Na3VO4, 1 mg/ml NaF, 5.4 mg/ml
149ß-glycerophosphate) and protease inhibitors (Complete Cocktail,
150Roche), pH 7.0. Whole-cell lysates (50 μg) were separated on a 10%
151denaturing polyacrylamide gel and electroblotted. The antibodies used
152for immunolabeling were: primary mouse monoclonal (anti-Dlp1,
1531:2000, BD Biosciences; anti-PINK1, 1:500, Abgent (San Diego, CA);
154anti-actin, 1:2000, Abcam), polyclonal rabbit (anti-β-tubulin, 1:10,000,
155Abcam; anti-actin, 1:2000, Sigma-Aldrich; anti-phospho-Drp1 (S637),
1561:1000, Cell Signaling (Danvers, MA); anti-Mff, 1:500, Abcam; anti-
157MiD51, 1:100, Santa Cruz Biotechnologies), polyclonal goat (anti-
158MiD49, 1:100, Santa Cruz Biotechnologies). Incubation with horseradish
159peroxidase-conjugated or fluorescent secondary anti-mouse, anti-rabbit
160or anti-goat antibodies (1:50,000, Jackson ImmunoResearch; 1:10,000,
161Li-Cor) was followed by ECL detection of the signals (Pierce, Rockford,
162IL) or capture with the Odyssey Imaging (Li-Cor, Lincoln, NE)) system.

1632.5. Epifluorescence and confocal microscopy

164Fluorescence images were captured using Zeiss Axioplan 2 imaging
165fluorescence microscope (Zeiss, Germany) in conjunction with Explora
166Nova Fluo'Up image-capturing software (Explora Nova, La Rochelle,
167France).
168Cells were categorized according to mitochondrial network mor-
169phology or lack of VDAC1 immunostaining with a 63× oil objective
170(N.A. 1.40). Mitochondrial network morphologies were classified as:
171tubular (category 1); truncated (category 2); fragmented (category 3);
172and aggregated (category 4, in cells treated with CCCP). One hundred to
173500 cells overproducing each protein of interest were scored from two
174to four independent wells per condition in each experiment.
175Quantitative analysis of the mitochondrial network morphology, vi-
176sualized with MitoTracker or mtGFP, was performed on 15–30 pictures
177of cells overproducing the proteins of interest taken with a 63× oil ob-
178jective using ImageJ software (NIH, Bethesda, Maryland), as described
179[36,37]. Aspect ratio is the ratio between major and minor axes of
180each mitochondrial object, and thus represents its length. Form factor
181is calculated as perimeter2/(4π × area) and thus represents a combined
182evaluation of the length and degree of branching of the mitochondrial
183network.
184For FRET analyses, images of donor and acceptor fluorescence were
185acquired before and after photobleaching from 10 to 20 cells per condi-
186tion, in each of three independent experiments, with the 63 × oil objec-
187tive. A region of interest was drawn with Leica Confocal Software on
188randomly chosen areas of acceptor fluorescence and photobleached
189with a 543 nm Helium Neon laser for 20 ms. Fluorescence of the
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190 donor was corrected for the decrease in fluorescence intensity due
191 to the acquisition process with ImageJ. Donor (D) fluorescence (F)
192 intensites (I) were quantified with ImageJ and FRET efficiencies were
193 determined as follows: % FRET = (ID postbleach – ID prebleach)/ID
194 postbleach [38,39].

195 2.6. Statistical analyses

196 One-way ANOVA followed by Holm–Sidak or Dunn's multiple
197 pairwise comparisons was used to compare the effect of Drp1 variants
198 within “Parkin” or “PINK1” conditions (Fig. 2), or to compare FRET effi-
199 ciencies between groups in Fig. 8D. One-way ANOVA on ranks and the
200 Kruskal–Wallis multiple comparison procedure was used to analyze
201 FRET efficiencies in Figs. 8E, 9B and 10C–D, and the relative abundance
202 of Drp1 in Fig. 10B. Two-way ANOVA and the Holm–Sidak multiple
203 pairwise comparison procedure were used to analyze time-dependent
204 differences between groups in Figs. 1, 5A, 6B and D, 7A–D and effect of
205 treatments between groups in Figs. 4C, D, 5C, 7D and 10E.

206 3. Results

207 3.1. Changes in mitochondrial morphology caused by Parkin and PINK1 are
208 mediated by Drp1

209 To explore the effects of PINK1 and Parkin on mitochondrial
210 morphology, we used a simian kidney fibroblast cell line (COS7),
211 which is well suited for this purpose because of its large cytoplasm

212and well-developed mitochondrial network. Classification of cells
213according to mitochondrial network morphology showed a significant
214increase in the proportion of cells with fragmented mitochondria asso-
215ciated with Parkin overproduction (Fig. 1A and B, C, upper graphs).
216Quantitative image analysis of mitochondrial morphology in individual
217cells revealed a modest but reproducible reduction in the complexity of
218the mitochondrial network compatible with mitochondrial fragmenta-
219tion in cells overproducing PINK1 or Parkin (Fig. 1B and C, middle and
220lower graphs).
221When overproduced, Drp1 was found throughout the cytosol with
222a filamentous distribution, whereas its dominant negative, GTPase inac-
223tive variant, Drp1 K38A, formed cytosolic aggregates (Fig. 2A). Exoge-
224nous Drp1 was associated with a reduction in the aspect ratio but not
225the form factor of mitochondrial structures in control cells, and it did
226not exacerbate the effects of PINK1 and Parkin (Fig. 2A and B). Exoge-
227nous Drp1 K38A did not affect mitochondrial morphology per se; how-
228ever, it significantlymitigated themitochondrial fragmentation induced
229by PINK1 and Parkin (Fig. 2B).

2303.2. Changes in mitochondrial morphology promoted by Parkin depend on
231the phosphorylation status of Drp1 and can occur independently of PINK1

232Phosphorylation of serine 637 in the GTPase effector domain of
233Drp1 isoform 1 inhibits mitochondrial fission; S637 phosphorylation is
234regulated by the antagonistic effects of protein kinase A (PKA) and the
235calcium/calmodulin-dependent phosphatase calcineurin (CaN) [40]
236(Fig. 3A). Conversely, phosphorylation of serine 600 of Drp1 isoform 3

Fig. 1. The PINK1/Parkin pathway promotes mitochondrial fragmentation in COS7 cells. (A) Categorization of cells according to their mitochondrial network, visualized by Mitotracker
Deep Red: category 1 = tubular, category 2 = truncated, category 3 = fragmented; no TF: no transfection, Parkin/PINK1: transfection with expression vectors encoding Parkin or
PINK1 (blue staining). Scale bar: 10 μm. (B and C) Proportion of cellswith fragmentedmitochondrial networks (upper panels) and analysis ofmitochondrial networkmorphology (middle
and lower panels) using the two descriptive parameters, aspect ratio (AR) and form factor (FF) ([36,37] and Section 2), expressed as percentage of the mtGFP control, at different time
points after transfection of the cells with the indicated expression vectors; in this case, mitochondrial networks were visualized by mtGFP. Results from two independent experiments
performed in duplicate. Error bars represent SEM (*p-value b 0.05; **p-value b 0.02; ***p-value b 0.01).

3L. Buhlman et al. / Biochimica et Biophysica Acta xxx (2014) xxx–xxx

Please cite this article as: L. Buhlman, et al., Functional interplay between Parkin and Drp1 in mitochondrial fission and clearance, Biochim.
Biophys. Acta (2014), http://dx.doi.org/10.1016/j.bbamcr.2014.05.012

http://dx.doi.org/10.1016/j.bbamcr.2014.05.012


UNCORRECTED PROOF
237 (which corresponds to serine 637 of isoform 1) is mediated by calcium/
238 calmodulin-dependent protein kinase Iα and promotes mitochondrial
239 fragmentation [41]. To investigate the role of the phosphorylation status
240 of Drp1 in themodification of mitochondrial morphology by Parkin, we
241 analyzed the effect of FK506, a specific calcineurin inhibitor; forskolin,
242 an adenylyl cyclase activator;W13, an inhibitor of the upstreamCaN ac-
243 tivator calmodulin; or EGTA, a calcium chelator (Fig. 3A). We observed
244 that FK506, forskolin and EGTA treatment led to a significant increase
245 in the abundance of the pool of Drp1 phosphorylated on serine 637; a
246 similar, although more moderate effect, was observed in cells treated
247 withW13 (Fig. 3B). These treatments prevented themitochondrial frag-
248 mentation triggered by exogenous Parkin without overtly perturbing

249the appearance of the mitochondrial network in control cells (mtGFP,
250Fig. 4A–C). In contrast, starvation resulted in mitochondrial elongation,
251as previously reported [42,43], demonstrating the reliability of the
252methodologies used here to characterize mitochondrial morphology
253(Supplementary Fig. 1).
254Silencing of the endogenous PINK1 gene by RNA interference led to
255mitochondrial elongation in control cells (Fig. 5A, B), whereas overpro-
256duction of PINK1 resulted in mitochondrial fragmentation (Fig. 1C).
257After PINK1 depletion, the morphology of the mitochondrial network
258in cells overproducing Parkinwas similar to that of control cells (endog-
259enous Parkin and PINK1 levels); however, the network remained more
260fragmented than in control cells depleted for PINK1, indicating that the

Fig. 2. Drp1mediates the pro-fission effects of Parkin and PINK1. (A) Subcellular distribution of exogenous Drp1 or Drp1 K38A and their effects on the morphology of the mitochondrial
network, visualized byMitoTracker in cells overproducing Parkin or PINK1. (B) Quantification ofmitochondrialmorphology in cells overproducing PINK1, Parkin, Drp1 orDrp1K38A alone
or in the indicated combinations (AR and FF values are expressed as percentages of Control TF). Control TF: cells transfected with a non-coding vector. Results represent at least three
independent experiments performed in duplicate. Error bars represent SEM (*p-value b 0.05).
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261 pro-fission effect of Parkin is at least in part preserved (Fig. 5A). In con-
262 trast, the effect of exogenous Parkin was inhibited by the calcineurin in-
263 hibitor FK 506, whether or not PINK1 was present, supporting a role of
264 the phosphorylation status of Drp1 in the modulation of mitochondrial
265 morphology by Parkin (Fig. 5B, C).

2663.3. Drp1 facilitates Parkin-mediated degradation of dysfunctional
267mitochondria

268The protonophore CCCP inhibits mitochondrial fusion in the short
269term [34,44,45], whereas in the long term it triggers PINK1/Parkin-

Fig. 3. The phosphorylation status of Drp1 is modulated by signaling pathways that can be targeted by pharmacological agents. (A) Diagram illustrates the key steps of the calcium/
calmodulin (CaM)/calcineurin (CaN), cAMP/PKA and CaM kinase Iα-dependent pathways regulating phosphorylation of Drp1 isoform 1 on S637 (S637-Drp1v1) or of Drp1
isoform 3 on S600 (S600-Drp1v3), and effects of pharmacological agents. Pathways promoting mitochondrial fission are in blue and pathways inhibiting mitochondrial fission are
in red. ER = endoplasmic reticulum; in = autoinhibitory domain; = ℗ catalytic site of CaN or CaMKIα liberated by interaction with CaM; GPCR = G protein-coupled receptor;
Gs = stimulatory G protein; AC = adenylate cyclase; cAMP = cyclic AMP; PKA = protein kinase A. (B) Western blot analysis and corresponding quantifications illustrating the effect
of the indicated treatments on the abundance of S637-Drp1v1 (left graph) and total Drp1 (right graph) pools.
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270 dependent mitochondrial clearance [28,30–32]. As expected, both in
271 the presence and absence of Parkin, CCCP treatment led to progressive
272 mitochondrial fragmentation; this effect was dependent on Drp1, as it
273 was significantly mitigated by Drp1 K38A (Fig. 6A). In the presence of
274 Parkin, mitochondrial fragmentation was rapidly followed by mito-
275 chondrial aggregation and recruitment of the autophagy marker p62/
276 SQSTM1. These processes were not affected by Drp1 K38A (Fig. 6A, B).
277 In a significant proportion of the cells overproducing Parkin, long-
278 term treatment with CCCP led to clearance of the entire mitochondrial
279 network, as illustrated by the disappearance of the mitochondrial
280 matrix marker HSD17B10 [39], Drp1 K38A significantly delayed but
281 did not prevent Parkin-dependent mitochondrial degradation (Fig. 6C,
282 Supplementary Fig. 2).

2833.4. Parkin-mediated fission is not required for clearance of dysfunctional
284mitochondria

285Previous studies have shown that PD-causing PARK2mutations may
286differently affect CCCP-induced mitochondrial clearance. For example,
287the R275W substitution compromises the ability of Parkin to promote
288mitophagy, while G328E sustains this process [31,32] (Fig. 7D). These
289substitutions preserve the typical intracellular distribution of Parkin
290without forming aggregates or overtly perturbing the mitochondrial
291network ([35] and data not shown). Both substitutions modestly but
292significantly reduced the ability of Parkin to promote mitochondrial
293fragmentation under basal conditions (Fig. 7A). Mitochondrial mor-
294phology was similar in control cells and in cells overproducing Parkin

Fig. 4. Parkin-mediated mitochondrial fission depends on the phosphorylation status of Drp1. (A) Representative images depict the effect of CaN inhibitor FK506 (1 h of treatment) on
mitochondrial morphology in control cells (mtGFP) or in cells overproducing Parkin (mtGFP+ Parkin); NT: not treated; scale bar: 10 μm. (B) Percentage of transfected cells with tubular
mitochondrial network is visualized by mtGFP (left graph), and mitochondrial network morphology as a percent of control: (untreated mtGFP) in individual cells treated as indicated
(middle and right graphs). (C) Percentage of transfected cellswith tubularmitochondrial network, visualized bymtGFP, following treatmentwith the indicated drugs. Results are collected
from three independent experiments. Error bars represent SEM (***p-value b 0.01).
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295 R275W or Parkin G328E. However, in cells overproducing Parkin
296 R275W, the complexity of the mitochondrial network was also similar
297 to that of cells producing normal Parkin, indicating that, in contrast to
298 G328E, this substitution partially preserves the fission-facilitating effect
299 of Parkin. The R275W and G328E substitutions also attenuated the
300 ability of Parkin to promote mitochondrial fragmentation after
301 CCCP treatment: although the effect was weak, the mitochondrial
302 network appeared less fragmented in cells overproducing Parkin
303 R275W or Parkin G328E than in those producing normal Parkin

304throughout the duration of the experiment (Fig. 7B, C). The kinetics
305of mitochondrial aggregation and the efficiency of mitochondrial
306clearance were similar for normal Parkin and Parkin G328E. In con-
307trast, mitochondrial aggregation was delayed and mitochondrial
308clearance compromised in cells producing Parkin R275W (Fig. 7D,
309E). These results suggest that the modifications in mitochondrial
310network morphology promoted by Parkin under basal conditions
311are dissociated form the role of the protein in mitochondrial
312clearance.

Fig. 5. Parkin promotes mitochondrial fission independently of PINK1. (A) Left panel: Western blot showing the efficiency of the PINK1 knockdown strategy; middle and right panels:
changes in mitochondrial network morphology following siRNA-mediated PINK1 depletion in cells overproducing Parkin or in control cells at different time points after transfection
(percentage of siRNA Ctrl, 12 h). (B) Representative images illustrate the effect of PINK1 depletion on changes in mitochondrial network morphology triggered by Parkin in cells treated
or not (NT) with FK506 (0.5 μM) for 1 h (scale bar: 10 μm.), and (C) corresponding quantifications. Results represent three independent experiments. Error bars represent SEM
(*p-value b 0.05; **p-value b 0.02; ***p-value b 0.01).
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313 3.5. Parkin and Drp1 are co-recruited to mitochondria in proximity of
314 PINK1 upon induction of mitochondrial clearance

315 Drp1-dependent mitochondrial fission and the recruitment of
316 Parkin by PINK1 to the outer mitochondrial membrane are essential
317 for effective mitochondrial clearance [33]. We addressed the possibility
318 that these events are spatially coordinated by exploringmolecular prox-
319 imities betweenDrp1, Parkin and PINK1 using Förster resonance energy
320 transfer (FRET)microscopy. FRETmicroscopy is a powerful technique to
321 detect transient, localized protein–protein interactions in cellulo,
322 detecting proximity between proteins at a distance of less than 10 nm

323[38]. We recently used a FRET approach based on the detection of
324quenched donor fluorescence after photobleaching of the acceptor,
325with donor/acceptor protein pairs labeled with appropriate secondary
326antibodies, to demonstrate that Parkin associateswith PINK1 in proxim-
327ity of the translocase of the outer mitochondrial membrane under
328conditions of mitochondrial import impairment [39].
329Under basal conditions, FRET was observed between Drp1
330(endogenous or exogenous) and Parkin in mitochondria-rich regions
331(Fig. 8A, D). CCCP treatment induced a significant increase in FRET effi-
332ciency between these proteins in mitochondrial aggregates (Fig. 8B, D).
333FRET was only detected after CCCP treatment between Parkin G328E

Fig. 6. The effects of Parkin on mitochondrial fission, aggregation and mitophagy are differentially affected by loss of Drp1 activity. (A) Time-dependent effects of CCCP treatment on
mitochondrial morphology in cells overproducing mtGFP, Parkin or Drp1 K38A, alone or in the indicated combinations. Upper graphs: mitochondrial morphology in individual cells;
lower graphs: proportion of cells with fragmented or aggregated mitochondria. Results from four independent experiments performed in duplicate. (B) Autophagy marker
p62/SQSTM1 is recruited to aggregated mitochondria (stained for VDAC1), in cells overproducing Drp1 K38A and Parkin (not shown), after 6 h of treatment with CCCP. N: nucleus.
Scale bar: 10 μm. (C) Progressive loss of mitochondria is evaluated by quantifying the number of cells lacking matrix marker HSD17B10 in cells overproducing Drp1 K38A and Parkin,
alone or in association, after CCCP treatment. Results represent four independent wells of one representative experiment. Ctrl: control cells transfected with an empty vector. Error
bars represent SEM (***p-value b 0.01).
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334 and Drp1, and it was not detected between Parkin R275W in the pres-
335 ence or absence of CCCP (Fig. 8C, D). FRET was not observed between
336 VDAC1 and Parkin, a control donor/acceptor pair (Fig. 8D) [39].
337 PINK1 silencing abolished FRET between Drp1 and Parkin under
338 basal conditions and lowered it significantly after CCCP treatment,
339 suggesting that these proteins are co-recruited on mitochondria in
340 proximity of PINK1 (Fig. 8E). Consistent with this possibility, FRET was
341 also detected between endogenous PINK1 and Drp1. This interaction

342was enhanced following CCCP treatment, possibly due to the expected
343stabilization of PINK1 on the outer mitochondrial membrane, resulting
344in greater abundance of donor molecules available for FRET (Fig. 9A,
345B). FRET efficiency between PINK1 and Drp1was also enhanced follow-
346ing overproduction of Parkin or Parkin G328E; in contrast, it was not
347modified by Parkin R275W. Depletion of Parkin by RNA interference
348abolished FRET between PINK1 and Drp1, indicating that Parkin is
349essential for recruitment of Drp1 in proximity of PINK1 (Fig. 9C).

Fig. 7. PD-causing PARK2mutations differentially affect mitochondrial morphology and clearance. (A) The PD-causing amino acid substitutions R275W and G328E attenuate the ability of
Parkin to promotemitochondrial fission, as revealed under basal conditions by the analyses of the proportion of cells with fragmented network, or of mitochondrial network morphology
(expressed as percentage of mtGFP control, 24 h) at different time points after transfection. (B, C) Similar analyses confirm themitochondrial fission-attenuating effect of the R275W and
G328E substitutions throughout the duration of CCCP treatment. These substitutions have differential impact on Parkin-dependentmitochondrial aggregation (D) ormitochondrial clear-
ance (E), evaluated as the proportion of transfected cells lackingmitochondrial staining (VDAC1) after CCCP treatment. Control TF: cells transfectedwith a non-coding vector. Results from
three independent experiments (A), from two independent experiments performed in duplicate (B–D) or from one experiment representative of at least three (E). Error bars represent
SEM. Comparisons are versus control TF in (E) (*p-value b 0.05; **p-value b 0.02; ***p-value b 0.01).
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350 3.6. Mff, MiD49 and MiD51 mediate recruitment of Drp1 in proximity of
351 Parkin and PINK1 upon induction of mitochondrial clearance

352 Several integral proteins of the outer mitochondrialmembrane have
353 been proposed to act as receptors or adaptors for the recruitment of

354Drp1 to the mitochondrial surface [46–50], including mitochondrial
355fission factor (Mff), mitochondrial dynamics proteins of 49 and 51 kDa
356(MiD49 and MiD51) [49,50]. We investigated the potential role of
357these proteins in the association of Drp1 in proximity of PINK1 and
358Parkin and in Parkin-dependent mitophagy in cells treated with CCCP.

Fig. 8.Drp1 and Parkin associate upon induction ofmitochondrial clearance in a PINK1-dependentmanner. (A) Representative FRET images for exogenousDrp1 (green, donor) and Parkin
(red, acceptor) in untreated COS7 cells. FRET efficiencies illustrate the increase in donor fluorescence in individual pixels after photobleaching of the acceptor, represented using
a pseudocolor scale. Mitochondria (pseudocolored in blue) were labeled with Mitotracker DeepRed. E: mean FRET efficiency within the region of interest (yellow frame). N: nucleus.
(B, C) Representative FRET images acquired from COS7 cells treated with CCCP for 6 h and (B) stained for endogenous Drp1 and overproducing Parkin or (C) co-overproducing Drp1
and Parkin R275W or Parkin G328E. (D, E) Quantitative FRET analysis for the indicated donor/acceptor pairs in COS7 cells treated or not with CCCP for 6 h and transfected with plasmids
encoding the indicated Parkin variants (D) or with the indicated siRNAs (E). Percentages of COS7 cells displaying FRET are indicated below the histograms. n= 10 cells from one exper-
iment representative of three. Data aremeans± SEM (**p-value b 0.01, ***p-value b 0.001 versus “CCCP−” or “CCCP+” condition of VDAC1/Parkin pair (D) or Drp1/Parkin pair in “PINK1
siRNA” condition (E)); ap-value b 0.01 versus the corresponding “CCCP−” condition. Scale bar: 10 μm.
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359 To this end, FRET microscopy was used to explore the interaction
360 between Parkin and Drp1 or PINK1 and Drp1 when Mid49 or
361 MiD51 expression was reduced by RNA interference. Remarkably,
362 downregulation of MiD49 or MiD51 led to a dramatic decrease in
363 Drp1 levels in COS7 cells (Fig. 10A, B). In cells in which Drp1 was still
364 visible, depletion of either proteins abolished FRET between the Drp1/
365 Parkin and the PINK1/Drp1 pairs (Fig. 10C). Downregulation of Mff
366 did not affect Drp1 levels but resulted in loss of FRET for both donor/
367 acceptor pairs (Fig. 10A–C). To explore the functional significance of
368 these observations, we analyzed the consequence of the depletion of
369 Mff, MiD49 or MiD51 on mitochondrial fission and Parkin-dependent
370 clearance triggered by CCCP. Depletion of MiD49 and MiD51 but not
371 Mff attenuated mitochondrial fragmentation (Fig. 10D) and mitochon-
372 drial clearance after 24 h of CCCP treatment (Fig. 10E). Downregulation
373 ofMiD49 led to a nearly 50% reduction in the proportion of cellswithout
374 mitochondrial staining, an effect comparable to that of Drp1K38A
375 (Fig. 5C). Remarkably, downregulation of MiD51 suppressed Parkin-
376 dependent mitochondrial loss. These observations support a role of
377 MiD49 or MiD51 in Drp1 recruitment and mitochondrial fission prior
378 to mitophagy.

3794. Discussion

380Wehave revisited the roles of Parkin and PINK1 inmitochondrial re-
381modeling and investigated their relation to the mitochondrial degrada-
382tion program. In the cell model examined, the manipulation of Parkin
383and PINK1 expression levels was consistent with a pro-fission effect of
384these proteins; these observations are not only in line with findings in
385Drosophila models, but also with more recent observations in primary
386hippocampal and dopaminergic neurons [4–6,8,15]. As previously
387reported, Parkin and PINK1 promoted changes in mitochondrial mor-
388phology via the dynamin-like GTPase Drp1 [11,13–15]; interestingly,
389we show that Parkin does so, at least in part, independently of PINK1,
390corroborating other studies suggesting that PINK1 and Parkin do not
391always act concertedly and may have independent functions in the
392regulation of mitochondrial activity and cell survival [26,27,51,52].
393PINK1 had a more moderate impact on mitochondrial morphology
394than Parkin in overexpression studies. It has been previously reported
395that overproduction of PINK1 recruits Parkin to mitochondria, trigger-
396ingmitochondrial clearance in the absence ofmitochondrial depolariza-
397tion [32,53]. Therefore, PINK1-mediated changes in mitochondrial

Fig. 9.Drp1 is recruited in proximity of PINK1 in a Parkin-dependentmanner. (A) Representative FRET images for the PINK1 (endogenous)/Drp1 (exogenous) donor/acceptor pair in COS7
cells transfectedwith Parkin and treated or notwith CCCP for 6 h. (B, C)Mean FRET efficiencies and percentages of cells displaying FRET for the indicated donor/acceptor pairs in COS7 cells
treated or notwith CCCP for 6 h.n=10 cells fromone experiment representative of three. Data aremeans± SEM(*p-valueb 0.05, **p-value b 0.01, ***p-value b 0.001 versus “CCCP−” or
“CCCP+” condition of PINK1/VDAC2 pair (B) or Drp1/Parkin pair (C); ap-value b 0.001 versus the corresponding “CCCP−” condition (B, C); and #p-value b 0.05, ##p-value b 0.01 versus
“CCCP−” or “CCCP+” of control condition (NT: cells transfected with a non-coding vector) in (B). Scale bar: 10 μm.
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398 morphology may reflect mitochondrial fragmentation prior to degrada-
399 tion. Conversely, mitochondrial elongation following PINK1 depletion
400 may reflect a protective compensatory response to impaired mitochon-
401 drial quality, similarly to what reported in other stress paradigms,

402including starvation conditions [42,43]. The fission-promoting activity
403of Parkinmay reflect an additional role in the regulation ofmitochondri-
404al dynamics, beyond the function of the protein in the degradation
405of dysfunctional mitochondria. This possibility is supported by our

Fig. 10. MiD49 and MiD51 are involved in Drp1 recruitment to mitochondria and Parkin-dependent mitophagy. (A) Representative Western blots illustrate the efficiency of the
siRNA-mediated downregulation of MiD49, MiD51 and Mff, and Drp1 levels in COS7 cells (upper panels); degree of depletion of MiD49, MiD51 and Mff (lower panels); data are
means ± SEM from three independent experiments. (B) Quantitative analysis of Western blots as in (A), showing Drp1 abundance in cells depleted for MiD49, MiD51 and Mff. Data
aremeans± SEM from three independent experiments. (C) Mean FRET efficiencies and percentages of cells displaying FRET for the indicated donor/acceptor pairs in COS7 cells depleted
forMiD49,MiD51 andMff and treatedwith CCCP for 6 h.n=10 cells from one experiment representative of three. Data aremeans± SEM (***p-value b 0.001 versus siRNACtrl condition
within each donor/acceptor pair). (D) Representative images illustrating the morphology of mitochondria stained for the matrix marker PMPCB in cells transfected with control (Ctrl)
siRNA or siRNAs specific for MiD49, MiD51 and Mff and treated with CCCP (upper panels). Quantification of the percentage of cells with fragmented mitochondrial network in the
above experiment illustrates attenuation ofmitochondrial fission in cells depleted forMiD49 andMiD51. (E)Mitochondrial clearance, estimated as the proportion of transfected cells lack-
ing mitochondrial staining (PMPCB) after CCCP treatment in cells overproducing Parkin, shows a significant decrease in cells depleted for MiD49 andMiD51. Data aremeans± SEM from
one representative experiment out of three, performed in triplicate (D, E). ***p-value b 0.001 versus siRNA Ctrl (D) or corresponding “CCCP−” condition (E).
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406 integrated analysis of PD-causing Parkin substitutions, showing that
407 regulation of mitochondrial morphology by Parkin highlighted under
408 basal conditions is not mandatory for efficient mitochondrial clearance.
409 Our results suggest that the impact of Parkin on mitochondrial
410 dynamics depends on the phosphorylation status of Drp1. Phosphoryla-
411 tion of various serine residues of Drp1 have been reported to regulate
412 mitochondrial dynamics in different physiological and pathological con-
413 ditions (e.g. during mitosis, under oxidative stress, nutrient starvation,
414 or during voltage-dependent calcium channel-associated calcium
415 signaling) [54]. Phosphorylation of serine 637 in Drp1 human brain iso-
416 form (isoform 1) by protein kinase A inhibits mitochondrial division,
417 while dephosphorylation of this residue by the calcium/calmodulin-
418 dependent phosphatase calcineurin promotes mitochondrial fission
419 [40,55–57]. In contrast, phosphorylation by calcium/calmodulin-
420 dependent protein kinase Iα of the same residue in Drp1 isoform 3
421 (serine 600) triggers mitochondrial fragmentation [41]. Several other
422 Drp1 isoforms encoded bymultiple transcripts generated by alternative
423 splicing have been described (cf. NCBI Reference Sequence Database,
424 RefSeq), hinting at possible complex interrelationships between differ-
425 ent molecular mechanisms regulating Drp1 activity. Here, we show
426 that pharmacological treatments that interfere with or antagonize the
427 calcium/calmodulin/calcineurin signaling pathway prevent the mito-
428 chondrial morphological changes induced by Parkin. These treatments
429 increased the abundance of the pool of Drp1 phosphorylated on serine
430 637, suggesting that Parkin-mediated fission requires either calcine-
431 urin-dependent dephosphorylation or inhibition of PKA-dependent
432 phosphorylation of this residue. The concomitant phosphorylation
433 of serine 600 of isoform 3 by calcium/calmodulin-dependent protein
434 kinase Iα or of other serine residues in other Drp1 isoforms is not
435 excluded.
436 In contrast, previous work in a neuroblastoma-derived cell line has
437 provided evidence that loss of PINK1 activates calcineurin-dependent
438 Drp1 dephosphorylation, leading to mitochondrial fragmentation [13].
439 This is but one example of the various antagonistic mechanisms by
440 which PINK1 and Parkin have been reported tomodulatemitochondrial
441 morphology in mammalian cells (reviewed by [16]). Accordingly,
442 Parkin has been shown to promote the ubiquitin-dependent degrada-
443 tion of the pro-fission proteins Drp1 and Fis1, and of the mitochondrial
444 pro-fusion factors, Mfn1 and Mfn2 [33,58,59]; PINK1 deficiency has
445 been associated with reductions in transcript levels of the fission factor
446 Mtp18 [60]. Altogether, these observations illustrate the versatility of
447 PINK1 and Parkin and hint at the existence of a complex intertwined net-
448 work of direct and indirect mechanisms by which these proteins partici-
449 pate in adapting the mitochondrial network to the specific requirements
450 of the cell in different physiological and pathological conditions.
451 Consistent with previous studies, we showed that Drp1-dependent
452 fission is responsible for the fragmentation of the mitochondrial net-
453 work at early time points following mitochondrial depolarization, and
454 that it facilitates mitochondrial clearance promoted by Parkin [33,61].
455 In contrast, Drp1 did not play a role in mitochondrial aggregation or re-
456 cruitment of the ubiquitin-binding adaptor protein p62/SQSTM1, which
457 are dispensable for mitochondrial degradation [29,62]. FRET analyses
458 revealed that the mitochondrial recruitment of Drp1 is coordinated
459 with that of Parkin following mitochondrial membrane depolarization.
460 We showed that in cells treated with CCCP, Drp1 is found in proximity
461 of both Parkin and PINK1 on mitochondria. The interaction between
462 PINK1 and Drp1was strengthened by the presence of exogenous Parkin
463 and abolished by its depletion, whereas that between Parkin and Drp1
464 was weakened by PINK1 silencing. These results suggest that PINK1
465 and Parkin recruit Drp1 cooperatively. PINK1 accumulation precedes
466 Parkin translocation to the outermitochondrialmembrane and is there-
467 fore likely to be a prerequisite for Drp1 recruitment. Whether Drp1 is
468 recruited in proximity of PINK1 prior to Parkin, or whether Parkin and
469 Drp1 first associate in the cytosol and then translocate to the outer
470 mitochondrial membrane remains to be determined. The cooperative
471 effect between Parkin and PINK1 in Drp1 recruitment was preserved

472by the G328E Parkin substitution but compromised by the R275W substi-
473tution,which abrogated the ability of the protein to facilitateDrp1 recruit-
474ment in proximity of PINK1, as well as its ability to promote mitophagy.
475Therefore, association of Drp1 in proximity of PINK1 and Parkin may be
476crucial for mitophagy to proceed efficiently. Of note, these molecular in-
477teractions were also detected under basal conditions, albeit with lower
478FRET efficiencies, supporting their physiological relevance.
479Initiation of mitochondrial clearance requires coordination between
480various events controlled by PINK1 and/or Parkin, including degrada-
481tion of Mfn1/2 to prevent fusion of dysfunctional mitochondria to the
482healthy network [33,58,59]; degradation of the mitochondrial outer
483membrane GTPase Miro, to disconnect mitochondria from microtubules
484[22]; and recruitment of Atg proteins [63]. The mechanisms underlying
485the spatiotemporal orchestration of these events are largely unknown.
486Our findings suggest that sites of Drp1-dependent fission on depolarized
487mitochondria coincide with sites at which Parkin associates with PINK1
488to trigger mitochondrial clearance. We have recently shown that Parkin
489is recruited by PINK1 in proximity of the TOM machinery [39], raising
490the possibility that this protein complex constitutes a molecular scaffold
491for the recruitment of the various molecular actors of mitophagy.
492Proteins of the outer mitochondrial membrane involved in Drp1
493recruitment may associate with this complex. The respective roles and
494potential reciprocal relations between putativemitochondrial receptors
495of Drp1 are poorly understood [46–50,64]. Our FRET analyses in cells de-
496pleted for Mff, MiD49 and MiD51 indicate that each of these proteins
497participate to a certain extent in Drp1 recruitment in proximity of
498PINK1 and Parkin on depolarized mitochondria, possibly with additive
499or cooperative effects. However, only depletion of MiD49 and MiD51
500had a significant impact on mitochondrial clearance, associated with
501impairment of mitochondrial fission triggered by CCCP, indicating a
502preferential role of these adaptors. Consistent with our previous study
503[39], these observations show that FRET effects need to be considered
504in conjunction with functional readouts, as lack of FRET does not neces-
505sarily reflect loss of molecular proximities but may be the result of
506weakened protein–protein interactions or nonpermissive orientations
507of protein partners [38,39]. Remarkably, dowregulation of MiD51
508abolished Parkin-dependent mitophagy, supporting a broader role of
509this outer mitochondrial membrane protein in this process.
510In conclusion, our study adds another piece to the complex puzzle of
511mechanisms bywhich Parkinmodulatesmitochondrial dynamics in dif-
512ferent conditions, and supports the idea that PINK1 and Parkin have
513both cooperative and independent activities in mitochondrial mainte-
514nance. The molecular mechanisms behind and the physiological signif-
515icance of the mitochondrial fission-promoting effect of Parkin in basal
516conditions remain to be clarified. In addition, future studies will have
517to address the precise mechanisms leading to recruitment of Drp1 to
518dysfunctional mitochondria, their relation with the specific steps of
519the mitochondrial degradation program mediated by the PINK1/Parkin
520pathway, and their possible link to neurodegeneration in autosomal
521recessive Parkinson's disease.
522Supplementary data to this article can be found online at http://dx.
523doi.org/10.1016/j.bbamcr.2014.05.012.
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IX.1 Article 3 : Spécificité tissulaire et cellulaire des défaut 

mitochondriaux dans les souris déficientes en Parkine (PARK2 -/-) 

 

Pendant ma permanence dans l’équipe du Dr Corti, j’ai travaillé sur un deuxième projet 

en étroite collaboration avec le Dr Anne Lombès (Département Mitochondrie, 

bioénergétique, métabolisme et signalisation, Institut Cochin, Paris): « L’étude des 

conséquences de l’invalidation du gène Parkine sur la physiologie mitochondriale chez la 

souris ». 

Au cours de ce dernier projet, nous avons mis en évidence un défaut de la consommation 

d’oxygène dans le striatum des souris déficientes en Parkine (PARK2-/-). La 

caractérisation des fonctions mitochondriales dans ce modèle a été terminée après la fin 

de mon contrat dans l’équipe du Dr Corti, par mon collègue Clément Gautier, co-auteur 

de l’article publiée sur PLoS ONE (Juin 2014, Volume 9, Issu 6). 

Par la combinaison de différentes techniques de pointe en matière de respirométrie à 

haute résolution, nous associons dans cette étude  la caractérisation in vivo de la fonction 

mitochondriale chez la souris PARK2-/- aux mesures de respirométrie faites in vitro dans 

des neurones et des astrocytes en culture primaire, isolées à partir de ce même modèle. 

Ces cellules ont été analysées en collaboration avec la société biopharmaceutique 

Trophos (Marseille) dans le cadre du projet européen « Mendelian Forms of Parkinson’s 

disease » (MEFOPA). 

Cette étude nous a permis de mettre en évidence un défaut de la respiration dans le 

striatum des souris PARK2-/- à partir de l’âge de 9 mois, qui n’est pas observé dans 

d’autres tissus, comme le mésencéphale ou le foie. Ce défaut a lieu en absence de défauts 

des activités des complexes de la chaîne respiratoire ; toutefois des légères différences en 

termes de sensibilité à la dépolarisation, de niveaux des systèmes antioxydants, ainsi que 

d’accumulation des produits de l’oxydation protéique et lipidique sont observées entres 

les mitochondries issus des souris des deux génotypes. 

Les résultats de l’analyse de la respiration mitochondriale des populations striatales, 

neuronales et astrocytaires, issues des embryons et des souriceaux des deux génotypes, 

confirment la présence d’un défaut significatif de la fonction mitochondriale dans les 

cellules PARK2-/-. 
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IX.1.1  Méthodologie 

IX.1.1.a   Consommation d’oxygène 

En alternative à l’oxymétrie par électrode type Hansatech (decrite dans la section Projet 

I), pendant l’exécution de ce projet nous avons utilisé les nouvelles technologies à haute 

résolution comme le système Oroboros et le système d’analyse des flux extracellulaires 

XF (XF Extracellular Flux Analyzer, Seahorse). Par ces systèmes il est possible mesurer 

la consommation d’oxygène à partir d’homogénats des tissus ou de quantités limités des 

tissus ou de cellules.  

Le système Oroboros 

L’utilisation du système Orboros, nous a permis de mesurer la consommation d’oxygène 

dans les fractions post-nucléaires issues du cortex, du striatum ainsi que du muscle et du 

foie de souris transgéniques ou leurs contrôles, évitant ainsi les méthodes de purification 

par ultracentrifugation des fractions mitochondriales. Le système Oroboros permet 

d’effectuer des mesures sur des quantités minimales de tissu (environ 20 mg pour le 

striatum d’une souris). Les mesures sont faites sur l’entière population mitochondriale 

présente dans l’échantillon, ce qui évite la sélection des mitochondries plus résistantes au 

cours des centrifugations.  

Le système Oroboros est doué d’une électrode significativement plus sensible par rapport 

à l’électrode de Clark. La cathode en or et l’anode en argent sont placées dans une 

chambre adaptée à des grands volumes (2 ml). Le logiciel permet d’analyser en même 

temps la concentration d’oxygène dans la chambre et la dérivée de la vitesse de 

consommation d’oxygène (Fig. 61).  

Les paramètres d’analyses sont les mêmes que ceux obtenus avec les électrodes de type 

Hansatech. 

VO2 (ADP) - VO2 (Oligomycine) = respiration servant à la synthèse d’ATP (VO2 ATP) 

VO2 Max (CCCP) - VO2 (KCN)= respiration maximale (VO2 Max) 

VO2 Max (CCCP) - VO2 basale= réserve respiratoire. 

Rapport de contrôle respiratoire = VO2 ADP/ VO2 (Oligomycine) 

VO2 de fuite = VO2 (Oligomycine) - VO2 (KCN) 
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Figure 61 : Exemple d’une courbe pour l’analyse de la consommation d’oxygène (homogénat de 

striatum d’une souris contrôle) obtenue par le système Oroboros. En bleu la courbe correspondant 

à la concentration d’oxygène dans la chambre de mesure ; en rouge, la dérivée de la vitesse de la 

consommation d’oxygène  

Système d’analyses des fluxes extracellulaires, « XF Bioenergetic Analysis » 

L’utilisation du « XF Extracellular Flux Analyzer » (Seahorse Bioscience) nous a permis 

de caractériser du point de vue bioénergétique les astrocytes et les neurones primaires. 

Brièvement, l’analyse est faite en temps réel dans un instrument multi-puits. Deux 

biosenseurs à fluorescence, un pour la mesure de consommation d’oxygène (OCR, 

Oxygen Consumption Rate, pmoles/minute) et l’autre pour l’acidification du milieu de 

respiration (pH) (ECAR, ExtraCellular Acidification Rate, mpH/minute), sont placés sur 

les terminaisons des sondes en plastique qui forment la cartouche capteur XF. Les sondes 

sont aussi équipées de ports pour l’injection d’agents pharmacologiques pendant les 

mesures (Fig. 62). 

Une micro-chambre de mesure contenant un volume extrêmement réduit (quelques l) de 

milieu, se forme au-dessus d'une monocouche de cellules lorsque la cartouche capteur XF 

est positionnée pour fermer les puits. La consommation d'oxygène cellulaire (respiration) 

et l'excrétion de protons (glycolyse) causent des changements rapides de la fluorescence 

des biosenseurs, qui sont détectés à quelques secondes d’intervalles. 

La pente de consommation d’oxygène et celle de l’acidification du milieu déterminent 

l'OCR et ECAR, respectivement. 
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Figure 62 : représentation du système « XF Extracellular Flux Analyzer », Seahorse Bioscience.  

 

 

 

 

 

IX.1.1.b    Activités enzymatiques à partir de mitochondries isolées 

Les réactions sur lesquelles se base l’essai des activités enzymatiques individuelles des 

complexes de la chaîne respiratoire et de l’enzyme du cycle de Krebs citrate synthétase 

(enzyme de la matrice) sont résumées ci-dessous (Fig. 63, page suivante). 
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Figure 63 (d’après Frazier AR and Thornburn DR 2012, et les méthodes de A Starkov et A. 

Lombès) : schématisation des essais cinétiques faits par spectrophotométrie, pour la mesure des 

activités des complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale. L’analyse des changements des 

absorbances, à longueurs d’onde déterminées, indiquent (dans les rectangles) la production 

(A,D,E) ou la consommation (B,C,F,G) des réactifs. L’essai pour l’activité de l’enzyme citrate 

synthétase mesure la génération des groupes sulfhydryles libres qui réagissent avec l’acide dithio-

bis-(2-nitrobenzoique) (DTNB) (A). Les activités des complexes I–IV sont mesurées par le 

transfert d’électrons d’un intermédiaire à l’autre (B–F). L’activité du complexe V est mesurée par 

l’activité de la réaction renversée (ATPase), qui lie l’hydrolyse de l’ATP à l’oxydation du 

NADH, en présence des enzymes pyruvate kinase (PK) et lactate déshydrogenase (LDH) (G). Les 

absorbances sont mesurées à: (A) 412 nm, pour l’anion thionitrobenzoate, (B,G) 340 nm pour le 

NADH, (C) 280 nm pour le DBQ1, (D–F)  550 nm pour le cytochrome c réduit. Le DB 

(decylbenzylquinone) est l’analogue soluble du CoQ endogène. 
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IX.1.2 Résultats principaux et discussion 

Cette étude consiste en l’évaluation de la fonction mitochondriale dans le modèle des 

souris déficientes en Parkine (PARK2 -/-) par une stratégie intégrant différentes 

approches méthodologiques. Ces approches comprennent : l’analyse de la respiration par 

la polarographie ou par l’utilisation des systèmes de microplaques à fluorescence ; 

l’analyse de l’activité des complexes de la chaîne respiratoire mitochondriale par 

spectrophotométrie ; l’analyse du potentiel de membrane interne mitochondriale par 

l’utilisation de la sonde  fluorescente rhodamine 123 ; l’analyse du contenu en ADN 

mitochondrial par PCR en temps réel ; les mesures des taux d’oxydation protéique et 

lipidique et des niveaux des systèmes de défense antioxydants, afin d’évaluer l’impact du 

stress oxydant sur les composantes cellulaires. 

Par ces approches nous mettons en évidence une diminution de la respiration 

mitochondriale dans les striatum des souris  PARK2-/- à différentes âges. Cette 

diminution est évidente dans les mesures effectuées par le système à haute résolution 

Oroboros, mais n’est pas mise en évidence par la respirométrie classique.  

En effet les problématiques de fragilisation mitochondriale et sélection des populations 

mitochondriales plus résistantes sont éliminées lorsqu’on procède à la préparation des 

homogénats pour l’analyse Oroboros, ce qui contribue à augmenter la sensibilité de ce 

système de mesure.  

Le défaut de respiration a été aussi mis en évidence in vitro, dans des préparations de 

neurones striataux, et non corticaux, issus des embryons PARK2-/-. De plus, parmi les 

populations striatales, les cultures astrocytaires issues de souriceaux PARK2-/- 

manifestent une altération plus légère de la respiration, par rapport aux cultures 

neuronales.  

In vivo, nous avons exploré la possibilité qu’un défaut des activités de la chaîne 

respiratoire, y compris du Complexe I, puisse être à l’origine du déficit respiratoire 

observé, en mettant en jeu la mesure de ces activités par spectrophotométrie ; toutefois, 

en ce qui concerne ces activités, nous n’avons pas retrouvé de différence entre les 

mitochondries isolées des souris  PARK2-/- et celles isolées des souris contrôles. 

Nous avons exploré un autre paramètre indicatif de la bioénergétique mitochondriale, le 

potentiel de membrane interne mitochondriale ∆ψm, qui ne s’est pas révélé différent 
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entre les mitochondries isolées à partir de souris PARK2-/- et celles isolées à partir de 

souris contrôles ; cependant, à un âge avancé, les souris déficientes en Parkine semblent 

plus sensible que le souris sauvages à l’agent découplant CCCP.  

Enfin, si l’analyse de l’activité du protéasome n’a pas révélé de différence entre les souris 

PARK2-/- et leurs contrôles, une augmentation plus précoce du contenu en protéines et 

lipides oxydés ainsi que la contemporaine augmentation du contenu en glutathion dans 

les fractions mitochondriales issues de souris PARK2-/- témoigne de l’impact du stress 

oxydant sur les tissus neuronaux et de l’intégrité des systèmes antioxydants chez ces 

souris.  

 

Comme l’on a expliqué dans le chapitre relatif à la physiologie mitochondriale, l'étude 

des modèles de drosophile invalidés pour le gène PARK2 avait déjà fourni des éléments 

clé en faveur  du rôle de la protéine dans la régulation de la physiologie mitochondriale. 

Dans ces modèles les défauts mitochondriaux dans les tissus à haute demande 

énergétique, y compris les tissus germinaux masculins et les muscles des ailes, sont 

sévères. Surtout dans les muscles des ailes les mitochondries apparaissent dégénérées, 

avec des crêtes fragmentées et gonflées. Ces modifications précédent la mort cellulaire 

par apoptotose (Pesah Y et al., 2004; Greene JC et al., 2003). Ces anomalies de 

dégénérescence mitochondriales sont aussi visibles dans un sous-ensemble de neurones 

dopaminergiques (Whitworth AJ et al., 2005). Le modèle des souris PARK2-/-  est un 

modèle questionnable, ne présentant pas de signes robustes de « parkinsonisme », tels 

que la dégénérescence nigrostriatale, les altérations de la neurotransmission 

noradrénergique ou les troubles cognitifs (Perez FA and Palmiter RD, 2005). Les études 

qui avant nous ont  présenté une caractérisation de la biochimie mitochondriale dans ce 

modèle ont mis en évidence plusieurs aspects dont l'importance n'est pas négligeable  

toutefois l’hétérogénéité méthodologique et l’incohérence des certains résultats 

engendrent un doute concernant la fiabilité des observations faites par les différents 

auteurs. La première étude a été réalisée par Palacino et collaborateurs. Dans cette étude, 

au coté de l'augmentation des niveaux de stress oxydant, comme la carbonylation des 

protéines et de la péroxydation des lipides, une réduction de l’activité respiratoire 

mitochondriale (état 3, état 4 et respiration découplée) et de l’expression des sous unités 
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des CoI et CoIV a été observée dans des mitochondries isolées à partir de striatum 

(Palacino JJ et al., 2004). Fait intéressant, les CoI et le CoIV de la chaîne respiratoire 

mitochondriale sont déficitaires dans les tissus périphériques prélevés des patients atteints 

de la maladie de Parkinson porteurs des mutations de PARK2 (Muftuoglu M et al., 2004; 

Mortiboys H et al., 2008). Toutefois de l’étude de Palacino n’émerge pas une vraie 

description de l’évolution temporelle de ces défauts et il n’est pas clair si les différents 

défauts observés coexistent aux mêmes âges.  

Dans une deuxième étude analysant un autre modèle PARK2 -/-, Stichel et ses 

collaborateurs, montrent à des âges avancées, un défaut de la fonction mitochondriale, 

mais seulement lors de la mesure de la respiration découplée, et non des états 3 et 4 

(Stichel CC et al., 2007).  

Les résultats des analyses in vivo présentés dans notre étude rendent compte des 

différences engendrées par les différentes méthodologies d’isolement mitochondrial et de 

mesure oxygraphique, de la spécificité tissulaire et de l’évolution liée à l’âge des défauts 

observées. Des plus, ils sont fortement soutenus par les résultats des analyses in vitro, qui 

ajoutent des éléments concernant la spécificité tissulaire et cellulaire des défauts 

mitochondriaux observés.  
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IX.2 Article 4 : Le défaut de la capacité de rétention calcique 

mitochondriale précède la manifestation des troubles de la motricité 

chez la souris transgénique pour la forme mutée G93A de la superoxide 

dismutase Cu/Zn  

 

Ceci a été mon premier projet de recherche, je donnerai une brève description de  l’aspect 

méthodologique plus important pour ma formation, et de sa place dans le contexte de la 

littérature.  

Au cours du développement de ce projet de recherche à la Cornell University, New York 

nous avons approfondi les relations entre la progression du phénotype pathologique et la 

dysfonction mitochondriale dans un modèle animal de Sclérose Latérale Amyotrophique, 

SLA, les souris transgéniques pour la forme mutée G93A de la Superoxide Dismutase 

Cu/Zn, SOD1. En particulier, je me suis focalisée sur la capacité  mitochondriale de 

stockage du Ca2+, vu l’importance de la mitochondrie comme système tampon des 

variations de concentration calcique intracellulaire au cours de la neurotransmission.  

 

IX.2.1 Méthodologie 

IX.2.1.a    Capacité calcique mitochondriale 

La capacité de rétention calcique représente la quantité de Ca2+ nécessaire et suffisante 

pour provoquer l’ouverture du PTP, normalement très finement réglée ; la concentration 

du Ca2+ matriciel est l’inducteur le plus puissant du PTP. La capacité de rétention 

calcique mitochondriale peut être mesurée sur des mitochondries isolées, à l’aide d’un 

spectrophotomètre à fluorescence. En alternative, la dynamique des courants calciques 

peut être mesurée in cellulo en utilisant des microscopes confocaux doués des chambres 

thérmostatées.  

Au cours du développement de ce projet de recherche j’ai surtout travaillé sur les 

préparations purifiées de mitochondries. En ce qui concerne les mitochondries isolées, la 

dynamique de ‘uploading’, stockage, du Ca2+, et l’ouverture du pore sont suivies en 

utilisant des sondes fluorescentes, comme le Fura 6 (!excitation = 340/380 nm, !émission = 
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510 nm) ou le Calcium Green (!excitation = 506 nm, !émission = 536 nm). Ces sondes 

restent à l’extérieur de la mitochondrie.  

Afin d’effectuer des mesures dynamiques, du Ca2+ est ajouté, à doses et à intervalles de 

temps réguliers, au milieu de l’assai contenant la suspension mitochondriale et la sonde 

fluorescente.  

Dans le cas du Calcium Green, la fluorescence augmente lorsque, au moment de l’ajout, 

le  Ca2+  se lie à la sonde. Dans le cas du Fura 6, deux longueurs d’onde différentes sont 

utilisées pour exciter la fluorescence de la sonde, lorsqu’elle est libre ou liée au cation, et 

les émissions des fluorescence respectives sont mesurées en même temps par 

fluorimétrie. Le logiciel spécifique permet de calculer à chaque instant le rapport entre les 

valeurs des deux spectres d’émission ; la méthode Fura 6 est donc définie ‘ratiométrique’. 

Elle permet des mesures précises de la quantité de Ca2+ présent dans le milieu. De façon 

analogue à ce qu’on a dit pour le Calcium Green, la valeur du ratio reportée par le 

logiciel est accrue lorsque la sonde se lie au Ca2+ ajouté au milieu de mesure (Fig. 64). 

L’utilisation de ces sondes permet de visualiser l'entrée du Ca2+ dans la mitochondrie, 

lorsque la fluorescence diminue, et le relargage du cation, lorsque la capacité 

mitochondriale de rétention calcique est saturée. 

La capacité calcique des mitochondries isolées du cerveau des souris transgéniques pour 

une forme mutée de SOD1 (SOD1-G93A) et leurs contrôles (étude 1) a été déterminée 

dans 1,9 ml de tampon 125 mM KCl, 20 mM HEPES (pH 7.2), 2 mM KH2PO4, 2mM 

MgCl2, 5mM succinate, 1 µM roténone and 0.2 mM ADP, with 1 g/mL oligomycin and 

0.3 M Fura 6. L’utilisation de cyclosporine A (CsA, 0,5 M), inhibiteur de référence du 

PTP, augmente la capacité de rétention des mitochondries. 

Les mitochondries isolées à partir de cerveau sont incubées en présence de Fura 6, puis 

du Ca2+
 (10 M) est ajouté toutes les deux minutes. La capacité de rétention calcique est 

exprimée en nmol de Ca2+
 nécessaire à l'ouverture du pore par mg de protéines 

mitochondriales. 
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Figure 64 (modifiée d’après Damiano M et al., 2006). Exemples de courbes représentatives de la 

capacité de stockage du Ca2+ des mitochondries de cerveau isolées à partir des souris 

transgéniques (SOD1-G93A). L’amélioration de la capacite calique mitochondriale est obtenue 

après ajut de CsA (inhibiteur du PTP) au milieu de mesure. La mesure par fluorimétrie de ce 

paramètre implique l’utilisation de sondes à fluorescence, dans ce cas le fura 6. La fluorescence 

dans le milieu de mesure augmente lorsque des petites quantités de Ca2+ y sont ajoutées à 

intervalles réguliers (les pics dans le graph.), et diminue graduellement lorsque le Ca2+ rentre dans 

la mitochondries grâce à l’action de plusieurs systèmes (l’uniporteur du calcium et les échangeurs 

Na+-Ca2+ et H+-Ca2+). Pour la mesure de la capacité calcique on calcule le rapport entre la 

quantité de Ca2+ ajoutée (somme des petites ajoutes) et le protéines contenues dans la préparation. 
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IX.2.2 Discussion 

Les résultats obtenus au cours de ce projet montrent que la dysfonction mitochondriale 

précède l’apparition du phénotype pathologique dans les modèles de Sclérose Latérale 

Amyotrophique analysés. Dans le modèle G93A, nous démontrons la spécificité du 

défaut de capacité calcique mitochondriale pour les tissus nerveux, cerveau et moelle 

épinière, et sa relation avec d’autres défauts bioénergétiques, tels quels le potentiel de 

membrane mitochondriale ∆Ψm, la respiration et la synthèse de l’ATP. 

Les résultats concernant un deuxième modèle, les souris transgéniques pour la forme 

mutée G85R de la SOD1, révèlent un défaut de capacité  calcique mitochondriale dans la 

moelle épinière en absence de dysfonction d’autres paramètres de la phosphorylation 

oxydative, ce qui indique l’importance que cette fonction revête dans la physiologie 

neuronale. 

Un autre résultat qui émerge de ce projet et qui mérite un commentaire et le constat que 

la capacité calcique des mitochondries isolées à partir du cerveau du modèle G93A 

présente de variations liées à l’âge, dans le sens d’une amélioration au cours du 

vieillissement. Cette augmentation de la capacité calcique  dans les souris transgéniques à 

des âges avancées pourrait être la conséquence de changements en composition cellulaire 

observés dans le cerveau de ce modèle au cours de la progression de la maladie. La 

prolifération gliale devient importante à des stades tardifs. Ainsi, les défauts 

mitochondriaux pourraient affecter les divers types cellulaires en différents degrés. 

Compte tenu de nos observations, une spéculation possible est que la spécificité cellulaire 

des défauts mitochondriaux est centrale à l’initiation du processus de 

neurodégénérescence, sa progression étant plutôt liée à la combinaison de phénomènes 

‘cell-autonomous’ et ‘non cell-autonomous’. Plusieurs travaux ont effectivement exploré 

ces aspects dans la SLA (Boillée S et al., 2006 ; revu dans Ilieva H et al., 2009).    
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Tissue- and Cell-Specific Mitochondrial Defect in Parkin-
Deficient Mice
Maria Damiano1,2,3., Clément A. Gautier1,2,3., Anne-Laure Bulteau4,5,6, Rosa Ferrando-Miguel1,2,3,

Caroline Gouarne7, Marc Giraudon Paoli7, Rebecca Pruss7, Françoise Auchère8, Caroline L’Hermitte-

Stead4,5,6, Frédéric Bouillaud4,5,6, Alexis Brice1,2,3,9, Olga Corti1,2,3 , Anne Lombès4,5,6*
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Abstract

Loss of Parkin, encoded by PARK2 gene, is a major cause of autosomal recessive Parkinson’s disease. In Drosophila and
mammalian cell models Parkin has been shown in to play a role in various processes essential to maintenance of
mitochondrial quality, including mitochondrial dynamics, biogenesis and degradation. However, the relevance of altered
mitochondrial quality control mechanisms to neuronal survival in vivo is still under debate. We addressed this issue in the
brain of PARK22/2 mice using an integrated mitochondrial evaluation, including analysis of respiration by polarography or
by fluorescence, respiratory complexes activity by spectrophotometric assays, mitochondrial membrane potential by
rhodamine 123 fluorescence, mitochondrial DNA content by real time PCR, and oxidative stress by total glutathione
measurement, proteasome activity, SOD2 expression and proteins oxidative damage. Respiration rates were lowered in
PARK22/2 brain with high resolution but not standard respirometry. This defect was specific to the striatum, where it was
prominent in neurons but less severe in astrocytes. It was present in primary embryonic cells and did not worsen in vivo
from 9 to 24 months of age. It was not associated with any respiratory complex defect, including complex I. Mitochondrial
inner membrane potential in PARK22/2 mice was similar to that of wild-type mice but showed increased sensitivity to
uncoupling with ageing in striatum. The presence of oxidative stress was suggested in the striatum by increased
mitochondrial glutathione content and oxidative adducts but normal proteasome activity showed efficient compensation.
SOD2 expression was increased only in the striatum of PARK22/2 mice at 24 months of age. Altogether our results show a
tissue-specific mitochondrial defect, present early in life of PARK22/2 mice, mildly affecting respiration, without prominent
impact on mitochondrial membrane potential, whose underlying mechanisms remain to be elucidated, as complex I defect
and prominent oxidative damage were ruled out.
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Introduction

Mitochondrial dysfunction has long been thought to play a key
role in Parkinson’s disease (PD) pathogenesis. Parkinsonian
syndromes are induced in humans and animals by complex I
inhibitors, such as 1-methyl-4-phenyl-1,2,3,6-tetrahydropyridine
(MPTP) or rotenone, and complex I activity has been reported to
be reduced in different tissues from patients, suggesting that this
defect may contribute to neuronal degeneration in PD [1,2].
Mitochondrial dysfunction has also been suggested to contribute to
oxidative damage and apoptosis in idiopathic PD brains [3].
Identification of genetic causes of familial PD reinforced a central
role for mitochondria in PD pathogenesis [4,5]. Indeed most
autosomal recessive forms were found to be caused by the

alteration of a gene encoding a protein localized to mitochondria,
either in particular contexts, as in the case of Parkin [6] and DJ-1
[7], or constitutively for PINK1 [8]. Furthermore, studies in
various models and from many independent laboratories have
provided evidence for interaction between the PARK2 and PINK1
genes and their protein products in a common pathway centered
on maintenance of mitochondrial quality [9]. In cell models Parkin
and PINK1 regulate the elimination of dysfunctional mitochon-
dria through mitophagy [10–15]. Parkin and PINK1 have also
been involved in mitochondrial fission and fusion [16–18],
mitochondrial transport [19,20], and mitochondrial biogenesis
[21,22], processes that are also relevant to mitochondrial quality.
Consistent with these findings, PARK2 or PINK1 inactivation have
been reproducibly linked with partial mitochondrial depolariza-
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tion [23–25], reduced respiration rates [22,24,26,27] and/or
reduction in the enzymatic activity of complex I of the
mitochondrial electron transport chain [24–30].
However, the in vivo relevance of the PINK1/Parkin-dependent

mitochondrial quality control mechanisms for neuronal cells has
recently been questioned [31,32]. In addition, PINK1- or Parkin-
deficient mouse models have less consistently shown mitochondrial
defects than cellular models, possibly due to differences in the ages
and tissues examined and in the methodologies used [26,33–37].
Several groups, including ours, have generated Parkin-deficient
mice and shown that, in general, they do not present with overt
signs of neuronal degeneration in the nigrostriatal pathway, even
at high ages [38–42]. In some cases, including our model,
moderate alterations in dopamine handling evocative of presymp-
tomatic changes have been reported in the striatum, such as
increased extracellular dopamine content, enhanced dopamine
metabolism via monoamine oxidase and decreased motor
activation following amphetamine-induced dopamine-release
[38,39]. Therefore, despite the lack of manifest parkinsonian
phenotype, these mice may be valuable for investigation of early
disease-related modifications and compensatory mechanisms. To
clarify discrepancies in the literature regarding the role of
mitochondrial dysfunction in these models [35,37], we have
investigated mitochondrial functions, including respiration, respi-
ratory complexes activity and inner membrane potential, in mice
carrying a germline homozygous deletion of PARK2 exon 3 [39].
To address potential technical biases underlying the literature

discrepancies, we analyzed respiration in different mitochondrial
and tissue preparations, including crude mitochondrial pellets
from striatum and cortex, purified mitochondria from whole
brain, and post-nuclear supernatants from midbrain and striatum;
we also examined primary embryonic neurons and astrocytes from
striatum or cortex. We provide evidence for tissue- and cell-type-
specific reduction of mitochondrial respiratory capacity in
PARK22/2 mice. These defects were observed in the absence of
overt oxidative damage, decreased mitochondrial membrane
potential or defective enzymatic activities of the respiratory chain
complexes, thus leaving open their underlying mechanisms.

Materials and Methods

Ethics statement
All experiments were approved by the ‘‘Comité d’Ethique pour

l’expérimentation animale Charles Darwin’’ (Ce5/2009/052).

Generation of experimental groups
PARK22/2 mice were generated and brought into the C56Bl/6j

genetic background as previously described [39,42]. Experimental
groups of age-matched littermate PARK22/2 and wild type mice
were generated by intercross of heterozygous PARK22/+ mice.
Genotypes were determined by PCR amplification [42]. After
weaning, male and female mice were separated and maintained at
a maximum of five littermates per cage, with food and water ad
libitum, and at constant temperature (20uC+/22uC) with a 08:00–
18:00 light cycle. The experiments were performed on female mice
(n = 42 per genotype) as follows, with n corresponding to the
number of animals per genotype, 24-month-old mice were used
for respiration analyses on crude mitochondrial pellets (n = 8),
purified mitochondrial pellets (n = 2) or post-nuclear supernatants
(n = 8), and oxidative stress evaluation with glutathione and
proteasome studies (n = 5), 9-month-old mice for respiration
analyses on post-nuclear supernatants (n = 7), 12-month-old mice
for respiratory chain complexes assays (n = 7), and oxidative stress
evaluation with glutathione and proteasome studies (n = 5). For all

applications, mice were killed by decapitation, without prior
anesthesia.

Tissue preparation
After mice decapitation, liver and brain were rapidly removed

and the regions of interest dissected on ice. All samples were
manually homogenized using a Dounce homogenizer with a
Teflon pestle. The scheme depicting the different tissue prepara-
tions and their use is shown in Figure S1.
Crude mitochondrial pellets from the striatum or cortex were

obtained by homogenization in 9 volumes of Buffer A (50 mM
Tris HCl, 5 mM Glucose, 1 mM Pyruvate, 1 mM EGTA,
150 mM KCl, pH 7.5). Centrifugation for 5 min at 1000 g gave
post-nuclear supernatant. The nuclei and tissue particles in the
pellet was subjected to a second identical cycle of homogenization
and centrifugation. The two post-nuclear supernatants were
collected and centrifuged for 10 min at 10,000 g to obtain the
crude mitochondrial pellet that was diluted in 120 and 240 ml of
Buffer A for striatal and cortical mitochondria respectively. These
suspensions were used for respiration and protein assay. Between 5
and 10 mg mitochondrial proteins were used per run of respiration.
Purified brain mitochondria were obtained by homogenization

of a whole brain in 1 mL Mannitol-Sucrose (MS) isolation
medium (225 mM mannitol, 75 mM sucrose, 1 mM EGTA,
5 mM HEPES, pH 7.4) containing 0.1 mg/mL fatty acid-free
bovine serum albumin (FAF-BSA) [43]. The homogenate volume
was brought to 1.5 ml. The supernatant of a first centrifugation
during 6 min at 500 g was centrifuged during 10 min at 14 000 g
to obtain the crude mitochondrial pellet that was diluted in 200 ml
of 12% Percoll solution in MS buffer, layered on top of a
discontinuous Percoll gradient (200 ml of 12% Percoll on top of
1 mL of 24% Percoll in MS buffer), and centrifuged during
18 min at 17 000 g. The resulting mitochondrial pellet was
washed twice with MS buffer with centrifugation during 7 min
at 17 000 g the first time and during 5 min at 14 000 g the second
time. The last purified mitochondrial pellet was diluted in 100 ml
MS buffer and used for respiration (5 mg of mitochondrial proteins
per run) and protein assays.
Liver, ventral midbrain and striatal post-nuclear supernatants

were obtained by homogenization in 9 volumes of 300 mM
sucrose, 1 mM EGTA, 5 mM Tris HCl pH 7.4, followed by
centrifugation during 10 minutes at 1000 g. The post-nuclear
supernatants were directly used for respiration and protein assays,
as well as for the analysis of inner mitochondrial membrane
potential. Each run of respiration assay used 300 mg of protein of
post-nuclear supernatant from midbrain or striatum and 1 mg
from liver.
Primary striatal or cortical neurons were prepared at embryonic

day 16 by a method adapted from Friedman et al [44]. In
summary, following centrifugation through a BSA cushion,
primary neurons were seeded onto poly-ornithine and laminin
coated Seahorse 24-well plates (175,000 cells/well for striatal
neurons and 140,000 cells/well for cortical neurons) and cultured
for 7 days at 37uC, 5% CO2 in Neurobasal medium supplemented
with 2% B27, 1 mM sodium pyruvate and 1 mM glutamax.
Astrocytes were isolated from striatum or cortex of newborn

mice as previously described [45] and cultured in poly L-lysine
coated tissue culture flasks (75 cm2) for 7 days. Astrocytes were
then trypsinized, plated in Seahorse 24-well plates (40,000 cells/
well) and cultured for another 4 days at 37uC, 5% CO2 in
Dulbecco’s modified Eagle’s medium F12 supplemented with 10%
fetal bovine serum and1% penicillin streptomycin.

Respiration Defect in Parkin2/2 Mice
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Respiration assays
For mitochondrial preparations or post-nuclear supernatants,

the rate of oxygen consumption was measured in a Clark-type
electrode. Mitochondrial pellets were analyzed by classical
respirometry using Hansatech electrode (Cambridge, UK). The
respiration medium was 100 mM KMES, 5 mM KH2PO4, 1 mM
EGTA, 3 mM EDTA, 0.4% w/v FAF-BSA, pH 7.4 for crude
mitochondrial pellets. It was 125 mM KCl, 1 mM MgCl2, 2 mM
KH2PO4, 20 mM HEPES, 200 mM EGTA, 0.2% w/v FAF-BSA,
pH 7.4 for purified mitochondria. Post-nuclear supernatants were
analyzed by high resolution respirometry with an Oroboros
apparatus (Innsbruck, Austria) using 100 mM KCl, 40 mM
sucrose, 10 mM TES, 5 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 0.4% w/v
FAF-BSA, pH=7.2 as respiration medium.
Common recorded parameters were the respiration rate in the

presence of 10 mM glutamate, 5 mM malate and 1 mM ADP, in
the presence of 1 mg/mL oligomycin, a complex V inhibitor, and
in the presence of 1 mM KCN (=non-respiratory oxygen
consumption). These parameters allowed the calculation of state
3 respiration= respiration in the presence of substrates+ADP -
non-respiratory oxygen consumption, state 4 respiration= respira-
tion in the presence of oligomycin - non-respiratory oxygen
consumption, and respiratory control ratio = state 3/state 4,
evaluating the efficiency of the oxidative phosphorylation
coupling. Two additional parameters were recorded with
Oroboros electrode: basal respiration (in the presence of substrates
before ADP addition) and maximal respiration rate (maximal rate
obtained by progressive additions of 1.25 mM carbonyl cyanide m-
chlorophenyl hydrazone (cccp), a protonophore dissipating the
inner membrane potential, performed after the step with addition
of oligomycin). These additional parameters were used to calculate
the respiratory reserve =maximal respiration - basal respiration.
For primary neurons and astrocytes, respiration was analyzed in

a XF24 extracellular flux analyzer (Seahorse Bioscience) in the
presence of 25 mM glucose [46]. Subsequent steps included
complex V inhibition by oligomycin, inner membrane potential
dissipation by tri-fluorocarbonylcyanide phenylhydrazone (fccp),
and respiration inhibition by rotenone and antimycin, complex I
and complex III inhibitors respectively. For each cell type,
preliminary experiments determined the concentration of these
agents to optimally inhibit or stimulate respiration without
inducing toxicity (as mentioned in the figure legend). To measure
the relative cell density and viability in each well after respiration
measurements, cells were incubated during 20 minutes with 2 mg/
ml calcein-AM, a cell-permeant fluorogenic esterase substrate
whose fluorescence emission was measured at 532 nm, with
excitation set at 650 nm. For astrocytes, calcein global fluores-
cence was not proportional to cell number seeded, so the non-
mitochondrial OCR, which measures non mitochondrial oxidase
activity, was used to control for cell density equivalence. Cells from
wild type and PARK22/2 mice were seeded in different wells of the
same plate and only experiments with similar cell densities were
used for analysis. The recorded parameters were initial respiration,
state 4 respiration rate (respiration under oligomycin inhibition
minus non-respiratory oxygen consumption under rotenone and
antimycin) and maximal respiratory rate (respiration under fccp
minus non-respiratory oxygen consumption). The initial respira-
tion rate slightly differs from the basal respiration recorded with
mitochondrial pellets or post-nuclear supernatants because ADP
level cannot be controlled in intact cells. The difference between
maximal and initial respiration was thus named spare respiratory
capacity instead of respiratory reserve. Coupling efficiency was
evaluated by the ratio between initial respiration rate and

respiration under oligomycin (both after subtraction of the non-
respiratory oxygen consumption).

Mitochondrial activities
The maximal velocity of respiratory complexes and citrate

synthase activities was evaluated using standardized spectropho-
tometric assays used in the diagnosis of human mitochondrial
diseases [47] while complex V activity was assayed using the ATP
hydrolysis assay [48].

Determination of the mitochondrial transmembrane
potential
The mitochondrial membrane potential was evaluated in post-

nuclear supernatants using the fluorescent probe rhodamine 123,
which accumulates in the mitochondrial compartment according
to the Nernst law [49]. Incubation was performed at room
temperature with 2 to 5 mg protein of post-nuclear supernatants/
mL of respiration medium with 250 nM rhodamine 123, and in
diverse bioenergetic conditions: condition A= substrates (10 mM
glutamate+5 mM malate), condition B=A+1 mM ADP, condi-
tion C=B+1 mM oligomycin, condition D=C+1 mM cccp,
condition E=C+2 mM cccp, condition F=C+4 mM cccp, condi-
tion G=C+8 mM cccp, condition H=C+10 mM cccp and 1 mM
KCN. Reading was performed with an Accuri flow cytometer.
Results were expressed in mV as calculated by Nernst equation
after normalization of the fluorescence to the size of the objects as
measured by their forward scatter, taking into account the
proportion of mitochondrial objects (% of energizable objects
upon maximal energization), evaluating the mitochondrial volume
in the optic chamber of Accuri flow cytometer (estimated for brain
at 3% of the volume analyzed), and using condition H for
evaluation of the zero fluorescence.

Quantification of mitochondrial DNA
Quantification of mitochondrial DNA was performed in

striatum by quantitative real time PCR using as standard a
plasmid with the murine mitochondrial DNA-encoded MT-CO2
gene as an insert [50]. Results were expressed as copy number of
mitochondrial DNA/10 pg of total DNA, which roughly represent
a normal diploid genome.

Determination of cytosolic and mitochondrial
glutathione levels
Total glutathione levels were determined using 20 mg proteins

of crude mitochondrial pellet or cytosol from striatum and
midbrain with a modified version of the recycling enzymatic
assay based on the reduction of each GSSG molecule to give two
GSH molecules [51]. Standard curves were obtained with various
concentrations of GSSG and the values were thus expressed as
GSSG equivalent. Total glutathione content therefore equals 0.5
GSH+GSSG and is expressed in nmoles of glutathione/mg of
protein.

20S proteasome peptidase activity
The chymotrypsin-like activity of the proteasome was assayed in

cytosol from striatum and midbrain with the fluorogenic peptide
succinyl-Leu-Leu-Val-Tyr-amidomethylcoumarin (LLVY-AMC)
as substrate. 20 mg cytosolic proteins were incubated with
12.5 mM substrate in 25 mM Tris, pH 7.5 in a final volume of
200 ml [52]. Enzymatic kinetics was monitored in a temperature-
controlled microplate fluorimetric reader (Fluostar Galaxy; BMG,
Stuttgart, Germany). Excitation/emission wavelengths were
350 nm/440 nm.

Respiration Defect in Parkin2/2 Mice
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Western blot analyses
30 mg of proteins of crude mitochondrial pellets from striatum

or midbrain were solubilized overnight at room temperature in
sample buffer at a SDS/protein ratio = 30. Proteins were
separated by electrophoresis in 4–20% pre-cast gradient gels
(Biorad, Hertfordshire, UK) and transferred on nitrocellulose
membrane (Protran Whatman, Dassel, Germany). Antibodies
were rabbit polyclonal anti-SOD2 from Sigma and anti-nitrotyr-
osine from Molecular Probes, mouse monoclonal anti-VDAC
from Mitoscience and rabbit anti-4-hydroxynonenal (HNE)
produced in the team [52]; they were visualized using peroxi-
dase-conjugated secondary antibodies from Jackson ImmunoR-
esearch (Newmarket, UK).

Statistical methods
Statistics were performed with SigmaPlot 12.5 software. Non

parametric tests were used unless the data were shown to have a
normal distribution allowing the use of parametric tests. The
numbers given indicate independent measurements. Animals were
not pooled but always individually evaluated. Mean comparisons
were performed with Mann and Whitney test or unpaired Student
t test while paired comparisons were done by the Wilcoxon signed-
rank test or paired Student t test. Multiple comparison with the
Holm-Sidak test was used after verification of equal variance to
address the relative influence of age, genotype and their
interaction.

Results

High resolution respirometry and cell-type specific
analysis detect a respiration defect in PARK22/2 mice
Reductions in uncoupled respiratory rates have previously been

observed in the striatum or the substantia nigra of PARK22/2 mice
by two independent groups, with however partial inconsistency
with respect to the associated state 3 and state 4 respiration rates
[35,37]. Both reports relied on the analysis with standard
oxygraphy of relatively crude mitochondrial pellets obtained by
two successive centrifugation steps. Under these conditions, the
observed respiratory control ratios (state 3/state 4 respiration)
were low (below 3.5), reflecting relatively poor coupling of the
electron transport chain with ATP synthesis [35,37].
We performed similar experiments in aged mice considering

that they were more likely to express a defect because of the lack of
neurodegenerative phenotype in PARK22/2 mice [35,39,41] and
the relationship of PD with ageing. Crude mitochondrial pellets
from striatum and cortex were prepared from the brain of 24-
month-old mice (Figure S1). State 3 and state 4 respiration as well
as the respiratory control ratio were similar in PARK22/2 and wild
type mice (Figure 1A, B, C). As in the previous studies, the
respiratory control ratios were relatively low (Figure S2).
Considering that mild respiration defects might not be

detectable in crude mitochondrial pellets we next prepared whole
brain purified mitochondria from 24-month-old mice and found
similar state 3 and state 4 respiration as well as respiratory control
in PARK22/2 and wild-type mice (Figure 1D). Although
mitochondrial enrichment of the preparation was shown by the
higher specific respiratory rates as compared to those of crude
mitochondrial pellets, the respiratory control ratio of these purified
mitochondria was only slightly increased (Figure S2). Considering
the need to use whole brain instead of specific brain region, the
improvement of respiratory control ratio did not appear sufficient
to pursue that procedure in a higher number of animals.
Furthermore we reasoned that altered mitochondria were likely

to be eliminated during mitochondrial purification. That proce-

dure might thus be inappropriate when addressing mitochondrial
quality control as is the case in the absence of Parkin. Very low
respiration rates such as those observed without mitochondrial
enrichment can only be analyzed with high resolution respirom-
etry using Oroboros technology. We therefore optimized this
technique for the analysis of post-nuclear supernatants. The
relative rapidity of this tissue preparation allowed the parallel
study of striatum, midbrain and liver from each mouse. With this
method the respiratory control ratios were above 10 in midbrain
and striatum, indicating excellent mitochondrial preservation.
These ratios were similar between PARK22/2 and wild type mice
(Figure S2). An example of curve obtained with 300 mg striatum
post-nuclear supernatant is shown in Figure 2A. 24-month-old
PARK22/2 mice showed significant decreased respiratory reserve
in striatum when compared to wild type mice (p = 0.028 using
Mann and Whitney test). The concomitant decrease of state 3
respiration in striatum just failed to reach significance (p= 0.06

Figure 1. Respiration was similar in brain mitochondrial
preparations from 24-month-old PARK22/2 and wild type mice
examined with standard oxygraphy. (A) Representative experi-
ment with a crude mitochondrial pellet from striatum. Blue curve = oxy-
gen (O2) concentration expressed as nmol/mL; red curve = rate of
oxygen consumption expressed as nmoles O2/mL and min; ADP= addi-
tion of 400 mM ADP; OM=addition of 1 mg/mL oligomycin, a complex V
inhibitor; KCN = addition of 1 mM KCN (non-respiratory oxygen
consumption); (B, C, D) Bars showing state 3 respiration (respiration
in the presence of substrates +ADP – non-respiratory oxygen
consumption) and state 4 respiration (respiration in the presence of
oligomycin – non-respiratory oxygen consumption) on complex I
substrates (glutamate+malate); black bars = PARK22/2, white bars =wild
type; data are expressed as nmoles O2/mL and mg proteins and are
shown as means 6 SD; two animals, one per genotype, were analyzed
the same day; the numbers between brackets indicate the number of
individual animals of each genotype; (B) results from crude mitochon-
drial pellets from striatum (n= 6), (C) crude mitochondrial pellets from
cortex (n = 7) and (D) purified mitochondria from whole brain (n = 2).
doi:10.1371/journal.pone.0099898.g001
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with Mann and Whitney test) (Figure 2B). State 4 respiration was
not affected. The decreased state 3 respiration and respiratory
reserve in midbrain did not reach significance (Figure 2C) and
liver respiration was similar in both genotypes (Figure 2D).
Using the same approach we then studied younger mice at 9

months of age to address the presence of the respiratory defect
earlier in life. PARK22/2 mice presented with a decrease in state 3
respiration rate and respiratory reserve in midbrain and striatum
that was similar to the pattern observed in aged mice (Figure 2B).
As previously observed in aged mice, the decrease was only
significant in the striatum (p= 0.05 for state 3 respiration with
Mann and Whitney test).
Liver showed a significant age-associated decrease in respiratory

reserve capacity in both genotypes (Figure 2D). In contrast the
respiratory capacity in striatum and midbrain post-nuclear
supernatants was not modified by age.
Even precisely limited brain regions contain distinct cell

populations, which essentially are astrocytes and neurons. These
cells present with strikingly different energetic metabolism and
thus may develop different responses to the absence of Parkin [53].
Using Seahorse technology to evaluate the respiration of cultured

cells in multi-wells plates, we addressed this question by comparing
PARK22/2 and wild type pure primary embryonic neurons or
neonatal astrocytes from striatum or cortex (Figure 3). In striatal
neurons, the maximal respiration rate and spare respiratory
capacity were significantly reduced in the absence of Parkin. In
contrast they were similar in PARK22/2 and wild type cortical
neurons. Astrocytes strikingly differed from neurons with respect
to their uncoupled maximal respiration, which was equal or often
lower than their initial respiration. As a result, their spare
respiratory capacity appeared null or negative. This observation
contrasted with previously reported maximal respiration rates in
astrocytes that were at least two-fold higher than basal respiration
using Seahorse protocols without the step of oligomycin inhibition
[54,55]. We thus considered that our protocol wasnot suitable for
reliable evaluation of maximal respiration and only analyzed initial
respiration of astrocytes, which appeared mildly reduced in
PARK22/2 striatum and normal in cortex.
At the end of these diverse analyses of respiration it could be

concluded that the absence of parkin was associated with a mild
but significant striatal respiratory defect that did not appear to
worsen with age and was even detectable in embryonic neurons.

Figure 2. High resolution respirometry reveals a respiration defect in PARK22/2 mice. (A) Representative experiment with striatal post-
nuclear supernatant. Blue curve = oxygen concentration (O2) expressed as nmol/mL; red curve = rate of oxygen consumption expressed as nmoles
O2/mL and min; successive additions: ADP=1 mM ADP in the medium with 10 mM glutamate+5 mM malate; OM=1 mg/mL oligomycin,
cccp= successive additions of 1.25 mM (up to the maximal respiration rate independent from ATP synthase capacity); KCN= 1 mM KCN (non-
respiratory oxygen consumption); (B, C, D) Bars showing state 3 respiration, state 4 respiration and respiratory reserve on complex I substrates
(glutamate+malate) in post-nuclear supernatants from (B) striatum, (C) midbrain and (D) liver of 24- and 9-month-old PARK22/2 (black bars) and wild
type mice (white bars); all data are expressed as nmoles O2/mL and mg proteins and shown as means 6 SD; two animals, one per genotype, were
analyzed the same day; the data were obtained from 6 to 8 individual animals of each genotype. * p,0.05 using Mann and Whitney test. In liver, state
3 respiration rate and respiratory reserve significantly decreased with age in both wild type mice (p = 0.011 and ,0.001 when comparing state 3
respiration and respiratory reserve respectively between 9 and 24 months of age using Mann and Whitney test) and in PARK22/2 mice (p = 0.019 and
,0.001 when comparing state 3 respiration and respiratory reserve respectively between 9 and 24 months of age using Mann and Whitney test).
doi:10.1371/journal.pone.0099898.g002
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Mitochondrial inner membrane potential of PARK22/2

mice was normal but showed greater sensitivity to
uncoupling with ageing in the striatum
Low inner membrane potential (Dym) is one of the expected

consequences of a respiration defect. Furthermore it has been
proposed to be an important signal for Parkin translocation to
mitochondria and mitophagy [56]. To determine whether the
absence of Parkin translates in vivo into the presence of depolarized
mitochondria, we analyzed the Dym in midbrain, striatum and

liver of PARK22/2 and wild type mice, at 9 and 24 months of age
(Figure 4). The reliability of the method was demonstrated in the
three tissues by the significant decrease in Dym upon ADP
stimulation (condition B versus A, p,0.001 with Mann and
Whitney test), its increase upon inhibition of the ATP synthase
activity by oligomycin (condition C versus B, p,0.001), and
decrease with addition of uncoupler above 1 mM (condition C
versus E, F or G, p,0.001). The mean Dym did not significantly
differ between PARK22/2 and wild type mice in any of the

Figure 3. Maximal respiration is reduced in striatal neurons from PARK22/2 mice. Representative experiments with neurons or astrocytes
from striatum or cortex: the traces represent the evolution of the respiration rate (in pmol O2/minute) in Seahorse plates seeded with cells from
PARK22/2 (black circles) and wild type (white circles) mice. Sequential additions are: oligomycin (OM) (0.25 mg/ml for neurons and 0.5 mg/ml for
astrocytes), fccp (FP) (3 mM for cortical neurons and 1 mM for other cells), and rotenone+antimycine (RA) (50 nM rotenone+150 mg/ml antimycin A).
Bars below the traces show the means and SD of basal respiration, maximal respiration and spare respiratory capacity (SRC=maximal – basal
respiration) of 3 independent tests, each performed in 6 to 12 independent wells. * p,0.05 using Mann and Whitney test.
doi:10.1371/journal.pone.0099898.g003
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conditions and tissues examined, excluding excessive accumulation
of partially depolarized mitochondria in the absence of Parkin.
In both PARK22/2 and wild type brain ageing had a clear

impact on the Dym response to increasing doses of the uncoupler
cccp with a significant drop of the mean Dym under 8 mM cccp
treatment from 9 to 24 months of age in the striatum and
midbrain (p = 0.022 and 0.035 in midbrain and p= 0.001 and ,
0.001 in striatum of PARK22/2 and wild type mice respectively
using Mann and Whitney test) (Figure 4). The mean Dym under
the lower dose of 4 mM cccp was only significantly lower with age
in striatum (p= 0.014 and p=0.020 in striatum of PARK22/2 and

wild type mice respectively and p= 0.181 and 0.138 in midbrain).
The drop of Dym between condition C (highest value under
oligomycin) and condition F or G (uncoupled by either 4 or 8 mM
cccp) was then calculated for each mouse. In striatum and under
8 mM cccp only, that drop was significantly higher in PARK22/2

than in wild type mice (p= 0.041 with Mann and Whitney test).
In liver, despite a similar trend, the changes with age in the

mean response of Dym to uncoupling did not reach significance in
wild type or PARK22/2 mice.
In conclusion the absence of Parkin did not significantly alter

the mean Dym in midbrain, striatum and liver of PARK22/2 mice

Figure 4. The inner mitochondrial membrane potential is normal in midbrain and striatum of PARK22/2 mice. Dark circles = PARK22/2,
white circles =wild type; DYm= inner mitochondrial membrane potential expressed as mV after transformation of the fluorescent rhodamine 123
signal using the Nernst equation, as explained in the methods section; A =DYm in the presence of glutamate+malate; B =A+1 mM ADP; C = B+1 mM
oligomycin; D=C+1 mM cccp; E = C+2 mM cccp; F = C+4 mM cccp;G=C+8 mM cccp. The data were obtained in parallel to the analysis of respiration;
two animals, one per genotype, were analyzed the same day; the data obtained from seven 9-month-old mice and six 24-month-old ones of each
genotype, they are expressed as mean and SD.
doi:10.1371/journal.pone.0099898.g004
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but it was associated in striatum with a greater impact of ageing on
the Dym response to uncoupling.

The respiratory defect in PARK22/2 mice was not due to
defective complex I activity, altered mitochondrial
content or overt oxidative stress
Complex I activity has previously been reported to be lowered

in cells from PD patients with PARK2 mutations [25,29,30] and in
a Parkin-depleted zebrafish model [57]. Such a defect may
underlie the reduction in striatal tissue respiration and the
increased sensitivity of Dym to uncoupling in PARK22/2 mice.
To address this possibility, we used spectrophotometric methods
recently standardized for the diagnosis of human mitochondrial
diseases [47] to measure the respiratory chain activities in striatal
post-nuclear supernatants and crude mitochondrial pellets of
cortex and midbrain from one-year-old PARK22/2 and wild type
mice. All the respiratory chain activities examined were similar in
PARK22/2 and wild type mice (Table 1).
Citrate synthase, a citric acid cycle activity often used to evaluate

mitochondrial content [58], was also normal in PARK22/2. In
addition, cell mitochondrial DNA contents were similar in the
striatum of PARK22/2 and wild type mice, confirming that Parkin
deficiency does not have an impact on mitochondrial content
(16866119 copies/cell in PARK22/2 mice versus 1791694 in wild
type mice).
Post-translational modifications regulating the activity of

mitochondrial proteins involved in the import, catabolism or
oxidative phosphorylation of respiratory substrates could also
underlie the respiration defect observed in PARK22/2 mice.
Previous studies have reported alterations in proteins involved in
the defense against oxidative stress in these mice [35,36]. We
therefore searched for evidence of oxidative stress in midbrain and
striatum of PARK22/2 mice. Ageing however being known to have
significant influence on oxidative stress, we analyzed the combined
influence of age and genotype on the parameters of oxidative stress
using multiple comparison by the Holm-Sidak test. Proteasome
activity significantly increased with age in striatum (p,0.001) but
not midbrain, without influence of the genotype (Table 2).
Similarly the midbrain mitochondrial glutathione content in-
creased with age (p,0.001 when comparing 12-month-old to 24
month-old mice) without influence of the genotype). In contrast,
significant interaction between age and genotype was observed for

the striatal mitochondrial glutathione content (p = 0.015). Ageing
led to a significant increase in striatal mitochondrial glutathione in
wild type mice (p,0.001 when comparing 12-month-old to 24
month-old wild type mice) but had no effect in PARK22/2 mice.
At 12 months of age the striatal mitochondrial glutathione levels
were significantly higher in PARK22/2 mice than in wild type
mice (p,0.011 when comparing 12-month-old wild type to 12-
month-old PARK22/2 mice with Mann and Whitney test).
Cytosolic glutathione levels did not change with age in midbrain.
In striatum cytosolic glutathione levels significantly decreased with
age (p,0.001 when comparing 12-month-old to 24 month-old
mice without influence of the genotype, Figure 5); interaction
between age and genotype just failed to reach significance
(p = 0.056).
In parallel nitrotyrosine (NT) and 4-hydroxynonenal (HNE),

two different protein oxidative adducts, were searched for in crude
mitochondrial pellets using western blot analysis. At 12 months of
age there was a significant increase in both adducts in the striatum
of PARK22/2 compared to wild type mice (p,0.001 and p= 0.016
for NT and HNE respectively with Mann and Whitney) (Figure 6).
At 24 months of age, PARK22/2 striatum showed increase in NT
only (p = 0.028 compared with wild type mice) whereas wild-type
mice showed an increase of HNE in midbrain (p = 0.003).
The steady-state of the mitochondrial superoxide dismutase 2

(SOD2), normally increased in the presence of mitochondrial
oxidative stress [59], was normal at 12 months of age and slightly
increased at 24 months of age in PARK22/2 mice compared to
wild type mice (p = 0.016 using Mann and Whitney test) (Figure 7).
Altogether, our results show an increase in oxidative stress in the

striatum mitochondria of PARK22/2 mice (increased glutathione
levels, increased oxidative adducts and, with age, increased SOD2
expression). That increase is however moderate (normal SOD2
expression at 12 months of age, normal proteasome activity).

Discussion

Recent work, based on the analysis of cell models overproduc-
ing Parkin and subjected to pharmacological treatments leading to
immediate and global depolarization of the mitochondrial
network, attributed to Parkin a central role in the clearance of
dysfunctional mitochondria [12]. These studies predict that loss of
function of the PINK1/Parkin pathway should lead to progressive
mitochondrial impairment, possibly representing a primary

Table 1. Activities of mitochondrial respiratory chain complexes in 12-month-old PARK22/2 and wild type mice.

Striatum Midbrain Cortex

PARK22/2 Wild type PARK22/2 Wild type PARK22/2 Wild type

Complex I 91626 93620 133631 138638 121627 111620

Complex II 76624 86621 248628 231664 190645 183638

Combined II+III 118642 97630 304681 326686 232682 283673

Complex III 78647 60619 3726121 376671 6966411 5836154

Complex IV 398678 386684 15856598 18756794 9596221 11126267

Complex V NA NA 1946139 171659 170694 185687

Citrate synthase 455633 458645 1946146 1716162 170696 185693

Striatum=post-nuclear supernatants from striatum, Midbrain = crude mitochondrial pellet from ventral midbrain, Cortex = crude mitochondrial pellet from occipital
cortex; complex I = rotenone sensitive NADH ubiquinone oxidoreductase, complex II = succinate ubiquinone oxidoreductase, combined II+III = succinate cytochrome c
oxidoreductase, complex III = antimycin sensitive ubiquinol cytochrome c oxidoreductase, complex IV = cytochrome c oxidase, complex V = F1F0 ATPsynthase; complex
V assay requires mitochondrial preparation and was therefore not performed on striatal post-nuclear supernatants; data are expressed as nanomoles/minute and mg
proteins and as means 6 SD; each series of values represents 7 independent samples from each genotype.
doi:10.1371/journal.pone.0099898.t001
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mechanism of neurodegeneration in autosomal recessive PD.
However, whether Parkin-dependent mitochondrial quality con-
trol plays indeed a role in vivo under physiological conditions and
during aging, remains debated.
We addressed this issue by revisiting mitochondrial functions in

PARK22/2 mice using recently developed, robust and sensitive
technologies. The simultaneous analysis of minimal amounts of
post-nuclear supernatants from different tissues with high resolu-
tion respirometry revealed a reliable respiratory defect specifically
in the striatum of PARK22/2 mice, which was not exacerbated by
ageing. The presence of this defect was confirmed in primary

embryonic striatal neurons and was not found in cortical neurons
from PARK22/2 mice using the Seahorse technology, supporting
its region-specificity and early appearance in life.
Contrary to previous observations in cell and zebrafish models

[25,29,57], the constitutive deletion of PARK2 in mice did not
result in significant changes in mitochondrial membrane potential,
overt oxidative stress markers or defective activity of mitochondrial
complex I or other respiratory chain complexes despite the
presence of significant respiratory defect. With ageing however the
mitochondrial potential in the striatum showed increased sensitiv-
ity to uncoupling, with a greater impact in PARK22/2 than in wild

Figure 5. Increase of the mitochondrial glutathione content in striatum of 12-month-old PARK22/2 mice. Total glutathione (GSH+GS-SG)
levels were determined in cytosols and isolated mitochondria from ventral midbrain and striatum of 12- and 24-month-old PARK22/2 (black bars) and
wild-type mice (white bars), data are expressed as mean and SD of five independent measurements for each age and each genotype. * = p,0.05
using multiple comparison with Holm-Sidak test. Significant differences with age, without influence of the genotype, were observed for midbrain
mitochondrial and striatal cytosolic glutathione content. Significant interaction between age and genotype was present for striatal mitochondrial
glutathione content, which significantly increased with age only in wild type mice and was at 12 months of age significantly higher in PARK22/2 than
in wild type mice.
doi:10.1371/journal.pone.0099898.g005

Table 2. Proteasome activities were similar in PARK22/2 and wild type mice.

Tissue Midbrain Striatum

Age 12 months 24 months 12 months 24 months

PARK22/2 116689 84612 4368 776110

wild type 94637 80613 4364 6367

Chymotrypsin-like activity of the proteasome. Results are expressed as nmoles of substrate cleaved/minute and milligram of protein and as mean6standard deviation
of n = 5 measurements.
doi:10.1371/journal.pone.0099898.t002
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type mice, indicating less efficient compensation for an induced
proton leak. As this defect cannot be ascribed to an age-dependent
decline of respiratory capacity, it may be secondary to an age-
dependent alteration of the inner membrane composition or defect
in OXPHOS substrate transport or oxidation, all of which could
add a burden to the preexisting respiration defect in PARK22/2

mice.
The relatively mild modifications of mitochondrial function in

PARK22/2 mice suggest that Parkin does not play a predominant
role in base-line mitochondrial quality control in vivo. Its
constitutive depletion may be compensated for by parallel,
redundant or alternative mitochondrial quality control mecha-
nisms, already proposed to intervene following PINK1 depletion
[60]. This possibility is supported by the recent observation in the
heart of PARK22/2 mice showing absence of a functional defect of
mitochondria in the myocardium under basal conditions but
defective clearing of damaged mitochondria following myocardiac
infarction [61] and accumulation of mitochondria with abnormal
ultrastructure in myocytes during aging [62]. Therefore, as in
cardiac tissue, the mitochondrial quality control function of the
PINK1/Parkin pathway may become essential in the central
nervous system under stress conditions, for example following
accumulation of oxidative stress during ageing [63]. Consistent
with this possibility, mitochondrial stress caused by the conditional

expression of mitochondrial unfolded ornithine transcarbamylase
has been recently shown to lead to dopaminergic neurodegener-
ation and a parkinsonian phenotype in PINK12/2 mice [64].
Contrary to humans, the short life-time of rodents may not

allow full unmasking of a phenotype following disruption of the
PINK1/Parkin pathway, explaining the moderate mitochondrial
defect and lack of overt neurodegeneration in PARK22/2 mice.
Signs of oxidative damage were mild in aged PARK22/2 mice.
Compensatory mechanisms such as the increase in glutathione
levels, specifically in the mitochondrial fraction, may enhance the
cellular antioxidant capacity and counteract oxidative stress in
these mice. The relative content of reduced and oxidized
glutathione should be determined in this fraction to properly
evaluate the efficiency of this mechanism. Of note, we previously
reported a selective increase in reduced glutathione content in
total extracts from striatum and primary mesencephalic neurons of
PARK22/2 mice [39]. The increase of SOD2, often used as a
marker of oxidative stress, is also a protective mechanism
efficiently neutralizing superoxide anions.
In conclusion, our work revealed an early respiration defect in

PARK22/2 mice that may reflect a disease-relevant preclinical
modification in autosomal recessive PD. Future studies are
required to identify the molecular mechanisms underlying this
modification and determine their relation to the mitochondrial
quality control activity of the PINK1/Parkin pathway. To fully
appreciate the role of PINK1/Parkin-dependent mitochondrial
quality control in the physiopathology of autosomal recessive PD,
it will also be essential to determine whether stress conditions

Figure 6. Presence of oxidative adducts in striatal crude
mitochondrial pellets from PARK22/2 mice. Western blot analysis
of proteins from crude mitochondrial pellets from striatum (A) and
midbrain (B) of PARK22/2 and wild-type mice, at 12 and 24 months of
age; loading control was the outer membrane protein Voltage-
Dependent Anion Channel (VDAC); (C) densitometric analysis of
oxidative adducts was performed in the length of the membrane
shown in A and B, that signal was then normalized to VDAC signal and
quantification was expressed as means and SD and as % of the mean of
wild-type samples on the membrane shown in A and B; * = p,0.05
using Mann and Whitney test.
doi:10.1371/journal.pone.0099898.g006

Figure 7. Increased mitochondrial Mn superoxide dismutase
(SOD2) in the striatum of PARK22/2 mice. Western blot analysis of
proteins from crude mitochondrial pellets from striatum (A) and
midbrain (B) of PARK22/2 and wild-type mice, at 12 and 24 months
of age; loading control was the outer membrane protein Voltage-
Dependent Anion Channel (VDAC); (C) densitometric analysis of the
SOD2 signal shown in A and B was normalized to VDAC signal and
quantification was expressed as means and SD and as % of the mean of
wild-type samples on the membrane shown in A and B; * = p,0.05
using Mann and Whitney test; { and `: samples from 12-month-old
PARK22/2 and wild type mice respectively showing that the SOD2
steady-state level does not significantly change with age.
doi:10.1371/journal.pone.0099898.g007
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exacerbate mitochondrial dysfunction and unmask a neurodegen-
erative phenotype in the brains of PARK22/2 mice.

Supporting Information

Figure S1 Scheme of the different brain fractionation
methods used to assess mitochondrial functions.
(TIF)

Figure S2 Respiratory control ratios (RCR) in 24-
month-old mice. Respiratory control ratios were calculated as
state 3/state 4 respiration rate on glutamate+malate as substrates;
results are shown as mean and SD; numbers between brackets
indicate the number of independent measurements in individual
animals of each genotype (A) crude mitochondrial pellets from
cortex (n = 8), crude mitochondrial pellets from striatum (n= 6)
and purified mitochondrial pelllets from whole brain (n = 2); (B)

post-nuclear supernatants from striatum (n= 7), midbrain (n = 8)
and liver (n = 8).
(TIF)
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Neural mitochondrial Ca2+ capacity impairment precedes the onset
of motor symptoms in G93A Cu/Zn-superoxide dismutase mutant
mice
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Abstract

Mitochondrial respiratory chain dysfunction, impaired intra-

cellular Ca2+ homeostasis and activation of the mitochondrial

apoptotic pathway are pathological hallmarks in animal and

cellular models of familial amyotrophic lateral sclerosis

associated with Cu/Zn-superoxide dismutase mutations. Al-

though intracellular Ca2+ homeostasis is thought to be

intimately associated with mitochondrial functions, the tem-

poral and causal correlation between mitochondrial Ca2+ up-

take dysfunction and motor neuron death in familial

amyotrophic lateral sclerosis remains to be established. We

investigated mitochondrial Ca2+ handling in isolated brain,

spinal cord and liver of mutant Cu/Zn-superoxide dismutase

transgenic mice at different disease stages. In G93A mutant

transgenic mice, we found a significant decrease in mito-

chondrial Ca2+ loading capacity in brain and spinal cord, as

compared with age-matched controls, very early on in the

course of the disease, long before the onset of motor weak-

ness and massive neuronal death. Ca2+ loading capacity was

not significantly changed in liver G93A mitochondria. We also

confirmed Ca2+ capacity impairment in spinal cord mitochon-

dria from a different line of mice expressing G85R mutant

Cu/Zn-superoxide dismutase. In excitable cells, such as motor

neurons, mitochondria play an important role in handling rapid

cytosolic Ca2+ transients. Thus, mitochondrial dysfunction and

Ca2+-mediated excitotoxicity are likely to be interconnected

mechanisms that contribute to neuronal degeneration in

familial amyotrophic lateral sclerosis.

Keywords: amyotrophic lateral sclerosis, apoptosis, calcium

homeostasis, excitotoxicity, mitochondria, permeability trans-

ition.
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Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a devastating, neuro-
degenerative disease selectively affecting upper and lower
motor neurons. Pathologically, ALS is characterized by
extensive loss of motor neurons in the cortex, in the spinal
cord and in the brain stem, atrophy of ventral roots, cortico-
spinal tract degeneration, neuronal inclusions of aberrant
neurofilament proteins, and reactive astrocytosis (Hirano
1991).
Approximately 10% of all ALS cases are familial (fALS),

about 20% of which are associated with autosomal dominant
mutations in the Cu/Zn-superoxide dismutase gene, SOD1
(Rosen et al. 1993). More than 100 different mutations in the
SOD1 gene have been found in fALS patients (http://
alsod1.iop.kcl.ac.uk/reports/mutations).
Since many of the fALS-associated SOD1 mutants have

normal dismutase activity (Borchelt et al. 1994), SOD1
mutations are thought to result in a toxic gain of function,
and a growing body of evidence suggests that mitochondria
may be involved in mutant SOD1 toxicity (Xu et al. 2004).

Morphological abnormalities of mitochondria occur early
in motor neurons of transgenic mice expressing mutant
human SOD1 (hSOD1), prior to the development of neuronal
degeneration (Dal Canto and Gurney 1995; Wong et al.
1995; Kong and Xu 1998; Bendotti et al. 2001). At later
disease stages, a mitochondrial bioenergetic dysfunction
becomes apparent in the brain and spinal cord of these mice
(Mattiazzi et al. 2002).
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A fundamental question that remains to be answered is
whether mitochondrial dysfunction correlates with the pro-
gression of SOD1 fALS. To address this question, we have
studied mitochondrial Ca2+ capacity in brain and spinal cord
of SOD1 transgenic mice at different disease stages.
Alterations in Ca2+ homeostasis have been widely implicated
in the pathogenesis of several neurodegenerative disorders,
including ALS (Harman 1996; Mattson 2000). In excitable
cells, such as motor neurons, mitochondria play an important
role in handling rapid cytosolic Ca2+ transients (Nicholls
et al. 2003; Wang et al. 2003). Therefore, the impairment of
this crucial mitochondrial function may contribute signifi-
cantly to the pathogenesis of ALS.
To study the effects of mutant SOD1 on mitochondrial

Ca2+ handling, we investigated Ca2+ capacity in mitochon-
dria isolated from the brain and spinal cord of transgenic
mice expressing mutant hSOD1 at different disease stages.
We show that impaired mitochondrial Ca2+ handling arises
very early on in the course of the disease in G93A mutant
hSOD1 mice. This impairment is consistent with an
increased susceptibility of hSOD1 mutant mitochondria to
undergo permeability transition in response to Ca2+ loads.
We find that in young, pre-symptomatic, G93A mice,
mitochondrial Ca2+ capacity impairment precedes the onset
of overt mitochondrial respiratory dysfunction. Furthermore,
in G85R hSOD1 mutant mice, Ca2+ capacity impair-
ment occurs in the absence of oxidative phosphorylation
dysfunction. This suggests that Ca2+ capacity impairment
may occur upstream in the cascade of pathogenic
events leading to mitochondrial dysfunction in fALS.

Materials and methods

Transgenic mice

Transgenic mice expressing wild-type (Wt, N1029), G93A [high
expressors (Gurney et al. 1994)] and G85R mutant hSOD1 (Bruijn
et al. 1997), as well as non-transgenic littermates, were obtained
from the Jackson Laboratory (Bar Harbor, ME, USA) and bred at the
Weill Medical College of Cornell University animal facility. Both
male and female mice expressing G93A mutant hSOD1 were studied
at various disease stages and compared with non-transgenic age- and
gender-matched littermates. In most experiments, a similar number
of male and female pairs was used. In these mice, the symptomatic
stage, characterized by muscle atrophy and weakness and gait
abnormalities, is reached at approximately 3 months-of-age. The end
stage, with severe weight loss and almost complete paralysis, occurs
at approximately 4 months-of-age. Mice expressing G85R hSOD1
were studied at the symptomatic disease stage (i.e. at 10–12 moths-
of-age). Mice expressing Wt hSOD1 (N1029) do not show any sign
of paralysis. N1029 mice were killed at 45 and at 140 day-of-age.

Mitochondria isolation and purification

All procedures were approved by the Animal Care and Use
Committee of the Weill Medical College of Cornell University. Non-
synaptic brain and spinal cord mitochondria were isolated by a

Percoll (Sigma, St. Louis, MO, USA) gradient purification method
as described previously (Sims 1990). All procedures were conducted
at 4!C. Mice were killed by decapitation, then the forebrain was
excised and homogenized in a mannitol-sucrose isolation medium
(225 mM mannitol, 75 mM ultrapure sucrose, 5 mM HEPES,
pH 7.4) containing 0.1 mg/mL fatty acid-free bovine serum albumin
(BSA) and 1 mM EGTA. Homogenates were centrifuged for 6 min
at 2400 g in a Beckmann L8-80 ultracentrifuge (Beckmann Coulter,
Fullerton, CA, USA) using a 50 TI rotor. The supernatant fluid was
collected and centrifuged for 14 min at 13 000 g. The resulting
pellet was re-suspended in isolation medium containing 15% Percoll
and 1 mM EGTA, and layered on top of a discontinuous Percoll
gradient (23/40%). The gradient was centrifuged for 22 min at
38 000 g, and the 23/40 interphase layer containing the mitochon-
dria was collected. Mitochondria were washed three times with
isolation medium without BSA and centrifuged for 14 min at
13 000 g. The pellet containing purified mitochondria was resus-
pended in 100 lL isolation buffer without EGTA and BSA.

Spinal cord mitochondria were isolated following the same
procedures as for brain, except that in order to obtain sufficient
material for the assays, four spinal cords were pooled for each
preparation. To collect the spinal cords, mice were killed by
decapitation, then cords were extruded from the spinal column by
inserting a 16-gauge needle connected to a syringe filled with
homogenization buffer into the lumbar thecal sac, and squirting out
the entire spinal cord through the rostral foramen.

Liver mitochondria were isolated by tissue homogenization in
mannitol-sucrose buffer, as described earlier, followed by centrif-
ugation for 10 min at 596 g in a Beckmann L8-80 ultracentrifuge
using a 50 TI rotor. The supernatant fluid was filtered through a
gauze and centrifuged for 11 min at 4236 g. Both centrifugation
steps were repeated a second time in the same buffer, but without
BSA. The mitochondria-enriched pellet was washed in mannitol-
sucrose buffer without BSA and EGTA, and finally re-suspended in
the same buffer.

Mitochondrial protein concentration was measured with a protein
assay kit (Bio-Rad, Hercules, CA, USA), using BSA as a standard.

Measurements of mitochondrial Ca2+ loading capacity

Mitochondrial Ca2+ capacity was estimated with the fluorescent
ratiometric dye Fura 6F (Molecular Probes, Eugene, OR, USA).
Incubation medium was composed of 125 mM KCl, 20 mM HEPES
(pH 7.2), 2 mM KH2PO4, 2 mM MgCl2, 5 mM succinate, 1 lM
rotenone and 0.2 mM ADP, with 1 lg/mL oligomycin and 0.3 lM
Fura 6. Fura 6 does not enter into mitochondria, and its fluorescence
reflects the extra-mitochondrial [Ca2+] (Andreyev and Fiskum
1999). The ratio between the fluorescence of ion-bound and ion-
free indicator decreases as mitochondria take up Ca2+. The
mitochondrial F1F0 ATPase inhibitor, oligomycin, was added to
the incubation buffer to maximize the Ca2+ capacity of mitochon-
dria. It was shown earlier that ADP increases the Ca2+-loading
threshold for permeability transition pore (PTP) opening (reviewed
in Zoratti and Szabo 1995), and that a combination of oligomycin
and ADP greatly increases the Ca2+ capacity of brain mitochondria
(Panov et al. 2004) and mitochondria from other tissues (reviewed
in Zoratti and Szabo 1995). Mitochondria (65 lg/mL for brain and
spinal cord and 125 lg/mL for liver) were added to 1 mL incubation
medium placed in a thermostated (37!C) fluorimeter cuvette (VWR,
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Westchester, PA, USA) equipped with a magnetic stirrer. Bolus
additions of CaCl2 were made to the mitochondrial suspension in
20 nanomole increments every 200 s, and changes in Fura 6
fluorescence were recorded at 340/380 nm excitation, 510 nm
emission with an F-4500 fluorescence spectrophotometer (Hitachi,
Tokyo, Japan). To calibrate Fura 6 fluorescence response to Ca2+

additions, mitochondria isolated from a non-transgenic control
mouse were incubated in the same incubation medium supplemen-
ted with 1 mM KCN, 1 lM ruthenium red, and with succinate
omitted. Changes in Fura 6 fluorescence ratios were recorded and
plotted against the added Ca2+ amount. The curve obtained was
fitted with a linear function, and the slope coefficient was used to
convert Fura 6 fluorescence ratio into [Ca2+] in the medium. To
calculate the amount of Ca2+ taken up after each bolus, we
subtracted [Ca2+] at the end of the downward deflection, as
estimated by the calibration curve, from the peak [Ca2+] determined
by the bolus (20 lM), and normalized the resulting [Ca2+] difference
by the mitochondrial protein. Ca2+ capacity results from the sum of
Ca2+ taken up after all additions.

Electron microscopy

Brain and spinal cord mitochondria, isolated as described above,
were fixed in 0.1 M Na-cacodylate buffer (containing glutaraldehyde
2.5%, paraformaldehyde 4% and picric acid 0.02%) for 60 min and
then post-fixed in 1% OsO4)1.5% K-ferricyanide (aqueous) for
60 min. Samples were then dehydrated through a graded ethanol
series, infiltrated, and embedded in Spurr’s resin (Electron Micro-
scopy Sciences, Fort Washington, PA, USA). Sections were cut at
55–60 nm using a Diatome diamond knife (Diatome, Fort
Washington, PA, USA) on an RMC MT-7000 Ultramicrotome
(RMC Instruments, Tucson, AZ, USA). Sections were contrasted
with uranyl acetate and lead citrate, then viewed on a JSM 100
CX-II electron microscope (JEOL, USA, Inc., Peabody, MA, USA)
operated at 80 kV. Images were recorded on Kodak 4489 Electron
Image film (Eastman Kodak Company, Rochester, NY, USA) then
digitized on an Epson Expression 1600 Pro scanner (Seiko-Epson
Corporation, Suwa, Japan) at 900 dpi for publication.

Measurement of mitochondrial membrane potential (DYm), O2

consumption, and ATP synthesis

Mitochondrial DYm was estimated using the fluorescence of
safranine O (3 lM for brain and spinal cord and 6 lM for liver)
with excitation and emission wavelengths of 495 nm and 586 nm,
respectively (Starkov et al. 2002). The rate of O2 consumption was
measured in spinal cord mitochondria using a Clarke type electrode
(Hansatech Inc., Cambridge, UK) as previously described (Mattiazzi
et al. 2002), in the presence of either 5 mM succinate plus 1 lM
rotenone or 7 mM pyruvate plus 1 mM malate. State 3 respiration
was stimulated with 0.2 mM ADP. State 4 respiration was induced
by addition of 1.6 lM carboxyatractylate. Mitochondrial ATP
synthesis was measured in spinal cord mitochondria of G85R
mutant hSOD1 mice using a luciferase/luciferin-based approach as
previously described (Manfredi et al. 2002).

Measurement of cytochrome c release

Total mitochondrial cytochrome c content and the amount of
cytochrome c released from mitochondria into the incubation buffer,
with and without addition of Ca2+, were measured using an ELISA

kit specific for mouse cytochrome c (R & D System, Minneapolis,
MN, USA), according to the manufacturers’ instructions. The assay
was quantified by measuring absorbance at 450 nm in a microtiter
plate reader (HTS 7000 Plus, Perkin Elmer, Boston, MA, USA).

Reagents

All reagents were from Sigma (St Louis, MO, USA) unless
otherwise stated.

Statistical analyses

For statistical comparison between two groups of data, such as those
from the mitochondrial Ca2+ capacity and DYm in G93A and non-
transgenic control mice, since F-tests analyses revealed a homo-
geneity of variances between groups, p-values of the differences
between wild-type and mutant mice were calculated by unpaired
two-tailed Student’s t-test. A level of confidence of p < 0.05 was
adopted. Differences among different age groups within individual
mouse lines were estimated using one-way ANOVA.

Results

Impairment of Ca2+ loading capacity in G93A brain

mitochondria

A representative example of a mitochondrial Ca2+ uptake
measurement is shown in Fig. 1. In isolated brain mitochon-
dria, after each bolus, there is a rapid uptake of Ca2+,
represented by a downward deflection of the Fura 6
fluorescence trace. When the Ca2+ capacity is exceeded,
mitochondria fail to take up Ca2+ further, as shown by the
lack of the downward deflection. The mitochondrial Ca2+

capacity of brain from a G93A mouse (Fig. 1a, G93A trace)
is saturated after a smaller number of additions, compared
with a littermate control (Fig. 1a, non-Tg trace). When
cyclosporin A (CsA, 0.5 lg/mL), a classic inhibitor of the
mitochondrial permeability transition pore (PTP), is added,
G93A mitochondria (Fig. 1a, G93A-CsA trace) recover the
Ca2+ capacity similar to that of non-transgenic mitochondria
(Fig. 1a, non-Tg-CsA trace). This suggests that Ca2+ capa-
city impairment in G93A mitochondria is likely due to a
lower threshold for Ca2+-induced PTP activation. In a Wt
hSOD1 brain (Fig. 1b, N1029 trace), mitochondrial Ca2+

capacity does not differ from the non-transgenic littermate
(Fig. 1b, non-Tg N1029 trace).
To confirm that the loss of Ca2+ capacity in G93A brain

mitochondria results from Ca2+-induced damage rather than
pre-existing structural damage, we compared mitochondrial
morphology in G93A and non-transgenic brain mitochon-
dria, before and after Ca2+ challenge. Non-transgenic or
G93A mitochondria (120 days old) were subjected to the
same number of Ca2+ additions, corresponding to the
maximal amount of Ca2+ taken up by non-transgenic
mitochondria. Mitochondria were imaged by electron
microscopy. In the absence of Ca2+ challenge, both
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non-transgenic and G93A mitochondria have a normal
appearance (Figs 1c and e). After Ca2+ challenge, a propor-
tion of non-transgenic mitochondria acquires the typical
swollen appearance resulting from membrane permeability
transition, with distended outer membranes and fragmented
cristae (Kristian et al. 2002), whereas some mitochondria
preserve a normal morphology (Fig. 1d). After Ca2+

challenge, all of the G93A mitochondria appear either
swollen or shrunken and condensed (Fig. 1f). The latter are
reminiscent of de-energized mitochondria (Candipan and
Sjostrand 1984).
Ca2+ loading capacity in G93A brain mitochondria

was investigated at various disease stages. We studied
pre-symptomatic (35 and 65 days-of-age), symptomatic

(a) (b)

(c) (e)

(d) (f)

Fig. 1 Ca2+ uptake in mouse brain mitochondria. (a) The kinetic traces

of mitochondrial Ca2+ uptake in brain mitochondria from 125-day-old

mice were monitored by Fura 6 fluorescence ratio (340/380 nm exci-

tation, 510 nm emission). Mito, mitochondria 65 lg/mL. The peaks

correspond to sequential bolus additions of 20 nmoles of CaCl2 (Ca
2+).

The downward deflections reflect mitochondrial Ca2+ uptake. The

G93A non-transgenic (non-Tg) control mitochondria take up six addi-

tions of Ca2+, whereas G93A mitochondria (G93A) show loss of Ca2+

uptake after four additions. The hatched rectangle highlights the

addition at which Ca2+ is no longer taken up by G93A mitochondria.

Cyclosporin A (CsA, 0.5 lM) improves Ca2+ capacity and abolishes the

difference between mutant and control mitochondria (G93A + CsA,

non-Tg + CsA, respectively). (b) There was no difference in the

capacity to take up Ca2+ between a 140-day-old Wt hSOD1 (N1029)

and a non-transgenic littermate (N1029 non-Tg). In these represen-

tative traces, both samples took up eight Ca2+ additions. Electron

microscopy of Ca2+-induced morphological changes in brain mito-

chondria (c–f). (c) Control non-Tg mitochondria without Ca2+ chal-

lenge. (d) Non-Tg mitochondria after Ca2+ challenge. Arrows indicate

mitochondria that have undergone permeability transition with typical

swollen appearance. (e) G93A mitochondria without Ca2+ challenge

appear normal. (f) G93A mitochondria after Ca2+ challenge. The

smaller arrows indicate mitochondria with condensed appearance.
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(100 days-of-age) and end-stage (125 days-of-age) mice. In
each experiment, age- and gender-matched non-transgenic
littermates were used as controls. Ca2+ capacity in isolated
brain mitochondria of 45 days and 140-day-old mice
expressing Wt hSOD1 was also tested.
The average absolute brain mitochondria Ca2+ capacity in

control mice increases with age, from 1131 ± 187 (standard
error of the mean) nmoles/mg protein at 35 days-of-age to
2031 ± 647 nmoles/mg protein at 125 days (Fig. 2a). The
age-related increase in mitochondrial Ca2+ capacity is
statistically significant in both G93A transgenic and non-
transgenic littermate groups (p < 0.03 and p < 0.003,
respectively, by one-way ANOVA). Despite the age-related
increase in Ca2+ capacity, there is a significant reduction of
mitochondrial Ca2+ capacity in G93A mice relative to non-
transgenic littermates, which starts at 65 days-of-age and
persists until disease end-stage (125 days; Fig. 2b). At all
ages, the addition of CsA increases Ca2+ capacity and
abolishes the differences between transgenic and control
mice (data not shown). Ca2+ capacity in N1029 transgenic
mice, both at 45 and 140 days-of-age, is unchanged relative
to littermate controls (Fig. 2b). The lack of a defect in N1029
mice as compared with their non-transgenic controls indi-
cates that the abnormal Ca2+ capacity in G93A mitochondria
is not simply the result of hSOD1 over-expression, but a
specific effect of G93A mutant hSOD1.

Impairment of mitochondrial Ca2+ capacity in G93A
spinal cord

Since, in hSOD1 mutant mice, motor neuron degeneration
affects the spinal cord more aggressively than the brain, we
investigated the Ca2+ capacity of mitochondria isolated from
spinal cord of G93A mice and non-transgenic controls. We
studied spinal cord mitochondria at two different time points
prior to the onset of muscle weakness, at 35 and 68 days-of-
age. There is a marked reduction in Ca2+ capacity in G93A
relative to age- and gender-matched, non-transgenic mito-
chondria at both ages. Ca2+ capacity in 45-day-old Wt
hSOD1 spinal cord mitochondria is unchanged compared
with littermate non-transgenic controls (Figs 3e and f).

Ca2+-induced morphological alterations of G93A spinal

cord mitochondria do not correlate with increased

cytochrome c release
We compared the morphological changes and cytochrome c
release in 68-day-old G93A and non-transgenic spinal cord
mitochondria challenged with Ca2+. For comparison, cyto-
chrome c release of untreated mitochondria was studied by
incubating them in the same buffer conditions, but without
addition of Ca2+.

In the absence of Ca2+ challenge, both non-transgenic and
G93A mitochondria preparations contained mostly organ-
elles with intact appearance, while a fraction of mitochondria
appear to be damaged, presumably by the isolation procedure

Fig. 2 Mitochondrial Ca2+ capacity is decreased in G93A brain mito-

chondria. (a) The absolute brain mitochondrial Ca2+ capacity increases

significantly with age. Absolute values of mitochondrial Ca2+ capacity in

non-transgenic mice are expressed in nmoles Ca2+/mg of protein

(p < 0.003 by one-way ANOVA). Error bars indicate SEM; n-values,

number of animals studied. (b) Ca2+ capacity of transgenic mice (G93A

or Wt hSOD1, N1029) is expressed as a percentage of the capacity in

non-transgenic littermates. Ca2+ loading capacity is significantly

decreased in G93A brain mitochondria at 65 days-of-age and at later

ages compared with non-transgenic littermates. At 35 days-of-age

there is no significant difference between G93A and non-transgenic

mice. Ca2+ capacity in Wt hSOD1 (N1029) transgenic mice both at 45

and 140 days is unchanged compared with age-matched non-trans-

genic littermates (N1029 non-Tg). Error bars indicate SEM; n-values,

number of animals studied; *indicates p < 0.01.
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(Figs 3a and c). However, the G93A preparation appears to
contain a somewhat higher proportion of shrunken and
condensed organelles (Fig. 3c). After Ca2+ challenge, the
majority of non-transgenic mitochondria are swollen because
of membrane permeability transition (Fig. 3b), whereas most
of the G93A mitochondria appear condensed (Fig. 3d).

Approximately 10% of total mitochondrial cytochrome c
is released in the buffer in the absence of Ca2+ (Table 1),
most likely due to mechanical damage. Upon Ca2+ challenge,
the release of cytochrome c increases to only 20% of total
cytochrome c. These results are consistent with earlier
observations that Ca2+-induced PTP activation does not

(a)

(b)

(e) (f)

(c)

(d)

Fig. 3 Decreased mitochondrial Ca2+ capacity and Ca2+-induced

morphological changes in G93A spinal cord. (a) Control non-trans-

genic mitochondria without Ca2+ challenge. The arrow indicates a

damaged organelle. (b) Non-transgenic mitochondria after Ca2+ chal-

lenge. Arrows indicate mitochondria that have undergone permeability

transition with typical swollen appearance. (c) G93A mitochondria

without Ca2+ challenge. The arrow indicates a mitochondrion with

condensed appearance. (d) G93A mitochondria after Ca2+ challenge.

The smaller arrows indicate mitochondria with condensed

appearance. Arrowheads indicate membrane remnants, possibly res-

idues of ruptured mitochondria. (e) The absolute values of Ca2+

capacity expressed in nmoles/mg protein in spinal cord mitochondria

from non-transgenic mice did not change significantly between the

ages of 35 and 68 days. (f) Mitochondrial Ca2+ capacity expressed as

a percentage of the capacity in non-transgenic littermates. G93A spi-

nal cord mitochondria show a significant reduction in Ca2+ capacity,

both at 35 and 68 days-of-age compared with non-transgenic litter-

mates. Mitochondrial Ca2+ capacity is unchanged in N1029 transgenic

mice compared with non-transgenic littermates. Note that each

experiment was conducted on mitochondria isolated from spinal cords

of a pool of four mice, two males and two females (i.e. a total of 16

spinal cords was tested for each group). Error bars indicate SEM;

n-values, number of pools of four spinal cords studied; **p < 0.01, *p <

0.03.
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result in a massive cytochrome c release from neural
mitochondria (Andreyev and Fiskum 1999). Under all
conditions, there is no statistically significant difference in
the amount of cytochrome c released from G93A and non-
transgenic mitochondria (Table 1).

Ca2+-induced loss of DYm in mitochondria of G93A mice

We examined changes of mitochondrial membrane potential
(DYm) in response to Ca2+ load in G93A brain mitochondria
at 35, 65 and 125 days-of-age. As shown by a representative
trace in Fig. 4(a), after each Ca2+ addition, a drop in DYm

(de-polarization) is followed by a partial re-polarization.
There is no statistically significant difference between G93A
and non-transgenic mitochondria in DYm prior to Ca2+

addition (DYm-ini; data not shown). However, we observed
that after each Ca2+ addition, mitochondrial re-polarization is
less efficient in G93A than in non-transgenic mitochondria.
In order to quantify this difference, experiments were
conducted in parallel in one non-transgenic and one trans-
genic sample. DYm sensitivity to Ca2+ challenge is measured
as the ability of mitochondria to re-polarize after challenge
with either low or high Ca2+ loads. Low loads were 40 nmol
Ca2+ in all experiments; high Ca2+ loads were set for both
non-Tg and transgenic mitochondria at the penultimate Ca2+

addition preceding the complete de-polarization of transgenic
mitochondria (i.e. 120 nmoles Ca2+ in the example in
Fig. 4a). In brain, G93A mitochondria exhibit a statistically
significant reduction in DYm in response to high Ca2+ loads
starting at 65 days-of-age (Fig. 4b upper panel).
In spinal cord mitochondria, we did not find a significant

difference in the decrease of DYm in response to high Ca2+

loads between G93A and control mitochondria (Fig. 4c
lower panel). However, in brain and spinal cords of younger
G93A mice (65 and 35 days-of-age, respectively), mito-
chondria were significantly more sensitive to low Ca2+ loads
(i.e. 40 nmoles; Figs 4b and c, upper panels).

Mitochondrial oxygen consumption is unchanged in

spinal cord from pre-symptomatic G93A mice

We measured complex I and complex II driven oxygen
consumption in the presence of malate plus pyruvate and
succinate plus rotenone, respectively. State 3 respiration was
inhibited by the addition of carboxyatractylate, a specific
inhibitor of the adenine nucleotide translocator. Although
previously it had been shown that, under certain experimen-
tal conditions, G93A spinal cord has impaired mitochondrial
respiratory chain function (Mattiazzi et al. 2002; Kirkinezos
et al. 2005), under our experimental conditions, spinal cord
mitochondria from pre-symptomatic G93A mice do not
display significant differences in respiration as compared
with non-transgenic controls (Fig. 4d). These data suggest
that the reduction of Ca2+ capacity does not result from
impaired respiration per se, at least in the early stages of the
disease.

Ca2+ capacity and DYm sensitivity to Ca2+ challenge is

unchanged in G93A liver mitochondria
To determine whether mitochondrial Ca2+ capacity impair-
ment is a tissue-specific trait or a more generalized
phenomenon that also affects non-neural tissues, we studied
mitochondria isolated from liver of G93A mice. Ca2+

capacity in transgenic mice is not decreased compared with
non-transgenic littermates, both at 67 and 120 days-of-age
(Fig. 5a). Mitochondrial DYm sensitivity to Ca2+ challenge,
calculated as described earlier for brain and spinal cord
mitochondria, is unchanged in liver from 120-day-old G93A
transgenic mice, as compared with non-transgenic littermates
(Fig. 5b).

Mitochondrial Ca2+ capacity and sensitivity of DYm to

Ca2+ challenge in G85R spinal cord

To assess whether a reduction in mitochondrial Ca2+

loading capacity is common to other murine models of
fALS, we studied spinal cord mitochondria from sympto-
matic G85R mice at 10–12 months-of-age. We found that
Ca2+ loading capacity is variable both in transgenic and
non-transgenic groups, possibly because of an aging effect.
However, there is a statistically significant reduction in
G85R spinal cord mitochondria. The Ca2+ loading capacity
in G85R spinal cords is 73 ± 7% of non-transgenic
controls (p < 0.03). We did not find significant differences
in DYm sensitivity to Ca2+ challenge, calculated either
after low or high Ca2+ loads between G85R mice and
controls (Table 2). Unlike symptomatic G93A mice (Matt-
iazzi et al. 2002), in fully symptomatic G85R spinal cord
mitochondria, there is no reduction in ATP synthesis and
oxygen consumption (Table 2). These data confirm that a
decrease in mitochondrial Ca2+ loading capacity is a
common trait of mutant hSOD1 mice, and that it does not
appear to correlate with a reduction in respiratory chain
function.

Table 1 Cytochrome c release from spinal cord mitochondria from 68-

day-old mice. Cytochrome c was measured by ELISA in mitochondria

re-suspended in Ca2+ assay buffer (Total) in the supernatant fluid after

mitochondria sedimentation prior to Ca2+ challenge (Supernatant), and

in the supernatant fluid after Ca2+ challenge and mitochondrial sedi-

mentation (Supernatant + Ca2+). Each experiment was conducted on

mitochondria isolated from a pool of four spinal cords from 68-day-old

mice. In both G93A and non-Tg samples, Ca2+ boluses matched the

number of additions corresponding to the maximal amount of Ca2+

taken up by non-transgenic mitochondria. There are no statistically

significant differences between G93A and non-Tg mitochondria. Val-

ues are nmoles cytochrome c/mg protein ± SEM; number of pools of

four spinal cords studied ¼ 3

Total Supernatant Supernatant + Ca2+

Non-Tg 5710 ± 509 557 ± 36 1033 ± 120

G93A 4928 ± 449 517 ± 100 892 ± 96
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Discussion

Although much is known about the genetic defects under-
lying SOD1-related fALS, the molecular and biochemical
mechanisms that cause the ‘toxic’ effect of mutant SOD1 are
still far from being understood. One of the major puzzles
that remains to be solved is that of the tissue specificity of
the degenerative process. Both in fALS patients and in

transgenic animals, mutant SOD1 is ubiquitously expressed
and its effect is not limited to motor neurons, since
transgenic mice expressing mutant SOD1 exclusively in
neurons or in glia do not develop disease (Gong et al. 2000;
Lino et al. 2002), and both neurons and glia must express
the mutant protein for the disease to take place (Clement
et al. 2003). Yet, only certain types of neuronal cells
degenerate.
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Several lines of evidence indicate that mitochondria may
be implicated in the selectivity of SOD1 toxicity. First,
although the majority of SOD1 is localized in the cytosol, a
portion of the protein is localized in mitochondria (Jaarsma
et al. 2001; Okado-Matsumoto and Fridovich 2001; Sturtz
et al. 2001; Higgins et al. 2002; Field et al. 2003). Mutant
SOD1 is more abundant in mitochondria from nervous tissue
than in other non-affected ones, such as liver or heart
(Mattiazzi et al. 2002; Liu et al. 2004; Vijayvergiya et al.
2005). Furthermore, mutant hSOD1 has been shown to
accumulate in the mitochondria of spinal cord from mutant
hSOD1 transgenic mice (Liu et al. 2004) where it interacts
with the anti-apoptotic protein Bcl-2 (Pasinelli et al. 2004).
Second, mutant SOD1 forms aberrant aggregates in the
mitochondria of the neural tissue and not in other, non-
affected tissues of SOD1 transgenic mice (Mattiazzi et al.
2002; Liu et al. 2004; Vijayvergiya et al. 2005). Third, since
Ca2+-mediated glutamate excitotoxicity is one of the poten-
tial mechanisms for the tissue specificity of SOD1 toxicity
(Rothstein 1996), the impairment of Ca2+ handling in SOD1
mutant mitochondria may provide a link between mitoch-
ondrial dysfunction and glutamate excitotoxicity. Because
mitochondria are a major short-term buffering system of
intracellular Ca2+ (Nicholls et al. 2003; Wang et al. 2003),
an impairment of mitochondrial Ca2+ handling may precipi-
tate excitotoxic events in excitable cells that undergo high
Ca2+ influx in response to glutamate (White and Reynolds
1996). Elevation of cytosolic Ca2+ levels in neurons may
compromise mitochondrial integrity and functions in a
number of ways, for example, by inducing enhanced
production of free radicals from mitochondria (Reynolds
and Hastings 1995). There is compelling evidence that free
radicals play a major role in neuronal death (Beal 2004),
although neither the source of these radicals nor the precise

nature of the connection between Ca2+ mobilization and free
radical production has been conclusively defined. It has been
suggested that aberrant copper chemistry by mutant SOD1
causes oxidative damage and apoptosis in neuronal cells
(Estevez et al. 1999), and that antioxidant agents extend
survival in mutant hSOD1 transgenic mice (Jung et al. 2001;
Wu et al. 2003).
Disturbed intracellular Ca2+ homeostasis has been previ-

ously reported in cultured primary motor neurons from G93A
transgenic mice (Kruman et al. 1999; Kim et al. 2002).
However, these studies did not address the role of mito-
chondria in Ca2+ handling. Here, we demonstrate impaired
Ca2+ capacity in isolated mitochondria from brain and spinal
cord of mutant hSOD1 mice (Figs 1–3). Liver, a non-affected
tissue, does not display mitochondrial Ca2+ capacity impair-
ment in G93A mice, even at late disease stages (Fig. 5). In
spinal cord mitochondria of G93A mice, Ca2+ capacity is
impaired at as early as 35 days-of-age (Fig. 3). At this stage,
these mice do not manifest symptoms of paralysis or
pathological signs of motor neuron degeneration. These
results strongly suggest that an early impairment in a critical
mitochondrial function, such as Ca2+ handling, may precede
the onset of neurodegeneration in vivo.
In pre-symptomatic G93A mice, brain and spinal cord

mitochondria do not show defects of oxidative phosphory-
lation (Mattiazzi et al. 2002). However, in these mitochon-
dria, we observed a more pronounced depolarization induced
by low Ca2+ loads compared with non-transgenic controls.
This difference was not detected in mitochondria from older,
symptomatic G93A or G85R mice (Figs 4b and c, Table 2).
This observation suggests that mitochondria from younger
mutant hSOD1 mice may be more prone to damage induced
by intense workload. For high Ca2+ loads, we observed
increased mitochondrial depolarization in G93A brain, but

Fig. 4 DYm sensitivity to Ca2+ challenge in brain and spinal cord

mitochondria. (a) In this representative experiment in a 120-day-old

G93A mouse and a non-Tg littermate, sequential Ca2+ bolus addi-

tions (20 nmoles) cause mitochondrial depolarization, as shown by a

sharp downward deflection, followed by a gradual recovery of the

trace. DYm-ini, DYm prior to Ca2+ addition. DYm 40 nmol, DYm

resulting from re-polarization after two Ca2+ additions. DYm Ca
2+, DYm

resulting from re-polarization after the addition of 120 nmoles CaCl2
(in this experiment). Mito, mitochondria 65 lg/mL. The sensitivity of

DYm to Ca2+ challenge is represented by the difference between

DYm-ini and either DYm 40 nmol or DYm Ca
2+, as indicated by the

dashed lines. Ca2+-induced brain (b) and spinal cord (c) DYm sen-

sitivity to Ca2+ challenge is calculated in two different ways. The first

corresponds to DYm sensitivity to low Ca2+ loads (40 nmol) and is

calculated as (DYm 40 nmol/DYm-ini) · 100% (upper panels in b and

c). There is a significant defect of re-polarization (indicated by

asterisks, *p < 0.03) in brain at 65 days-of-age and in spinal cord at

35 days-of-age. The second corresponds to DYm sensitivity to high

Ca2+ loads (DYm Ca
2+), and is set, for both non-Tg and transgenic

(G93A or N1029) mitochondria, at DYm Ca
2+ resulting from the re-

polarization that follows the penultimate Ca2+ addition, before the

complete de-polarization of transgenic mitochondria (i.e. 120 nmoles

CaCl2 in the example in a). There is a significant defect of re-

polarization only in G93A brain mitochondria (b, lower panel), starting

at 65 days-of-age, but not in spinal cord (c, lower panel). Mitoch-

ondrial DY sensitivity to Ca2+ challenge is unchanged in brain and

spinal cord from 45-day-old N1029 transgenic mice as compared with

non-transgenic littermates (b and c). Error bars indicate SEM;

n-values, number of animals (brain) or of pools of spinal cords

studied. (d) The rate of oxygen consumption of spinal cord mito-

chondria was measured with either succinate (5 mM) plus rotenone

(1 lM) (S/R) or pyruvate (7 mM) plus malate (1 mM) (M/P). There are

no statistically significant differences between non-Tg and G93A

mitochondria either in the ADP-induced state 3 (phosphorylating) or

in the carboxyatractylate-induced state 4 (resting) respiration. Bars

represent the average of two experiments performed on 35-day-old

mice plus three experiments on 68-day-old mice. Error bars indicate

SEM.
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not in spinal cord (Figs 4b and c). There may be different
explanations for this observation. First, it may reflect inherent
differences in bioenergetics between brain and spinal cord
mitochondria (Sullivan et al. 2004). This is confirmed by the
observation that in both G93A and control spinal cord, the
Ca2+-induced DYm decrease was more pronounced than in
brain (Figs 4b and c). It is also consistent with the
observation that in both non-transgenic and G93A mice,
Ca2+ capacity increases with age (Fig. 2a) in brain, but not in
spinal cord (Fig. 3e). Second, it may also reflect the
progressively different cellular composition in the degener-
ating tissue. It is possible that mitochondrial bioenergetics in
SOD1 mutant astrocytes may be less affected than in

neurons. Because, in mutant hSOD1 mice, astrocytosis is
much more pronounced in spinal cord than in brain (Gurney
et al. 1994), and because, in our experiments, mitochondria
are isolated from the total cellular pool, in the later stages of
the disease a shift of the cell population towards increased
astrocytes may mask the bioenergetic defect in the spinal
cord. Third, the DYm decrease with high Ca2+ loads in the
brain of G93A mice may reflect a compensatory mechanism.
Such a mechanism may limit the amount of Ca2+ taken up by
mitochondria, thereby preserving their integrity.
In vivo, reduced mitochondrial Ca2+ capacity may result in

enhanced susceptibility to Ca2+-mediated mitochondrial PTP
opening, especially under conditions of metabolic stress
(Scanlon and Reynolds 1998). PTP opening is facilitated by
high Ca2+ load, DYm decrease and production of free radicals
(Zoratti and Szabo 1995), and is prevented by CsA. We
found that, in SOD1 mutant mitochondria, CsA attenuates
the Ca2+ capacity impairment (Fig. 1a). This observation
agrees with the hypothesis that PTP plays a role in the
pathogenesis of fALS (Karlsson et al. 2004; Kirkinezos
et al. 2004).
Interestingly, we also found that upon Ca2+ challenge,

many mutant spinal cord mitochondria undergo morpholo-
gical changes that are suggestive of energy loss (Candipan
and Sjostrand 1984) rather than PTP-induced swelling
(Fig. 3). A similar, although less pronounced, phenomenon
is observed also in G93A brain mitochondria (Fig. 1). It is
possible that the Ca2+ challenge de-energizes a portion of
spinal cord G93A mitochondria before they can accumulate
enough Ca2+ to reach the PTP opening threshold. It is also
possible that Ca2+ may activate a ‘low conductance’
permeability pore, which does not result in mitochondrial
swelling but is CsA sensitive (Novgorodov and Gudz 1996).
This scenario appears to correlate well with the Ca2+-induced
defect of re-polarization at ‘low Ca2+ loads’, in G93A spinal
cord and brain mitochondria.
Although the mechanisms leading to cell death in ALS

are still unclear, several lines of evidence suggest that the
mitochondrial apoptotic pathway may play a role. In spinal
motor neurons of G93A transgenic mice, cytochrome c is
released from mitochondria, leading to caspase 9 activation
(Guegan et al. 2001). Both inhibition of caspase activation
(Li et al. 2000) and the overexpression of the mitochond-
rial anti-apoptotic protein Bcl-2 (Kostic et al. 1997) slow
motor neuron degeneration and extend the survival of
SOD1 mutant mice. However, other observations argue
against a significant contribution of apoptosis to the
pathogenesis of SOD1 fALS. SOD1 mice genetically
lacking caspase 11 (Kang et al. 2003), an upstream
regulator of the executioner caspases 1 and 3, showed
no improvement of disease phenotype. Furthermore, mor-
phological and biochemical markers of apoptotic cell death
are difficult to detect, both in ALS patients and in
transgenic mice (Migheli et al. 1999).

Fig. 5 Ca2+ capacity and DYm sensitivity to Ca2+ challenge in liver

mitochondria is unchanged in G93A mice. (a) Ca2+ capacity of G93A

liver mitochondria, expressed as a percentage of the capacity in non-

Tg littermates, is unchanged, both at 67 and 120 days-of-age. (b)

Mitochondrial DY sensitivity to Ca2+ challenge, calculated as des-

cribed in the legend to Fig. 4, is unchanged in liver from 120-day-old

G93A transgenic mice, as compared with non-transgenic littermates.

Error bars indicate SEM; n-values, number of animals studied.
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In vitro, mitochondrial PTP opening results in swelling
and damage of organelles (Zoratti and Szabo 1995) that may
result in cytochrome c release. However, we found no
difference in the amount of cytochrome c released from
G93A spinal cord mitochondria, as compared with controls,
upon Ca2+ challenge (Table 1). The absence of correlation
between PTP opening and cytochrome c release in mito-
chondria from neural tissue was reported earlier (Andreyev
and Fiskum 1999).
It was shown that in symptomatic G93A spinal cord

mitochondria, most respiratory chain complexes are partially
suppressed (Jung et al. 2002; Mattiazzi et al. 2002). Here,
we show that in G93A mice, decreased mitochondrial Ca2+

capacity precedes the respiratory chain defects (Fig. 4d) and,
in G85R mice, it occurs in the absence of overt respiratory
chain defects (Table 2). These results suggest that impaired
mitochondrial Ca2+ capacity in mutant hSOD1 mice occurs
early on in the progression of the disease, affects neural
tissue preferentially and is not necessarily associated with
respiratory chain defects.
Nevertheless, the abnormal mitochondrial Ca2+ handling

in G93A mice may eventually result in respiratory chain
impairment (Jung et al. 2002; Mattiazzi et al. 2002; Kirkin-
ezos et al. 2005). For example, inhibition of mitochondrial
enzymes, involved in respiration and oxidative phosphory-
lation, by Ca2+ is well documented (Villalobo and Lehninger
1980; Roman et al. 1981; Lai and Cooper 1986; Lai et al.
1988). Accumulated Ca2+ may also decrease the intramit-
ochondrial pool of ADP, thus reducing the exchangeable
pool and the amount of ADP available to the F1F0 ATPase
(Lai and Cooper 1986). Progressive accumulation of large
amounts of Ca2+ and Pi results in Ca2 –Pi precipitate
formation in the mitochondrial matrix (Chalmers and Nich-
olls 2003; Chinopoulos et al. 2003). Mitochondria from
neural tissues can accumulate such significant amounts of
Ca2+ [2000–4000 nmol/mg protein (Chalmers and Nicholls
2003; Chinopoulos et al. 2003) and Figs 2 and 3] that the
precipitate may literally fill up the mitochondrial matrix
water space, thus creating diffusion limitations for substrate
delivery to primary dehydrogenases.

Excitable cells, such as motor neurons, are exposed to
repetitive Ca2+ challenges in vivo. It is possible that over
time, these Ca2+ challenges in mutant hSOD1 neurons with
abnormal mitochondrial Ca2+ handling may contribute to
accelerating cell damage and, eventually, cell death.
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X. La mitochondrie : perspectives de ciblage thérapeutique 

Les maladies de Huntington et de Parkinson sont des maladies orphelines, pour lesquelles 

à ce jour aucune thérapie pharmacologique ne permet de ralentir la dégénérescence 

neuronale.  

En ce qui concerne la MH, les traitements médicamenteux actuellement utilisés, 

purement symptomatiques, visent à contrôler les troubles cinétiques et psychiatriques. 

Bien que les médicaments classiques et ceux en phase d’expérimentation (tableau 15) 

améliorent certaines manifestations de la maladie, comme les troubles psychiatriques et 

les troubles du mouvement (revu dans Armstrong MJ and Miyasaki JM, 2012), il manque à ce 

jour des traitements contrecarrant réellement la dégénérescence des neurones. 

Aujourd’hui la thérapie "réparatrice" de remplacement de cellules par la greffe de 

neurones est celle qui génère le plus d'espoir.  

 
 

Dyskinésies choréiques 
 

 
 

Antagonistes de la dopamine 
        Réserpine 
        Tetrabenazine 
        Perfenazine 
        Aloperidole 
        Sulpiride 
Mesures ergonomiques 

Rigidité 
(typique des formes juvéniles) 

Médicaments anti-parkinsoniens 
        Agonistes de la dopamine 

 
Troubles psychiatriques et 

comportementaux 
 

Neuroleptyques 
Sels des Litium 
Médicaments anti-dépressifs 
          Anti-dépressifs tricycliques 
          Médicaments serotoninergique 
          Anti-épileptiques (carbamazepine) 
Soutien psychologique 

En phase d’expérimentation 
Médicaments 

 
 

Chirurgie 

Anti-glutamatergiques (Amantadine; Riluzole) 
Metabolites energetiques (CoQ; Creatine; 
 -fatty acids (ethyl-EPA) 
Anti-Oxydants: resveratrol; (+TEMPOL dans les animaux)  
Anti-inflammatoires Mynocycline 
(Triterpenoides expérimentés dans les modèles animaux) 
 
Greffe de cellules souches fœtales 

Tableau 15 : stratégies thérapeutiques utilisées pour le traitement de la MH. Des études RCT 

(pour Randomised Control Trials) de class I ou II témoignent de l’efficacité de médicaments en 

phase d’expérimentations sur les troubles moteurs (revu dans Armstrong MJ and Miyasaki JM, 

2012)  
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Egalement, en ce qui concerne la MP (tableau 16), la thérapie pharmacologique 

actuellement utilisée est purement symptomatique ; les traitements chirurgicaux visant à 

modifier la fonctionnalité de la boucle cortico-striato-pallido-thalamo-corticale sont 

relativement  efficaces, mais ils restent coûteux et donc d’applicabilité limitée.  

 

 
 
Médicaments anti-parkinsoniens 
 

L-Dopa (Dihydroxy-Phenylananine) 
Agonistes de la dopamine        
Médicaments réduisant le ‘turnover’ de la     
Dopamine 
Anti-cholinergiques 

Autres Amantadine 
Piriberil (anti-dopaminergique, utilisé dans les 
formes à prédominance tremblante) 

 
Traitements non 
pharmacologiques 
 

Rééducation fonctionnelle 
Kinésithérapie active 
Mesures ergonomiques 
Soutien psychologique 

 
Traitements chirurgicaux 
Modifiant le fonctionnement de la 
boucle cortico-striato-pallido-
thalamo-corticale 
 

Implantation d’électrodes  
Pour la stimulation chronique du noyau sous-thalamique 
ou GPi 
Lésion ou stimulation chronique à haute fréquence 
du noyau ventral intermédiaire du thalamus (pour le 
tremblement) 

En phase d’expérimentation 
 

Médicaments 
 
Remplacement des cellules 
dégénérées 

Anti-glutamatergiques Remacemide 
Métabolites énergétiques CoQ; Creatine 
Anti-oxydants (SS-31et-20 dans les animaux) 
Anti-inflammatoires Mynocycline 
 
Greffe de cellules souches fœtales 

 

Tableau 16 : Stratégies thérapeutiques utilisées pour le traitement de la MP. Des études RCT de 

classe I ou II témoignent de l’efficacité de médicaments en phase d’expérimentations sur les 

troubles moteurs (revu dans Chaturvedi RA and Beal MF, 2013)  

 

Comme pour la MH, la transplantation de cellules souches fœtales, reste à ce jour un 

traitement prometteur ; toutefois de nombreuses problématiques d’ordre technique et   

éthique empêchent l’application de cette stratégie sur large échelle. 
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La recherche orientée à définir le rôle de la mitochondrie au cours des maladies 

neurodégénératives a aussi fourni la base pour la découverte et le développement de 

nouvelles stratégies thérapeutiques. De multiples stratégies pharmacologiques améliorant 

la fonction mitochondriale sont en cours d’expérimentation dans les essais cliniques. 

Celles-ci utilisent des métabolites énergétiques, tels que le Coenzyme Q (CoQ), la 

créatine ou les acides gras, et se sont révélées efficaces dans l’amélioration de certains 

troubles du mouvement dans la MH et dans la MP (revu dans Chaturvedi RA and Beal 

MF, 2013; Armstrong MJ and Myasaki JM, 2012). Le CoQ est, en effet, une molécule 

liposoluble, qui stabilise les membranes, et de facile administration. Son potentiel comme 

agent neuroprotecteur a été testé sur les patients atteints de différentes maladies 

neurodégénératives. En ce qui concerne la MH,  actuellement deux études cliniques sont 

en cours : une première étude multicentrique randomisée, en double aveugle, est en phase 

II d’expérimentation pour tester la tolérance à de doses élevées de CoQ (600 à 2400 mg 

par jour) chez des sujets au stade presymptomatique, porteurs d’expansions 

pathologiques du trait CAGn ; le deuxième étude à long terme, randomisée et en double 

aveugle, vise à examiner si le CoQ est efficace dans le ralentissement de l’aggravation de 

la MH (revu dans Burgunder JM, 2013). 

De manière similaire l’efficacité, en tant qu’agent neuroprotecteur, de la créatine a été 

experimentée dans les protocoles cliniques de plusieurs maladies neurodégénératives. La 

créatine est un donneur de phosphate à haute énergie. Chez les patients atteints de MH, 

l’administration de créatine à la dose de 8g par jour a été bien tolérée, et améliore un des 

paramètres indicateurs du stress oxydant (les niveaux sériques de 8OH2'dG) (Hersch SM 

et al., 2006). 

En ce qui concerne la MP l’administration CoQ, en association avec la Vit E (1,200 

IU/jour), s’est révélée efficace ; les améliorations plus prononcées étant corrélées à 

l’administration de hautes doses de CoQ10 (1,200 mg/jour) concernent les activités de la 

vie quotidienne (UPDRS partie II : réduction de 44% du déclin fonctionnel) (Shults CW 

et al., 2002).   

Egalement, l’association de l’anti-inflammatoire mynocycline et de la Créatine a été 

expérimentée avec succès sur les patients MP, démontrant une bonne tolérance chez les 

patients et une amélioration de l’UPDRS (revu dans Chaturvedi RA and Beal MF, 2013).  
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A ce jour, des stratégies plus spécifiques, ciblant presque tous les aspects de la fonction 

mitochondriale dont on a parlé dans les chapitres précédents, sont en cours 

d’expérimentations. L’augmentation des niveaux de PGC-1 a été obtenue par 

l’utilisation du resveratrol, un inducteur de la deacétylase SIRT1. En alternative, les 

thiazolidinediones comme le pioglitazone et le bézafibrate, un pan-agoniste de PPAR, se 

sont révélés utiles comme agents neuroprotecteurs dans des modèles cellulaires et 

animaux. En particulier, par l’utilisation du bézafibrate, un’amélioration des 

performances motrices, de la survie, de l'atrophie striatale et des MSNs e été mise en 

évidence (Johri A et al., 2012). L’impact positif du bézafibrate, a été constaté aussi au 

niveau musculaire, où la diminution des fibres de type I s’est révélée moins dramatique à 

la suite de son administration, et dans le tissu adipeux avec amélioration de la 

vacuolisation lipidique.  

Plusieurs autres stratégies pour augmenter les niveaux et la fonctionnalité de PGC-1 ont 

été expérimentées dans des modèles de dégénérescence musculaire. L’étude de la 

mitochondrie est d’approche plus facile dans le muscle squelettique, qui d’ailleurs se 

montre compromis au cours de plusieurs maladies neurodégénératives, y compris la MH. 

Les glucocorticoïdes, les inhibiteurs du système microtubulaire, comme la colchicine ou 

le taxol, les inhibiteurs de la synthèse protéique, ou encore les agents inducteurs de 

l’AMPK, kinase dépendante de l’AMPc, se sont tous révélées très prometteurs vis-à-vis 

de la fonction du muscle squelettique. Ces agents ont été utilisés en alternative aux 

stratégies de transfert de gènes afin d’augmenter l’expression du gène codant pour PGC-

1 (Handschin C et al., 2007; Arany Z et al., 2008; Chaturvedi RK et al., 2009; Xu W et 

al., 2011). Les agents antioxydants ciblés à la mitochondrie (les peptides antioxydants, 

SS31 et SS20, pour la MP, et la molécule antioxydante synthétique XJB-5-131, pour la 

MH) se sont aussi révélés prometteurs dans la prévention des phénomènes d’apoptose, 

nécrose et stress oxydant  (revu dans Chaturvedi RK and Beal MF 2013). 

Les activateurs de la voie de signalisation Nrf2/ARE (Antioxidant Response Element), 

comme les triterpénoides, exercent des effets neuroprotecteurs dans les modèles animaux 

de MH et  de MP : ces agents augmentent la motricité et la survie dans les modèles 

transgéniques murins de MH, et atténuent la perte neuronale dans les modèles toxiques de 



 266 

MH et MP, induite respectivement par administration de 3-NP et MPTP (revu dans 

Chaturvedi RK and Beal MF 2013). 

Enfin, un futur dans le développement des stratégies visant à manipuler 

pharmachologiquement la dynamique mitochondriale et le rapport entre la fusion et la 

fission est envisageable. En effet il existe des molécules qui ciblent ces processus, 

comme le quinazolinone, un inhibiteur de la division mitochondriale (mdivi1 pour 

mitochondrial division inhibitor 1), qui dans les expérimentations in vitro et in vivo a un 

effet neuroprotecteur qui contrecarrent les phénomènes d’excitotoxicité et l’augmentation 

du stress oxydant (Cassidy-Stone et al., 2008; Grohm J et al., 2012; Slupe AM et al., 

2013). Cette stratégie est potentiellement utile dans le traitement de plusieurs affections 

neurologiques, y compris les accidents vasculaires cerebraux  et la neurodégénérescence. 

Le rôle de la mitochondrie et des applications thérapeutiques la concernant présente 

autant de facettes, allant bien au-delà de la simple synthèse et de la distribution de l'ATP 

dans les cellules. 

 

Dans mon projet concernant la MH, nous proposons déjà une stratégie qui, par transfert 

de gènes, améliore la fonction mitochondriale et fournit une neuroprotection efficace 

contre la toxicité causée par la HTT mutée. En outre, les autres données obtenues au 

cours du développement du même projet impliquent un rôle de PGC-1 dans la MH.  

Dans mon projet concernant la  MP, je me focalise sur des aspects de la physiologie 

mitochondriale, comme la fission et la mitophagie, qui suscitent aujourd’hui beaucoup 

d’intérêt. Toutefois l’enthousiasme de la recherche doit être mitigé. Par exemple, si les 

données obtenues des modèles animaux et cellulaires indiquent un rôle primaire des 

protéines Parkine et PINK1 dans ces aspects de la physiologie mitochondriale, à ce jour il 

manquent encore des preuves concrètes de l’importance des ces mêmes aspects dans les 

tissus nerveux des patients atteints des différentes formes de MPF ou de MP sporadique. 

La disponibilité d’agents pharmacologiques visant à leur manipulation représente en soi 

une motivation pour les explorer. 
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