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1. Introduction 

La maladie d’Alzheimer est la première cause de démence dans le monde. Sa préva-

lence en continuelle augmentation et l’absence de traitement curatif en font un enjeu majeur 

de santé publique (Scheltens et al., 2016). Cette maladie présente de nombreuses similitudes 

avec les maladies à prions, qui sont également des maladies neurodégénératives incurables. 

Toutes deux sont associées à la transconformation et à l’agrégation d’une ou plusieurs 

chaînes polypeptidiques : la protéine prion (PrP) pour les maladies à prions (Prusiner, 1982) 

et le peptide bêta amyloïde (A) ainsi que la protéine tau pour la maladie d’Alzheimer (Glen-

ner and Wong, 1984). Ces polypeptides mal repliés s’assemblent en une grande variété 

d’agrégats de tailles et de structures diverses, dont certains sont toxiques. Le mauvais re-

pliement se propage aux protéines saines suivant des mécanismes de nucléation / polymé-

risation similaires pour les deux maladies (Aoyagi et al., 2019; Olsson et al., 2018). Les agré-

gats toxiques s’accumulent alors dans le cerveau et conduisent à la neurodégénérescence. 

Par ailleurs, la maladie d’Alzheimer et les maladies à prions sont caractérisées par un stress 

oxydant cellulaire chronique qui apparaît avant les premiers symptômes et participe à l’évo-

lution de la maladie (Kim et al., 2015; Pamplona et al., 2008), sans que la relation de causalité 

entre agrégation de protéines et stress oxydant ne soit élucidée. Ainsi, certains agrégats 

favorisent le stress oxydant et, réciproquement, le stress oxydant peut favoriser l’agrégation 

de protéines. Le déclencheur de ce cercle vicieux et les assemblages impliqués sont encore 

mal documentés (Cheignon et al., 2017; Lévy et al., 2019; Zou et al., 2002). De plus, la protéine 

prion cellulaire normalement repliée, décrite comme antioxydante et neuroprotectrice 

(Castle and Gill, 2017; Vassallo and Herms, 2003), est nécessaire pour que les assemblages 

infectieux de protéine prion soient toxiques (Brandner et al., 1996; Mallucci et al., 2003). Elle 

agit également comme un récepteur à certains assemblages oligomériques d’A, et pourrait 

ainsi médier leur cytotoxicité dans le cadre de la maladie d’Alzheimer (Laurén et al., 2009; 

Salazar and Strittmatter, 2017), ce qui constitue un lien fonctionnel entre les deux maladies. 

L’objet de cette thèse est donc une étude combinée des perturbations rédox induites 

par différents assemblages d’A et de PrP, dans le but (i) d’identifier les assemblages les plus 

perturbateurs et (ii) d’étudier le rôle de la PrP cellulaire dans ce processus. L’objectif à long 



18 

 

terme est de mieux comprendre les dysfonctionnements neuronaux précoces dans le cadre 

de la maladie d’Alzheimer et des maladies à prions. Dans ce but, j’ai commencé par mettre 

en place des modèles cellulaires permettant un suivi dynamique du stress oxydant. Ces mo-

dèles sont basés sur la lignée épithéliale RK13, modèle pour les maladies à prions. Puis, j’ai 

développé de nouveaux outils pour quantifier le stress oxydant en temps réel dans ces cel-

lules et analyser statistiquement les résultats obtenus. J’ai ensuite exploité ces outils pour 

étudier l’influence sur l’homéostasie rédox, soit de l’expression endogène d’A et de PrP, 

soit de l’ajout dans le milieu de culture de PrP infectieuse ou de différents assemblages d’A 

et de PrP produits in vitro.  

La première partie du présent manuscrit introduit les connaissances et données de la 

littérature à partir desquelles le projet de thèse s’est construit. Dans un second temps, les 

matériels et méthodes mis en œuvre pour mener le projet sont présentés. Les résultats ob-

tenus font l’objet de la troisième partie, qui détaille (i) les modèles cellulaires construits, (ii) 

les outils méthodologiques développés dans le cadre de ce travail, et (iii) l’influence sur l’ho-

méostasie rédox de l’expression d’A ou de PrP, puis de l’exposition exogène à des assem-

blages de PrP (infectieux ou non) ou d’A. Le manuscrit se clôt par une discussion générale 

des résultats obtenus et des perspectives de recherche ouvertes par ce travail. 

 

1.1. Les maladies à prions et la maladie d’Alzheimer : des protéinopathies 

 

1.1.1. Maladies à prions et protéine prion 

 

1.1.1.1. La protéine prion scrapie, un agent infectieux non conventionnel 

Les maladies à prions sont des maladies neurodégénératives irréversibles qui tou-

chent de nombreux mammifères (Wopfner et al., 1999). Ce sont des encéphalopathies spon-

giformes : la neurodégénérescence confère au cerveau un aspect spongieux (Figure 1, co-

lonne de gauche). Cette spongiose est accompagnée d’une prolifération anormale des cel-

lules gliales (Figure 1, colonne du milieu) et de l’accumulation de dépôts de type amyloïde 

de la protéine prion (Figure 1, colonne de droite). Par analogie avec la structure en hélice de 

l’amidon, stabilisée par de multiples liaisons hydrogènes, un assemblage de protéines dit 
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amyloïde présente une structure quaternaire fibrillaire visible en microscopie électronique, 

une figure de diffraction des rayons X caractéristique d’une structure en feuillets  croisés, 

et une affinité pour le rouge Congo associée à une biréfringence (Westermark et al., 2005). 

Ces protéines sont capables de s’associer en protofilaments, puis plusieurs protofilaments 

peuvent s’associer sous forme de fibres amyloïdes, puis de plaques (Fändrich, 2007). 

 

 

Figure 1 : Caractéristiques neuropathologiques d’une encéphalopathie spongiforme 

Observation de coupes de cortex frontal d’un patient décédé sans maladie neurodégénéra-

tive (ligne du haut) et d’un patient décédé de la maladie de Creutzfeldt-Jakob (ligne du bas). 

Colonne de gauche : coloration hématoxyline-éosine. 

Colonne du milieu : immunomarquage de la protéine acide fibrillaire gliale (GFAP), spéci-

fique des astrocytes. 

Colonne de droite : immunomarquage de la protéine prion (PrP). 

Figure adaptée de (Aguzzi, 2001) (CC BY-NC-ND 3.0). 

  

La première maladie à prions décrite est la tremblante du mouton, scrapie en anglais, 

connue en Angleterre depuis le XVIIIe siècle (Woolhouse et al., 2001). Son caractère trans-

missible a été démontré dès 1936 par les vétérinaires français Jean Cuillé et Paul-Louis 

Chelle, après une période d’incubation silencieuse pouvant atteindre deux ans chez les ani-

maux inoculés (Barrairon, 1989). La période d’incubation silencieuse très longue de ces ma-

ladies a conduit à l’hypothèse d’une infection par un virus lent (Fuccillo et al., 1974). Cepen-

dant, l’agent infectieux responsable de la tremblante résiste à la plupart des traitements 

inactivants conventionnels, comme la formaline (solution aqueuse de formaldéhyde) (Patti-

https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/3.0/deed.fr
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son, 1965), les températures élevées et l’exposition aux rayons ultraviolets (UV) à des lon-

gueurs d’onde capables d’altérer les acides nucléiques (Alper et al., 1966). Sa petite taille 

n’est de plus pas compatible avec un agent infectieux conventionel, dont la réplication est 

basée sur une séquence codante d’acides nucléiques (Alper et al., 1966). Ces faits ont conduit 

à l’émergence de l’hypothèse d’un agent infectieux constitué uniquement d’une protéine 

(Griffith, 1967; Pattison and Jones, 1967). Cette hypothèse a été démontrée entre autres par 

les travaux de Stanley Prusiner, récompensé en 1997 par le prix Nobel de médecine, et de 

ses collègues, qui montrent (i) que l’agent infectieux contient une protéine, nommée prion 

pour proteinaceous infectious particle (Prusiner, 1982), (ii) que cette protéine infectieuse est 

partiellement résistante à la digestion par la protéinase K (Bolton et al., 1982) et (iii) qu’elle 

est codée par l’hôte. En effet, la protéine infectieuse, appelée protéine prion scrapie (PrPSc), 

a la même structure primaire que la protéine prion cellulaire (PrPC), qui est une protéine de 

l’hôte, non pathogène et ubiquitaire (Locht et al., 1986; Oesch et al., 1985). La maladie se 

propage par conversion de la PrPC de l’hôte en PrPSc. Ainsi, des souris transgéniques PrP0/0, 

n’exprimant pas la PrPC, sont résistantes aux maladies à prions, tandis que des souris PrP+/0 

présentent un temps d’incubation plus long que les souris PrP+/+ après inoculation de PrPSc 

purifiée à partir de cerveaux de souris malades (Prusiner et al., 1993). De plus, des modèles 

de souris modifiées génétiquement pour exprimer la PrPC de hamster deviennent sensibles 

à l’infection par de la PrPSc de hamster, ce qui n’est pas le cas des souris sauvages (Scott et 

al., 1989) ; ce type de modèles de rongeurs transgéniques pour la PrP est d’ailleurs très utilisé 

pour l’étude des maladies à prions. Enfin, certains assemblages constitués uniquement de 

protéine prion recombinante sont infectieux, c’est-à-dire capable d’induire une maladie à 

prions chez l’animal (Elezgarai et al., 2017; Eraña et al., 2019), ce qui valide cette théorie d’un 

agent infectieux constitué de la seule protéine (Kocisko et al., 1994). 
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1.1.1.2. Structure et fonctions de la protéine prion cellulaire 

La protéine prion normale, également appelée protéine prion cellulaire (PrPC), est une 

protéine ubiquitaire, codée par le gène PRNP, et particulièrement abondante dans les neu-

rones (Bendheim et al., 1992). La Figure 2A résume ses principales caractéristiques et la Fi-

gure 2B présente sa structure tridimensionnelle.  

La région carboxy-terminale (C-ter) de la PrPC présente une structure globulaire com-

prenant trois hélices  et deux feuillets , tandis que sa région amino-terminale (N-ter) est 

non structurée et flexible (James et al., 1997; Riek et al., 1996). Cette protéine présente deux 

sites potentiels de glycosylation (Caughey et al., 1989) et un pont disulfure intramoléculaire 

(Turk et al., 1988). Un peptide signal N-terminal, coupé au cours de la maturation de la pro-

téine, permet son adressage au réticulum endoplasmique (RE). Un peptide signal C-terminal 

permet son ancrage à la surface externe des cellules, après coupure du peptide et liaison 

d’une ancre glycosylphosphatidylinositol (GPI) (Stahl et al., 1987). La région N-terminale con-

tient 4 répétitions en tandem de 8 acides aminés, encadrée par deux régions polybasiques. 

Cette région octapeptide répété, très conservée parmi les mammifères (Harris et al., 1991; 

Kim et al., 2008), est capable de lier des cations métalliques, en particulier l’ion cuivre II (Aro-

noff-Spencer et al., 2000; Brown et al., 1997a; Viles et al., 1999). Ces ions métalliques favori-

sent la formation de liaisons électrostatiques entre les domaines N-ter et C-ter de la pro-

téine, qui lui confèrent une structure plus compacte et permettent de réguler ses fonctions 

physiologiques (Evans and Millhauser, 2017). 

Dans les conditions physiologiques, la PrPC peut être coupée suivant deux voies : 

d’une part, la coupure , à l’interface entre domaine polybasique et région hydrophobe (ré-

sidus 110 – 111 pour la PrP humaine), qui produit les fragments N-terminal N1 et C-terminal 

C1, et, d’autre part, la coupure , au niveau de la région octapeptide répété entre une histi-

dine et une glycine, qui produit les fragments N2 et C2  (Chen et al., 1995; McDonald et al., 

2014). Les mécanismes de ces coupures ne sont pas élucidés avec précision, mais des mé-

talloprotéases de la famille ADAM (a disintegrin and metalloproteinase) pourraient être im-

pliquées, avec un rôle de cofacteur pour les ions Cu2+ et Zn2+, et donc une régulation de ces 
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coupures par les cycles rédox de ces métaux (McDonald et al., 2014). Ces coupures pour-

raient avoir un rôle neuroprotecteur (Fluharty et al., 2013; Guillot-Sestier et al., 2009, 2012; 

McDonald and Millhauser, 2014). 

Deux autres glycoprotéines appartiennent à la même famille que la PrP : Doppel 

(Moore et al., 1999) et Shadoo (Premzl et al., 2003). Ces protéines transmembranaires N-

glycosylées sont similaires à la partie globulaire C-terminale de la PrP pour Doppel (Figure 

2C) et au domaine N-terminal non structuré de la PrP pour Shadoo (Figure 2D). Le polymor-

phisme de Shadoo a une influence sur le risque de développer la maladie de Creutzfeldt-

Jakob (MCJ) (Beck et al., 2008), ce qui peut s’expliquer par l’interaction existante entre PrP et 

Shadoo, qui semble avoir une influence sur le repliement et la dynamique structurale de la 

PrP (Ciric et al., 2015). 

Les souris modifiées génétiquement pour ne pas exprimer la PrP sont viables et se 

développent sans phénotype particulier (Büeler et al., 1992; Prusiner et al., 1993) ni anomalie 

majeure au niveau de leur transcriptome à l’âge adulte (Khalifé et al., 2011). Ces  modèles 

animaux n’ont donc pas permis d’élucider les fonctions physiologiques de la PrPC qui ne 

sont, encore aujourd’hui, probablement pas connues de façon exhaustive (Castle and Gill, 

2017), bien que la forte homologie de séquence et de structure de la PrPC de différents 

mammifères suggère que son rôle est essentiel (Wopfner et al., 1999).  

De manière générale, la PrPC est décrite comme protectrice contre un stress endo-

gène ou environnemental, en particulier contre le stress oxydant, dans différents modèles 

de cellules neuronales ou non, dans des levures modifiées pour exprimer PrP de façon hé-

térologue, et in vivo (Westergard et al., 2007). Ainsi, sa surexpression protège les cellules de 

l’apoptose induite par la voie Bax, importante dans les neurones (Yuan and Yankner, 2000), 

en cellules de mammifères (Roucou et al., 2005) et dans des modèles de levures modifiées 

pour exprimer la PrP (Li and Harris, 2005).  
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Figure 2 : Structure de la protéine prion cellulaire, de Doppel et de Shadoo 

A : Principales caractéristiques de la PrPC humaine (Aguzzi et al., 2008; Castle and Gill, 2017; 

Evans and Millhauser, 2017). Les nombres correspondent aux positions des acides aminés. 

Le peptide signal N-terminal permet l’adressage au réticulum endoplasmique (RE). La région 

octapeptide répété peut interagir avec des ions divalents, dont le Cu2+. Les deux régions 

polybasiques sont représentées en bleu clair et la région hydrophobe (RH) en jaune. La ré-

gion structurée présente trois hélices  (h) et deux feuillets  (), représentés en rouge et 

en bleu, respectivement. Un pont disulfure (S-S) se forme entre les acides aminés 179 et 214. 

La protéine présente deux sites de glycosylation accessoires aux positions 181 et 197. Le 

peptide signal C-terminal est coupé dans le RE, et une ancre glycosylphosphatidylinositol 

(GPI) est ajoutée. Les sites de coupure  et  sont indiqués par les pointillés en bleu clair. 

B : Structure en ruban de la PrPC humaine. Adapté de (Castle and Gill, 2017) (CC BY 4.0). 

C : Principales caractéristiques de Doppel (Castle and Gill, 2017; Westaway et al., 2011). 

D : Principales caractéristiques de Shadoo (Castle and Gill, 2017; Westaway et al., 2011). 

 

La fonction la plus décrite de la PrPC concerne l’homéostasie du cuivre. Les ions cuivre 

et zinc (Cu2+ et Zn2+) sont des cofacteurs essentiels à la dismutation de l’anion radicalaire 

O2
.- en H2O2 et O2 catalysée par la superoxyde dismutase 1 (Zelko et al., 2002), mais une 

concentration trop importante en Cu2+ est neurotoxique et participe à la pathogénèse de 

maladies neurodégénératives (Mezzaroba et al., 2019; Waggoner et al., 1999). La région N-

terminale de la PrPC est capable de fixer les ions Cu2+ (Brown et al., 1997a) au niveau de son 

domaine octapeptide répété (Walter et al., 2006), induisant un changement de conformation 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.fr
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de sa partie N-terminale flexible associé à une plus grande accessibilité de ce domaine au 

solvant, mise en évidence par une approche de spectrométrie de masse par échange hydro-

gène/deutérium (Lu et al., 2018). Cette régulation de l’homéostasie du cuivre par la PrPC est 

associée à une activité protectrice vis-à-vis du stress oxydant (Vassallo and Herms, 2003). La 

carbonylation des protéines et la péroxydation des lipides, qui sont des dommages oxyda-

tifs, sont plus importantes dans les cerveaux de souris n’exprimant pas la PrP que chez des 

souris sauvages (Wong et al., 2001). Des neurones primaires de souris n’exprimant pas la PrP 

sont également plus sensibles que des neurones de souris sauvages à des traitements par 

des oxydants comme la xantine oxydase (Brown et al., 1997b). Cette fonction antioxydante 

semble protectrice vis-à-vis de certains pathogènes comme le virus de la grippe (Chida et 

al., 2018; Sakaguchi and Chida, 2020). Outre la capacité de la PrP à réguler l’homéostasie du 

cuivre, cette activité antioxydante s’explique par la régulation positive de certaines supe-

roxyde dismutases : en effet, les superoxydes dismutases à cuivre-zinc ont une activité ré-

duite chez des souris n’exprimant pas la PrP par rapport à des souris sauvages (Brown et al., 

1997b). Une étude plus récente montre que l’expression et l’activité de la SOD2, une supe-

roxyde dismutase mitochondriale à manganèse, sont augmentées par les fragments N1 et 

N2, produits N-terminaux des coupures  et  de la PrPC (Collins et al., 2018). La PrP pourrait 

de plus avoir une activité superoxyde dismutase après coupure , conditionnée par l’inte-

raction du domaine octapeptide répété avec Cu2+ et Zn2+ (Stańczak and Kozlowski, 2007).  

La PrP joue également un rôle dans l’adhésion cellulaire via son interaction avec la 

protéine d'adhésion cellulaire du système neuro-musculaire N-CAM (neural cell adhesion 

molecule) (Santuccione et al., 2005; Schmitt-Ulms et al., 2001), avec la laminine (Graner et 

al., 2000) et avec son récepteur (Hundt et al., 2001). Elle participe ainsi à la transmission 

synaptique, à la formation des neurites et des synapses (Kanaani et al., 2005), mais aussi, par 

exemple, au maintien de l’intégrité de l’épithélium bronchique (Kouadri et al., 2018). Ce rôle 

d’adhésion est essentiel au développement embryonnaire des poissons zèbre, qui possèdent 

deux homologues de la PrP dont l’expression est indispensable à la viabilité des animaux 

(Málaga-Trillo et al., 2011). Ce rôle dans le développement existe également chez les mam-

mifères (Halliez et al., 2014; Khalifé et al., 2011). La PrPC pourrait ainsi être capable de réguler 
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la voie Notch, qui intervient dans le développement, mais aussi dans le maintien des cellules 

souches neurales (Martin‐Lannerée et al., 2017). Ainsi, la PrPC apparaît impliquée dans l’ho-

méostasie des cellules souches, au cours du développement comme à l’âge adulte (Le Corre 

et al., 2019; Lopes and Santos, 2012; Zhang et al., 2006a). Cette fonction physiologique de la 

PrPC pourrait jouer un rôle dans l’oncogenèse, en favorisant la prolifération et la migration 

des cellules cancéreuses (Le Corre et al., 2019), mais également en les protégeant vis-à-vis 

de l’apoptose (Martin-Lannerée et al., 2014). 

Beaucoup des fonctions décrites pour la PrPC, dont ses rôles dans l’adhésion, la pro-

lifération, la migration et la survie des cellules, sont associées à son rôle dans différentes 

voies de signalisation impliquant des kinases de la famille Src (Ochs and Málaga-Trillo, 2014). 

La Figure 3A présente de manière simplifiée ces différentes voies de signalisation. La Figure 

3B présente plus en détails l’activation par la PrPC des kinases ERK1/2 (extracellular signal-

regulated kinases), qui jouent un rôle dans la prolifération, la croissance et la survie des 

cellules (Grewal et al., 1999), dans le contexte neuronal et non-neuronal.  Au niveau des 

neurites des  neurones sérotoninergiques et noradrénergiques différenciés, la liaison à la 

PrPC d’un anticorps mimant un ligand physiologique active la tyrosine kinase Fyn via la ca-

véoline 1 (Mouillet-Richard et al., 2000). Comme pour d’autres récepteurs membranaires, 

cette fonction paraît dépendante de la dimérisation de la PrP induite par l’anticorps mimant 

le ligand, première étape pour la transduction du signal (Roucou, 2014). Cette voie de signa-

lisation n’est retrouvée que dans les neurones, mais, dans tous les types cellulaires étudiés, 

la stimulation de la PrPC conduit à la formation transitoire d’espèces réactives de l’oxygène 

(ERO), espèces oxydantes dérivées de l’oxygène. Ce phénomène dépend de la NADPH oxy-

dase (NOX), qui catalyse l’oxydation de la NADPH, libérant l’anion superoxyde O2
.-. Ces ERO 

jouent un rôle de seconds messagers et recrutent les protéines ERK1/2 dans l’ensemble des 

types cellulaires étudiés (Schneider et al., 2003).  
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Figure 3 : Principales voies de signalisation impliquant la PrPC 

A : Bilan des principales voies de signalisation médiées par la PrP impliquant la phosphory-

lation de kinases de la famille de Src (SFK), activant en aval différentes voies impliquées dans 

l’adhésion, la différentiation, la prolifération et la migration des cellules, l’apoptose, l’endo-

cytose et l’immunité (Ochs and Málaga-Trillo, 2014). 

B : Activation des kinases ERK par des voies de signalisation dépendant de la PrPC via la 

production d’ERO comme seconds messagers, avec médiation par la Src kinase Fyn dans les 

neurones (en haut), ou via des intermédiaires différents dans les cellules non neuronales (en 

bas) (Schneider et al., 2003, 2004). 

AP-2 : activating protein 2, BACE1 : -sécrétase 1, ERK1/2 : extracellular signal-regulated ki-

nases, Hakai : ubiquitine ligase E3, MBP : myelin basic protein, mGluR5 : metabotropic glu-

tamate receptor 5 (récepteur métabotrope au glutamate 5), NCAM : neural cell adhesion 

molecule, PKB : protéine kinase B, PSD95 : postsynaptic density protein 95, rEGF : récepteur 

de l’epidermal growth factor (facteur de croissance épidermique), rNMDA : récepteur N-mé-

thyl-D-aspartate. 

 

Le rôle de signalisation de la PrPC favorise donc la survie cellulaire, mais une sursti-

mulation des voies utilisant des ERO comme seconds messagers pourrait être toxique. Ainsi, 

des études indiquent que certains anticorps dirigés contre la partie globulaire C-terminale 

de la PrP pourraient être associés à une augmentation massive de la concentration en ERO 

dans les neurones, aboutissant à leur mort (Reimann and Aguzzi, 2018). Cette toxicité pour-

rait être due à une suractivation de la NADPH oxydase 2 par le domaine N-terminal de la 
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PrP, qui conduirait à une libération trop importante d’O2
.- (Sonati et al., 2013). Les auteurs 

suggèrent ainsi que la fonction exécutive du domaine N-terminal de la PrP puisse être ré-

gulée par son domaine C-terminal, ce qui a été confirmé par des travaux plus récents (Evans 

and Millhauser, 2017; Wu et al., 2017). 

  

1.1.1.3. Propagation de la conformation PrPSc et neurodégénérescence 

De manière générale, les maladies à prions se transmettent bien plus facilement entre 

individus d’une même espèce qu’entre individus d’espèces différentes : c’est la barrière d’es-

pèce. Une importante homologie de séquence primaire entre la PrPC de l’hôte et la PrPSc 

infectante facilite la transmission de la maladie (Béringue et al., 2008a; Prusiner et al., 1990; 

Scott et al., 1993). Pour que la barrière d’espèce soit franchie, la PrPC de l’hôte doit pouvoir 

adopter la même conformation que la PrPSc infectante (Béringue et al., 2008a). Même si le 

mécanisme de la conversion de la PrPC en PrPSc reste putatif, des données de modélisation 

mathématique ainsi que l’analogie avec la polymérisation des prions de levure suggèrent 

qu’il s’agit d’un mécanisme auto-entretenu divisé en deux étapes : mépliement et polyméri-

sation de la PrPC par contact avec un noyau oligomérique de PrPSc généré spontanément ou 

introduit accidentellement, puis fragmentation de l’assemblage amyloïde ainsi formé, libé-

rant de nouveaux noyaux de conversion capables à leur tour de recruter et convertir des 

monomères de PrPC, entretenant ainsi la réaction (MacLea, 2017; O’Carroll et al., 2020; Wang 

and Wu, 2017) (Figure 4).  
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Figure 4 : Mécanisme putatif de propagation de la conformation PrPSc par nucléation, 

conversion de la PrPC en PrPSc, polymérisation et fragmentation 

Des noyaux de polymérisation constitués d’oligomères de PrPSc sont générés spontanément 

(cas des maladies à prions sporadiques ou génétiques) ou introduits accidentellement (cas 

des maladies à prions transmises, par exemple par voie alimentaire). Ils sont capables de 

séquestrer des monomères de PrPC, qui adoptent alors la conformation PrPSc. Ainsi, la taille 

de l’agrégat augmente par incorporation et conversion de molécules de PrPC. A partir d’une 

certaine taille, l’agrégat libère des fragments oligomériques de PrPSc, qui deviennent donc 

autant de nouveaux noyaux de polymérisation. Il s’agit ainsi d’une réaction auto-entretenue 

(Beringue, 2017; O’Carroll et al., 2020). 

 

Les structures tertiaire et quaternaire de la PrPSc ne sont connues qu’à faible résolu-

tion (Diaz-Espinoza and Soto, 2012). En effet, l’étude à haute résolution de la structure de la 

PrPSc est difficile en raison de son insobubilité et de sa propension à s’agréger (Wille and 

Requena, 2018). Des techniques biophysiques ont permis d’établir qu’elle est fortement en-

richie en feuillets  (43% de feuillets  dans la PrpSc contre 3% dans la PrPC) (Pan et al., 1993) 

et agrégée, avec une polydispersité de tailles chez un même individu (Laferrière et al., 2013; 

Tixador et al., 2010) et d’un individu à l’autre (Collinge and Clarke, 2007). Plusieurs modèles 

ont été proposés pour la structure de la PrPSc (Figure 5), dont aucun ne peut expliquer à lui 

seul l’ensemble des données expérimentales, dont l’hétérogénéité des assemblages obser-

vés : une coexistence entre ces modèles est envisageable (Diaz-Espinoza and Soto, 2012; 

Wille and Requena, 2018).  
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Figure 5 : Cinq modèles du mauvais repliement de la PrPC en PrPSc 

A : Le modèle de l’hélice  (Govaerts et al., 2004) est basé sur des données de microscopie 

électronique. Il consiste en un repliement de la partie N-terminale de la PrPC (résidus 90 à 

177) en une hélice gauche formée de feuillets . Les trois hélices  de la PrPC sont conservées. 

Les molécules de PrPSc s’assemblent en trimères qui sont empilés pour former des fibres. 

B : Le modèle de la spirale  (DeMarco and Daggett, 2004) est basé sur des simulations des 

modifications conformationnelles de la PrPC à faible pH. Comme pour le modèle de l’hélice 

, les trois hélices  sont conservées et la partie N-terminale est repliée en feuillets . De 

courts brins  sont également formés entre les résidus 116-119, 129-132, 135-140 et 160-

164. Les monomères s’assemblent sous forme de spirale. 

C : Dans le modèle feuillets  in-register, basé sur l’étude structurale par échange hydro-

gène/deutérium couplé à la spectrométrie de masse de PrP recombinante (Cobb et al., 2007) 

et extractive (Smirnovas et al., 2011), aucune des caractéristiques structurales de la PrPC n’est 

conservée. L’ensemble de la protéine est réarrangé sous forme de feuillets , reliés par des 

boucles courtes et empilés entre eux.  

D : Le modèle en -solénoïde est fondé sur une étude par cryo-microscopie électronique qui 

a permis d’identifier des fibrilles formées de deux protofilaments (à gauche). Le schéma de 

droite indique la configuration potentielle des monomères, réarrangés en feuillets . Ce mo-

dèle ne fournit pas d’information structurale au niveau atomique. 

E : Ce modèle est basé sur la structure de fibres de PrP humaine recombinante, obtenue par 

cryo-microscopie électronique à l’échelle atomique.  

A, B, C : adapté de (Diaz-Espinoza and Soto, 2012) (CC BY 2.0). D : adapté de (Vázquez-

Fernández et al., 2016) (CC BY 4.0). E : adapté avec l’autorisation de Springer Nature de 

(Wang et al., 2020b) (© 2020, Springer Nature). 

https://creativecommons.org/licenses/by/2.0/fr/
https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.fr
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A l’exception du modèle feuillets  in-register, tous ces modèles sont fondés sur la 

répétition périodique d’une structure oligomérique, qui pourrait correspondre au motif ré-

pété visible en microscopie à force atomique au niveau de la structure de certaines fibres de 

PrP recombinante (Figure 6A). Cette sous-unité élémentaire (suPrP), de l’ordre du trimère, 

paraît nécessaire et suffisante pour la conversion de PrPC en PrPSc (Igel-Egalon et al., 2017). 

Les fibres de PrPSc seraient ainsi constituées de sous-unités élémentaires reliées entre elles 

par des liaisons faibles. Il existerait un équilibre dynamique entre ces deux niveaux d’assem-

blage (Figure 6B). Le mécanisme d’élongation des fibres de PrPSc n’est pas connu : les mo-

nomères pourraient être intégrés un à un, ou de façon concertée (Figure 6C). Toutefois, la 

structure atomique de fibres obtenues in vitro à partir de protéine prion humaine recombi-

nante a été publiée récemment (Wang et al., 2020b). Ces fibres ont un cœur amyloïde formé 

de deux protofibrilles entrelacées en une hélice gauche, et chaque protomère de PrP est 

entièrement réarrangé sous forme de feuillets . Cette structure est compatible avec le mo-

dèle in register, et partiellement compatible avec le modèle -solénoïde (Wang et al., 2020b), 

et ne correspond pas à un empilement de sous-unités oligomériques. 
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Figure 6 : La sous-unité élémentaire à la base de la formation des fibres de PrPSc 

A : Cliché en microscopie à force atomique (AFM) d’une fibre de PrP humaine recombinante.  

B : La suPrP (en rouge) est constituée de 3±1 trois monomères de PrP reliés entre eux par 

des interactions fortes. Cet état est en équilibre avec les fibres de PrPSc, constituées de sous-

unités élémentaires reliées par des interactions plus faibles. 

C : Schématisation de deux hypothèses pour l’intégration des monomères de PrPC (en bleu) : 

intégration séquentielle des monomères au niveau d’une interface de polymérisation 

impliquant le changement de conformation de la PrPC en PrPSc (jaune) (ligne du haut) et 

intégration concertée de n=3 monomères (ligne du bas). 

Adapté d’une figure d’Angélique Igel-Egalon et Davy Martin (CC BY-NC 2.0). 

 

Les mécanismes de la neurodégénérescence intervenant dans les maladies à prions 

ne sont pas entièrement élucidés, mais le mépliement en PrPSc de la PrPC endogène en est 

un élément clé. Suite à l’infection prion de souris transgéniques PrP0/0 dans le cerveau des-

quelles a été greffé du tissu neural surexprimant la PrPC, la PrPSc s’accumule dans les greffons, 

qui développent les caractéristiques histopathologiques de l’infection. La PrPSc est égale-

ment capable de migrer dans le reste du cerveau, mais, même dans les zones au voisinage 

du greffon, le tissu PrP0/0 n’est pas endommagé par l’accumulation de la PrPSc (Brandner et 

al., 1996). Une autre étude montre que l’inhibition de l’expression de la PrPC chez des souris 

présentant une infection prion avancée conduit, non seulement à l’arrêt de la progression 

https://planet-vie.ens.fr/thematiques/sante/pathologies/le-prion-l-histoire-d-une-proteine-infectieuse
https://creativecommons.org/licenses/by-nc/2.0/fr/
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de la maladie, mais également à la régression de la spongiose : les souris survivent, alors que 

les niveaux de PrPSc dans le cerveau restent aussi élevés qu’au stade terminal de la maladie 

(Mallucci et al., 2003). Ainsi, ces deux études démontrent sans ambiguité que la PrPSc n’est 

pas toxique per se, mais uniquement en présence de PrPC. Il est de plus nécessaire que la 

PrPC soit convertible en PrPSc : en effet, l’infection par une souche de tremblante du mouton 

de neurones et d’astrocytes primocultivés exprimant la PrPC ovine conduit à leur mort, tandis 

que les mêmes modèles cellulaires exprimant une PrPC murine ou humaine, non convertible 

par l’inoculum de PrPSc ovine, ne présentent pas de cytotoxicité après inoculation (Cronier 

et al., 2012). Ainsi, la toxicité de la PrPSc passe par l’expression d’une PrPC convertible.  

L’interaction de la PrPC avec la PrPSc pourrait lever la régulation par le domaine C-

terminal de l’activité pro-oxydante et cytotoxique du domaine N-terminal (Evans and 

Millhauser, 2017; Sorce et al., 2014; Wu et al., 2017) : la fonction physiologique de signalisa-

tion cellulaire de la PrPC, qui passe par l’activation de la NADPH oxydase NOX2 et la libéra-

tion d’ERO, serait dérégulée, conduisant à une surproduction d’ERO, toxiques en trop grande 

quantité (Schneider et al., 2004; Sorce et al., 2014). Un stress oxydant cellulaire, associé à une 

altération de l’homéostasie des métaux, est ainsi observé au cours de la pathogénèse pré-

coce des maladies à prions (Waggoner et al., 1999). Les protéines du cerveau des patients 

présentent des altérations oxydatives (Pamplona et al., 2008) et ce stress oxydant participe 

à la neurodégénérescence (Singh et al., 2010).  

Les mécanismes de maintien de la protéostasie cellulaire, en particulier l’UPR (un-

folded protein response), qui déclenche à terme l’apoptose, jouent un rôle déterminant dans 

la neurodégénérescence. En effet, cette voie est suractivée dans le cas des maladies à prions, 

et, chez la souris, son inhibition est associée à une augmentation de la durée de survie et à 

une atténuation des signes cliniques (Moreno et al., 2013). Ce mécanisme apparaît commun 

à un grand nombre de maladies neurodégénératives, dont les maladies à prions, mais aussi 

la maladie d’Alzheimer, et de manière générale les protéinopathies (Freeman and Mallucci, 

2016). 
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Il apparaît que les espèces les plus neurotoxiques in vitro et in vivo ne sont pas les 

fibres de PrPSc, mais des oligomères subfibrillaires, plus mobiles (Kazlauskaite et al., 2005; 

Silveira et al., 2005; Simoneau et al., 2007). 

  

1.1.1.4. Notion de souches dans les maladies à prions 

Malgré ce mécanisme de propagation de l’agent infectieux commun à toutes les ma-

ladies à prions, elles peuvent, chez une même espèce hôte, être associées à des phénotypes 

physiopathologiques très différents au niveau du temps d’incubation de la maladie (Figure 

7A) et du profil des lésions observées : distribution des dépôts de PrPSc et morphologie des 

vacuoles observées dans le cerveau (Figure 7B). Par analogie avec les agents infectieux con-

ventionnels, ces différentes maladies sont appelées souches de prions (Collinge and Clarke, 

2007). Au niveau biochimique, les souches sont caractérisées par des différences au niveau 

du profil électrophorétique de la PrPSc, qui traduisent des variations dans les proportions 

relatives des trois glycoformes et dans le degré de résistance à la dégradation par la protéi-

nase K (Figure 7C), et au niveau de la distribution de taille des agrégats de PrPSc présents 

dans le cerveau (Figure 7D).  

 De plus, même au sein du même patient, les assemblages de PrPSc sont hétérogènes 

entre eux, au niveau non seulement de leur taille, mais également de leurs propriétés bio-

chimiques, dont la résistance à la protéinase K, et de leur structure : cela pourrait se rappro-

cher de la notion de quasi-espèce (Igel-Egalon et al., 2019). Il est difficile de prédire quels 

assemblages sont les plus neurotoxiques. L’une des premières études menées dans ce sens 

démontre que, concernant la souche 263K, ce sont des assemblages de 14 à 28 protomères 

(Silveira et al., 2005). Cependant, pour les souches lentes (pour lesquelles le temps d’inuba-

tion est élevé chez la souris), ce sont les plus gros assemblages qui apparaissent les plus 

toxiques (Igel-Egalon et al., 2019). Pour la souche LA21K fast, les assemblages les plus 

toxiques sont les plus résistants à la protéinase K, mais cela pourrait également être souche-

dépendant (Igel-Egalon et al., 2019). 
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Figure 7 : Caractéristiques de deux souches de prions 

Les souches de prions se distinguent par leurs caractéristiques biologiques, comme le temps 

d’incubation de la maladie (A), la distribution des agrégats de PrPSc et des vacuoles dans le 

cerveau (B). Ces différences sont associées à la variabilité des propriétés biochimiques de la 

PrPSc, comme la proportion des trois glycoformes, visible sur les profils élecrophorétiques 

(C) ou la distribution de tailles des agrégats, visible par vélocité de sédimentation (technique 

décrite par (Tixador et al., 2010)) (D).  

Figure adaptée de (Beringue, 2017) (CC BY-NC-ND 4.0). 

 

  

https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.fr
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1.1.1.5. Les maladies à prions : enjeux majeurs de santé publique 

 

1.1.1.5.1. Etiologie des maladies à prions humaines 

Chez l’homme, les maladies à prions sont très rares, avec des taux de mortalité an-

nuels compris entre 1 par million entre 2004 et 2006 et 1,4 par million en 2013 (Maddox et 

al., 2020). La Table I présente les maladies à prions humaines classées en fonction de leur 

étiologie : sporadique, génétique, alimentaire ou iatrogène. La maladie de Creutzfeldt Jakob 

sporadique (sMCJ) représente 85% des cas de maladies à prions humaines diagnostiqués. 

Après une incubation silencieuse de plusieurs années, la phase clinique dure en moyenne 5 

à 6 mois. Les symptômes peuvent inclure troubles de la mémoire et du langage, vertiges, 

troubles du sommeil, dépression, troubles visuels, et évoluent généralement vers un mu-

tisme akinétique. L’âge moyen du décès est de 68 ans (Wadsworth and Collinge, 2007). En-

viron 15% des maladies à prions sont d’origine génétique, dues à une mutation du gène 

codant la PrP : la MCJ génétique diffère de la sMCJ par le plus jeune âge des patients et une 

phase clinique plus longue, le syndrome de Gerstmann-Sträussler-Scheinker se manifeste 

par des troubles proches de ceux de la maladie de Parkinson, et l’insomnie fatale familiale 

se traduit par des insomnies progressivement accompagnées de troubles cognitifs et d’hal-

lucinations, avec une phase clinique de 15 mois environ (Takada and Geschwind, 2013).  Les 

maladies à prions peuvent enfin être transmises par voie alimentaire ou iatrogène. Une épi-

démie de kuru, maladie qui se manifeste par une ataxie cérebelleuse progressive, a été dé-

crite dans une population aborigène de Papouasie Nouvelle Guinée au début du XXe siècle 

(Gajdusek and Zigas, 1957). Le caractère infectieux de cette maladie a été démontré sans 

ambiguïté par transmission expérimentale à différents primates non humains par Daniel Car-

leton Gajdusek, récompensé pour ces travaux par le prix Nobel de médecine, et ses collègues 

(Gajdusek et al., 1966, 1968). Des pratiques de cannibalisme rituel étaient à l’origine de cette 

épidémie (Mathews et al., 1968), qui a été enrayée par l’interdiction de la consommation des 

défunts et a causé au total 2700 décès environ (Liberski et al., 2012). Dans les années 1980, 

le passage de l’encéphalopathie spongiforme bovine (ESB), ou « maladie de la vache folle » 

à l’homme par voie alimentaire a conduit à l’émergence du variant de la maladie de Creutz-

feldt Jakob (vMCJ), causant une crise sanitaire sans précédent (Will et al., 1996). Le vMCJ se 
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distingue de la sMCJ par des patients plus jeunes (27 ans en moyenne), une phase clinique 

plus longue (15 mois en moyenne), une prédominance des symptômes psychiatriques par 

rapport à la démence, et la présence de plaques florides, c’est-à-dire entourées de microva-

cuoles (Ferrer, 2002; Will et al., 1996). Les principaux cas de transmission iatrogène de la MCJ 

rapportés sont dûs à des greffes de cornée ou de dure-mère (Lang et al., 1998) ou des trai-

tements avec de l’hormone de croissance purifiée à partir de glandes pituitaires de cadavres 

et non décontaminée. En France, 1443 personnes ont été traitées par cette hormone de 

croissance extractive entre 1982 et 1985, dont 119 avaient déclaré la maladie en 2018 

(Peckeu et al., 2018). D’autres voies de transmission ont été démontrées, comme la transfu-

sion sanguine (Andréoletti et al., 2012; Peden et al., 2004), avec 3 décès associés à la MCJ 

identifiés en Grande Bretagne sur 67 receveurs transfusés avec des produits sanguins issus 

de donneurs alors en phase d’incubation de cette maladie (Urwin et al., 2016). Aujourd’hui, 

les dons du sang sont protégés par des mesures d’exclusion sur des critères géographiques : 

en France, les donneurs ayant séjourné au Royaume-Uni entre 1980 et 1996 sont exclus 

(Etablissement français du sang, 2020), et, au Canada, c’est également le cas des donneurs 

ayant séjourné en France pendant la même période (Société canadienne du sang, 2020). La 

déleucocytation systématique des produits sanguins à usage thérapeutique permet égale-

ment de réduire le risque associé (Krailadsiri et al., 2006).  

Une étude épidémiologique réalisée en Grande-Bretagne sur les appendices de 

32 441 individus nés entre 1941 et 1985 indique que 16 sont porteurs de la PrPSc associée 

au vMCJ, ce qui correspond à une prévalence comprise entre  282×10-6 , soit 
1

3 546
, et 

801×10-6, soit 
1

1248
 (Gill et al., 2013). Environ une personne sur 2000 serait donc aujourd’hui 

porteuse saine de la maladie en Grande-Bretagne. Parmi ces individus, certains sont hétéro-

zygotes ou homozygotes pour la valine au codon 129 de la PrP. Or, la plupart des malades 

recensés sont homozygotes pour la méthionine (Kaski et al., 2009). Il est possible que les 

individus hétérozygotes ou homozygotes pour la valine aient une période d’incubation de 

la maladie plus longue (Bishop et al., 2006; Takada and Geschwind, 2013). Certains de ces 

porteurs asymptomatiques pourraient donc être en phase d’incubation, et ils pourraient 

transmettre la maladie de façon iatrogène. La France est le deuxième pays le plus touché par 
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l’épidémie de vMCJ : l’exposition au risque y est estimée comme environ dix fois plus faible 

qu’au Royaume-Uni (Hewitt and Will, 2019). 

 

Table I : Maladies à prions humaines 

Etiologie Maladie Spécificités 

Sporadique 

(≈85% des cas) 

MCJ spora-

dique 

- Phase clinique de 5 à 6 mois 

- Âge moyen au décès : 68 ans 

Génétique  

(≈15% des cas) 

MCJ génétique 

- Phase clinique plus longue que pour la MCJ 

sporadique 

- Âge moyen au décès : < 55 ans 

Syndrôme de 

Gerstmann-

Sträussler-

Scheinker 

- Symptômes proches de la maladie de Parkinson 

- Phase clinique de 3 à 8 ans 

Insomnie fa-

tale familiale 

- Insomnies progressivement accompagnées de 

troubles cognitifs et d’hallucinations 

- Phase clinique de 15 mois environ 

Transmission  

par voie  

alimentaire 

Kuru 

- Ataxie cérébelleuse progressive 

- Incubation très longue 

- Transmission par cannibalisme rituel 

Variant de la 

MCJ 

- Symptômes psychiatriques prédominants 

- Phase clinique de 15 mois environ 

- Âge moyen au décès : 27 ans 

- Transmission par consommation de viande is-

sue de bovins contaminés par l’ESB 

Iatrogène MCJ iatrogène 

 Modes de transmission décrits : 

- Greffes de cornée ou de dure-mère 

- Traitement par hormone de croissance extrac-

tive 

- Transfusion sanguine 

 

  



38 

 

1.1.1.5.2. Risque zoonotique associé aux maladies à prions animales 

Bien que l’incidence de l’ESB dans les élevages ait fortement diminué dans le monde 

entier, notamment suite à l’interdiction de l’utilisation comme complément alimentaire de 

farines animales de viandes et d’os, des cas épisodiques, potentiellement sporadiques, sont 

encore recensés aujourd’hui (Figure 8) (Corona et al., 2017). Certains de ces cas sont aty-

piques et présentent un potentiel zoonotique particulièrement préoccupant, en raison d’une 

barrière d’espèce moindre (Béringue et al., 2008b; Jaumain et al., 2016).  

 
Figure 8 : Incidence annuelle de l'ESB au Royaume-Uni et dans le monde 

Nombre de cas autochtones rapportés par million de bovins âgés de plus de 24 mois entre 

1989 et 2016, au Royaume-Uni et dans les 27 autres pays membres de l’organisation mon-

diale de la santé animale (OIE). Données issues de (Organisation mondiale de la santé ani-

male, 2016).  

 

Même si l’ESB reste la seule maladie à prions non humaine dont la transmissibilité à 

l’homme est établie de manière certaine, d’autres maladies à prions animales présentent un 

potentiel zoonotique. Ainsi, la tremblante du mouton classique est transmissible à un mo-

dèle primate, avec un temps d’incubation environ quatre fois plus long que l’ESB (Comoy et 

al., 2015), et à des modèles de souris transgéniques exprimant la PrPC humaine (Cassard et 



39 

 

al., 2014). Cela ne semble pas être le cas de la tremblante atypique (Comoy et al., 2015), qui 

représente la majorité des cas de tremblante détectés aujourd’hui (Tortereau, 2013). Deux 

autres maladies à prions animales sont préoccupantes. La maladie du dépérissement chro-

nique des cervidés, connue en Amérique du Nord depuis la fin des années 1960, est une 

encéphalopathie spongiforme transmissible qui touche les cerfs, les rennes et les élans (Wil-

liams and Young, 1980). L’agent infectieux est excrété dans les urines des animaux et persiste 

fortement dans l’environnement, ce qui conduit à une dissémination difficile à contrôler 

(Almberg et al., 2011). Le premier cas européen a été décrit en Norvège en 2016 (Benestad 

et al., 2016). Cette maladie est préoccupante en raison de sa forte contagiosité et de l’incer-

titude concernant un potentiel risque zoonotique, en particulier pour les consommateurs de 

viande de renne (Mysterud and Edmunds, 2019). C’est également le cas de la « camel-prion 

disease », qui touche les dromadaires. La fréquence de cette maladie a été estimée à 3,1% 

dans deux abattoirs algériens, et les premiers cas auraient été observés dès les années 1980. 

La PrPSc des dromadaires atteints est particulièrement concentrée dans les organes lym-

phoïdes périphériques, ce qui pourrait indiquer un pouvoir de dissémination important. La 

consommation de viande et de lait de dromadaire pourrait être associée à un risque zoono-

tique pour les populations concernées (Babelhadj et al., 2018).  

 

1.1.1.5.3. Des maladies aujourd’hui incurables 

Les maladies à prions sont aujourd’hui incurables. Les stratégies thérapeutiques en-

visagées sont basées sur une diminution de l’expression de la PrPC ou de son interaction 

avec la PrPSc, sur une inhibition de l’agrégation de PrPSc ou encore sur la modulation de voies 

de signalisation associées à la PrPC. Les molécules envisagées comme potentiellement inhi-

bitrices de la conversion de PrPC en PrPSc ont des effets différents selon le modèle consi-

déré (Beringue et al., 2000) : les molécules prometteuses in cellulo ou même en modèles 

animaux se révèlent ainsi décevantes lors d’essais cliniques (Geschwind et al., 2013; Zafar et 

al., 2019). L’immunothérapie pourrait être une approche prometteuse, dans la mesure où la 

conversion de la PrPC en PrPSc semble se produire à la surface des cellules et est donc po-
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tentiellement accessible aux anticorps, mais la difficulté est de cibler des épitopes spéci-

fiques de la PrPSc (Ma and Ma, 2020). De plus, certains anticorps ciblant la partie C-terminale 

de la PrP se sont avérés neurotoxiques (Reimann and Aguzzi, 2018). Aujourd’hui, les études 

qui semblent les plus prometteuses chez l’animal sont basées sur l’utilisation d’oligonucléo-

tides antisens, capables d’inhiber la synthèse de la PrPC (Minikel Vallabh, 2019; Raymond et 

al., 2019; Reidenbach et al., 2020). 

Les études menées chez l’homme sont difficiles à interpréter du fait des effectifs 

faibles dus à la rareté de la maladie, de l’absence de diagnostic à des stades précliniques et 

de la conception des expériences, qui sont le plus souvent des études observationnelles, 

comme des études cas-témoin, plutôt que des essais cliniques randomisés en double 

aveugle. Aucune des études menées chez l’homme n’a permis d’identifier avec certitude une 

stratégie thérapeutique permettant de prolonger le temps de survie (Varges et al., 2017). 

Aujourd’hui, la prise en charge médicale des patients atteints de ces maladies est palliative 

et a pour but de préserver l’autonomie du malade autant que possible, puis d’atténuer ses 

souffrances physiques et psychiques (Assistance publique hôpitaux de Paris, 2019). 

 

1.1.2. Maladie d’Alzheimer, protéine tau et peptide amyloïde bêta  

Avec plus d’un million de malades en France, la maladie d’Alzheimer représente en-

viron 70% des démences diagnostiquées (France Alzheimer, 2020). Au niveau biochimique, 

les deux lésions principales associées à cette maladie sont la dégénérescence neurofibrillaire, 

due à l’agrégation dans les neurones de la protéine tau hyperphosphorylée sous forme de 

faisceaux de filaments appariés en hélice, et les plaques séniles extracellulaires, constituées 

principalement du peptide amyloïde bêta (A) (Alzheimer, 1911; Brion et al., 1985; Glenner 

and Wong, 1984). 
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1.1.2.1. Maladie d’Alzheimer et protéine tau 

La dégénérescence neurofibrillaire associée à la maladie d’Alzheimer a été observée 

dès 1911 par Alois Alzheimer grâce à un marquage par la technique d’imprégnation argen-

tique de Bielschowsky (Figure 9A) (Alzheimer, 1911). Cette lésion est associée à l’accumula-

tion dans les neurones de filaments hélicoïdaux appariés (Kidd, 1963). La protéine tau hy-

perphosphorylée est le constituant majoritaire de ces dépôts (Brion et al., 1985; Grundke-

Iqbal et al., 1986) (Figure 9B). 

 

Figure 9 : La dégénérescence neurofibrillaire est associée à l’agrégation de la protéine 

tau 

A : Dessin par Alois Alzheimer de la dégénérescence neurofibrillaire d’après des observations 

de coupes de cortex d’un patient au stade final de la maladie marquées par la technique 

d’imprégnation argentique de Bielschowsky. Reproduit avec l’autorisation de Springer Na-

ture de (Alzheimer, 1911), © 1911, Springer Nature. 

B : Immunomarquage de la protéine tau dans le cortex entorhinal d’un patient atteint de la 

maladie d’Alzheimer. La dégénérescence neurofibrillaire est indiquée par les flèches rouges. 

Adapté avec l’autorisation de Springer Nature de (Morales et al., 2012), © 2012, Springer 

Nature. 

 

La protéine tau est la protéine associée aux microtubules la plus abondante dans les 

neurones matures (Iqbal et al., 2010). L’épissage alternatif de l’ARN messager codant tau 

conduit à la coexistence de six protéines isoformes dans le cerveau (Šimić et al., 2016) (Figure 

10A). Toutes comportent trois domaines : un domaine N-terminal filamenteux, appelé do-

maine de projection, qui assure des fonctions de signalisation cellulaire (Morris et al., 2011), 

un domaine riche en prolines capable d’interagir avec l’actine (He et al., 2009) et un domaine 
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de liaison aux microtubules constitué de trois ou quatre régions répétées (Šimić et al., 2016). 

La protéine tau stabilise ainsi les microtubules (Figure 10B), qui jouent à la fois un rôle de 

maintien de l’architecture axonale, et de rails pour le transport de vésicules (Kevenaar and 

Hoogenraad, 2015). Il s’agit d’une phosphoprotéine qui a d’autant moins d’affinité pour les 

microtubules que son niveau de phosphorylation est élevé. Dans le cas de la maladie d’Al-

zheimer, la protéine tau est jusqu’à huit fois plus concentrée que dans des neurones sains 

et présente des niveaux de phosphorylation anormalement élevés (Grundke-Iqbal et al., 

1986; Khatoon et al., 1992), avec des sites de phosphorylation spécifiques, différents de ceux 

qui sont observés dans le cerveau sain (Šimić et al., 2016) (Figure 10C). Cette hyperphospho-

rylation est associée à une diminution de l’affinité de tau pour les microtubules. La désagré-

gation des microtubules qui s’ensuit participe à la neurodégénérescence (Bloom, 2014; Iqbal 

et al., 2010). 
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Figure 10 : Représentation schématique de la protéine tau 

A : Représentations schématiques des six isoformes humaines de la protéine tau. Les exons 

2 et 3 sont notés E2 et E3. Les régions répétées R1, R2, R3 et R4 correspondent aux exons 9, 

10, 11 et 12 (Gibbons et al., 2019). Tous ces exons sont soumis à un épissage alternatif. 

B : Schématisation de l’interaction entre la protéine tau et les microtubules. Adapté d’une 

figure de Zwarck disponible sur wikimedia (CC BY-SA 2.5). 

C : Représentation des sites de phosphorylation de la protéine tau dans les conditions 

physiologiques normales et dans le cerveau d’un patient atteint de la maladie d’Alzheimer 

(Šimić et al., 2016). Les sites indiqués en bleu sont spécifiques du cerveau sain, les sites en 

orange sont spécifiques du cerveau Alzheimer, les sites en vert sont communs au cerveau 

sain et au cerveau malade et les sites en gris ne sont pas entièrement caractérisés. 

 

Dans les cerveaux des patients atteints de la maladie d’Alzheimer, la protéine tau hy-

perphosphorylée change de conformation et s’agrège sous forme de fibres amyloïdes ca-

pables de recruter les protéines tau monomériques (de Calignon et al., 2012; Metrick et al., 

2020) en leur transférant leur mépliement (Gibbons et al., 2019), mais aussi sous forme d’as-

semblages plus petits (Iqbal et al., 2010). Les fibres amyloïdes observées peuvent être des 

filaments droits d’environ 15 nm de diamètre, des faisceaux de filaments hélicoïdaux appa-

riés, qui sont des doubles hélices dont le diamètre varie entre 8 et 20 nm, et des filaments 

mixtes (Crowther, 1991). Des expériences de cryo-microscopie électronique ont récemment 

permis de décrire la structure de ces fibres (Fitzpatrick et al., 2017). Les filaments droits 

http://psp39.free.fr/articles.php?lng=fr&pg=8
https://commons.wikimedia.org/wiki/File:ProteineTau.jpg
https://creativecommons.org/licenses/by-sa/2.5/deed.fr


44 

 

comme les filaments hélicoïdaux appariés sont formés de deux protofilaments en hélice (Fi-

gure 11A) dont le cœur amyloïde est constitué d’un empilement de feuillets  (Figure 11B). 

Ce sont les domaines répétés de liaison aux microtubules qui, après un réarrangement en 

feuillets , forment ce cœur amyloïde (Figure 11C), le reste de la protéine formant un « man-

teau flou » diffus autour de la fibre (Figure 11D et E). Deux protofilaments peuvent s’associer 

sous forme de filaments droits ou de filaments hélicoïdaux appariés (Figure 11F). 

Comme pour les maladies à prions, l’agrégation de tau peut être transmise par ino-

culation à des souris transgéniques d’homogénat de cerveau de patients décédés de la ma-

ladie d’Alzheimer (Clavaguera et al., 2014) et se propage de neurone à neurone, probable-

ment via de petits noyaux de conversion libérés par fragmentation des fibres et transmis au 

niveau des synapses (Braak and Del Tredici, 2011; Gibbons et al., 2019). Heiko et Eva Braak 

ont décrit en 1991 six stades de la progression de la tauopathie et de la dégénérescence du 

cytosquelette dans l’évolution de la maladie d’Alzheimer. Aux stades I et II, les enchevêtre-

ments neurofibrilaires se limitent au cortex transentorhinal et la maladie est cliniquement 

silencieuse, aux stades III et IV, ils gagnent les régions limbiques, et ces stades correspondent 

généralement à l’apparition des premiers symptômes, et, aux stades V et VI, la région néo-

corticale est atteinte et l’ensemble des symptômes se manifestent (Braak and Braak, 1991). 
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Figure 11 : Structure des fibres de tau observée dans le cerveau des patients atteints 

de la maladie d'Alzheimer 

A : Structure du cœur amyloïde des filaments droits (en vert) et des filaments hélicoïdaux 

appariés (en bleu). Les deux types de filaments sont formés de deux protofilaments. 

B : Structure en feuillets  de trois spires du noyau du protofilament. 

C : Structure secondaire des quatre domaines répétés des isoformes 4R de tau. Les huit feuil-

lets  sont indiqués avec les mêmes couleurs que pour la figure B. Les résidus soulignés par 

des pointillés gris peuvent former un feuillet  supplémentaire. 

D : Structure primaire de la plus longue isoforme de tau. Le motif E7F8E9 proche de l’extré-

mité N-terminale de tau est indiqué par un point bleu. 

E : Vue longitudinale du protofilament. Les six isoformes de tau s’empilent de manière sto-

chastique le long de l’axe de l’hélice. Les domaines non impliqués dans la formation du cœur 

amyloïde de la fibre forment un « manteau flou ». 

F : Vue axiale d’un filament droit (à gauche) et de filaments hélicoïdaux appariés (à droite). 

Pour le filament droit, un feuillet  supplémentaire se forme au niveau de l’extrémité N-

terminale d’un seul protofilament. L’extrémité N-terminale de l’autre protofilament se trouve 

à l’extérieur de la structure. Pour les filaments hélicoïdaux appariés, les extrémités N-termi-

nales des deux protofilaments, réarrangées transitoirement en feuillets , se trouvent au 

cœur de la structure. 

Figure adaptée avec l’autorisation de Springer Nature de (Fitzpatrick et al., 2017), © 2017 

Springer Nature. 
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1.1.2.2. Maladie d’Alzheimer et peptide amyloïde bêta 

 

1.1.2.2.1. Le peptide A agrégé, constituant majoritaire des plaques séniles 

Comme les enchevêtrements neurofibrillaires, les plaques séniles ont été observées 

dès le début du XXe siècle par Alois Alzheimer, sous forme de masses sphériques extracellu-

laires (Figure 12A) (Alzheimer, 1911). Ces plaques sont constituées d’un cœur de fibres amy-

loïdes constituées du peptide A, entouré de prolongements nerveux, de petits vaisseaux 

sanguins (Glenner and Wong, 1984) et de cellules microgliales (Haga et al., 1989).  

 

Figure 12 : Les plaques séniles sont associées à l’agrégation du peptide A 

A : Coloration de Mann d’une coupe de cortex d’un patient atteint de la maladie d’Alzheimer. 

Reproduit avec l’autorisation de Springer Nature de (Alzheimer, 1911), © 1911 Springer Na-

ture. 

B : Immunomarquage du peptide A dans le cortex entorhinal d’un patient atteint de la ma-

ladie d’Alzheimer. Reproduit avec l’autorisation de Springer Nature de (Morales et al., 2012), 

© 2012 Springer Nature. 

 

Le peptide A est un peptide majoritairement extracellulaire libéré par coupures suc-

cessives de la protéine précurseur de l’amyloïde (APP), transmembranaire, par la -sécrétase 

BACE1 (Vassar, 2004), puis par la -sécrétase, complexe protéique constitué de préséniline 1 

ou 2, de nicastrine, d’APH-1 (anterior pharynx defective 1) et de PEN-2 (presenilin enhancer 

2) (LaFerla et al., 2007) (Figure 13A). La partie C-terminale du peptide A correspond ainsi à 

une hélice  transmembranaire de l’APP (Figure 13B, C et D), dont l’hydrophobie facilite 
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l’agrégation (Chen et al., 2017; Gremer et al., 2017). Dans les conditions physiologiques nor-

males, cette voie de coupures de l’APP, dite amyloïdogène, coexiste avec une seconde voie 

de coupures, dite non amyloïdogène, qui ne forme pas de peptide A, et dans laquelle l’APP 

est coupée par l’-sécrétase, métallopeptidase de la famille ADAM (LaFerla et al., 2007). La 

voie non amyloïdogène est prédominante et le peptide A produit par la voie amyloïdogène 

est éliminé rapidement par drainage périvasculaire ou dégradation : c’est la clairance (La-

Ferla et al., 2007; Thal et al., 2007).  

 

Figure 13 : Formation du peptide A monomérique à partir de l’APP 

A : La protéine précurseur de l’amyloïde (APP) est une protéine transmembranaire de 695 à 

770 acides aminés. Deux voies de coupure de cette protéine coexistent (LaFerla et al., 2007). 

La voie non amyloïdogène (à gauche), prédominante dans les conditions physiologiques 

normales, est une coupure à l’intérieur du domaine de l'A qui forme deux fragments : l’ec-

todomaine sAPP et le fragment C-terminal de 83 acides aminés (C83). La voie amyloïdo-

gène (à droite) est constituée de deux coupures successives de l’APP par la -sécrétase, qui 

libère l’ectodomaine sAPP, puis par la -sécrétase, qui clive le fragment C-terminal de 99 

acides aminés (C99) en deux domaines : le domaine intracellulaire de l’APP (APP intracellular 

domain ou AICD) et le peptide A, qui est majoritairement extracellulaire. 

B : Séquence primaire du peptide A1-42. Reproduit avec l’autorisation de Springer Nature 

de (Chen et al., 2017), © 2017, Springer Nature. 

C : Structure du peptide A1-40 monomérique en solution aqueuse en présence de micelles. 

Les deux tiers C-terminaux du peptide adoptent une conformation en hélice  (résidus 15-

36) stabilisée par des interactions électrostatiques et de Van der Waals. Les résidus 1 à 14 

sont polaires et non structurés (Coles et al., 1998). 

D : Structure du peptide A1-42 monomérique dans un environnement apolaire. Les résidus 

8 – 25 et 28 – 28 forment deux hélices  connectées par un tour  (Crescenzi et al., 2002). 
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La coupure par la -sécrétase conditionne la longueur du peptide A. Deux longueurs 

sont majoritaires : 40 et 42 acides aminés. A1-40 est le peptide le plus produit : la concen-

tration en A1-40 est environ quatorze fois plus élevée que la concentration en A1-42 dans le 

cerveau sain (Kumar‐Singh et al., 2006). A1-42 est la deuxième forme la plus produite. Majo-

ritaire dans les plaques séniles, ce peptide s’agrège plus rapidement in vitro et semble plus 

neurotoxique qu’A1-40 (El-Agnaf et al., 2000; LaFerla et al., 2007; Swomley and Butterfield, 

2015; Xiao et al., 2015). Dans le cerveau de patients atteints de formes familiales de la mala-

die d’Alzheimer, la quantité relative d’A1-42 augmente dans le cerveau, jusqu’à atteindre le 

tiers de celle d’A1-40 (Kumar‐Singh et al., 2006). Le peptide A1-40 semble néanmoins jouer 

un rôle important dans la maladie d’Alzheimer : un ratio 
[Aβ1−40]

[Aβ1−42]
 élevé semble favoriser l’ac-

cumulation d’A au niveau des parois des vaisseaux sanguins du cerveau chez les modèles 

animaux, conduisant à une angiopathie amyloïde cérébrale (Herzig et al., 2006). Par ailleurs, 

les plaques amyloïdes retrouvées dans le cerveau de patients atteints de la maladie d’Alzhei-

mer contiennent des fibres d’A1-40 dont la structure rend inaccessible la partie C-terminale 

du peptide, reconnue par les anticorps monoclonaux : la proportion d’A1-40 dans les plaques 

amyloïdes pourrait ainsi être globalement sous-évaluée par les études se basant sur l’utili-

sation directe de ces anticorps, tandis que les mesures réalisées après dissociation des fibres 

ne montrent pas systématiquement d’augmentation du ratio 
[Aβ1−42]

[Aβ1−40]
  (Lu et al., 2013).  

Comme les fibres de tau constituant les enchevêtrements neurofibrillaires, les fibres 

d’A constituant les plaques séniles ont une structure amyloïde (Gremer et al., 2017). Une 

étude utilisant du matériel enrichi en fibres extrait de différentes aires du cerveau de deux 

patients atteints de la maladie d’Alzheimer pour amorcer la formation de fibres d’A1-40 re-

combinant montre que chacun des deux patients présente un type de fibres largement pré-

dominant, bien que certains patients puissent présenter des fibres polymorphes (Lu et al., 

2013). Les fibres prédominantes sont différentes chez les deux patients : l’un présente des 

fibres droites de 7±1 nm de diamètre, tandis que l’autre présente des fibres torsadées avec 

des diamètres apparents compris entre 5 et 11 nm, avec un pas de 85±10 nm. Les fibres 

droites sont formées par empilement d’une sous-unité trimérique avec un axe 3 de symétrie 

(Figure 14A). La Figure 14B montre les modèles structuraux de deux autres types de fibres 
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d’A1-40 obtenues in vitro, présentant des géométries différentes. Une étude plus récente 

décrit la structure de fibres torsadées d’A1-42 produites in vitro (Gremer et al., 2017). Ces 

fibres sont homogènes, avec un diamètre d’environ 7 nm de diamètre. Deux protofilaments 

sont assemblés entre eux, formant une fibre amyloïde dont les zones les plus hydrophobes 

sont enfouies au cœur de la structure (Figure 14C). 

Le mépliement à l’origine de l’agrégation du peptide A est capable de se propager 

selon un mécanisme de type prion : les assemblages d’A mépliés sont capables de trans-

mettre leur structure aux peptides normalement repliés (Olsson et al., 2018; Watts et al., 

2014a). Ainsi, l’agrégation d’A est transmissible en modèles souris transgénique (Eisele et 

al., 2014) et marmouset (Ridley et al., 2005) par inoculation avec de l’homogénat de cerveau 

de patients décédés de la maladie d’Alzheimer.  
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Figure 14 : Structure de différents types de fibres d'A1-40 et d'A1-42 

A : Structure de fibres d’A1-40 recombinant obtenues après amorçage de la fibrillisation par 

des fibres extractives. La fibre est constituée de sous-unités répétées trimériques avec axe 3 

de symétrie (à gauche). Au milieu, les chaînes latérales des trois monomères sont colorées 

en jaune, vert et orange. La fibre d’A est formée par un empilement de ces sous-unités avec 

un pas de 0,48 nm le long de l’axe (à droite). Adapté avec l’autorisation d’Elsevier de (Lu et 

al., 2013), © 2013 Elsevier Inc. 

B : Modèles structurels de deux types de fibres d’A1-40 présentant respectivement un axe 2 

et 3 de symétrie, obtenus par des mesures de RMN du solide et de microscopie électronique 

sur des fibres cultivées in vitro. Adapté avec l’autorisation d’Elsevier de (Lu et al., 2013), © 

2013 Elsevier Inc. 

C : Modèle structurel de fibres d’A1-42 cultivées in vitro, formées de deux protofilaments (à 

gauche) dont la structure est formée de feuillets  parallèles (au milieu). Les régions C-ter-

minales, hydrophobes, sont au centre de la structure. A droite : la surface est colorée en 

fonction de l’échelle d’hydrophobicité de Kyte-Doolittle du blanc (hydrophile) à l’orange 

(hydrophobe). Adaptée avec l’autorisation de l’American Association for the Advancement 

of Science de (Gremer et al., 2017), © 2017 Gremer, Schölzel, Schenk, Reinartz, Labahn, Ra-

velli, Tusche, Lopez-Iglesias, Hoyer, Heise, Willbold, Schröder. 

 

Comme pour les maladies à prions, l’agrégation d’A peut être transmise de façon 

iatrogène chez l’homme : cela a été montré de façon rétrospective chez des patients ayant 
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subi des neurochirurgies avec des instruments potentiellement contaminés (Jaunmuktane et 

al., 2018) ou des traitements avec des lots contaminés d’hormone de croissance purifiés à 

partir de cadavres de patients présentant des plaques amyloïdes (Jaunmuktane et al., 2015; 

Purro et al., 2018a). Ainsi, comme la tauopathie, l’agrégation d’A se propage de neurone à 

neurone, probablement via des noyaux de conversion oligomériques qui pourraient se trans-

mettre, soit par diffusion passive, soit au niveau des synapses après un transport axonal 

antérograde ou rétrograde (Eisele and Duyckaerts, 2016), soit être transportés par des exo-

somes (Sardar Sinha et al., 2018). Ainsi, les mécanismes de propagation du mépliement et 

de l’agrégation d’A et tau dans le cadre de la maladie d’Alzheimer peuvent être qualifiés 

de prion-like (Brundin et al., 2010), et les agrégats peuvent être décrits comme des prio-

noïdes (Harbi and Harrison, 2014), voire, pour certains auteurs, des prions (Stöhr et al., 2012; 

Woerman et al., 2016). 

 

1.1.2.2.2. Fonctions physiologiques putatives de l’APP et de l’A  

Bien que les fonctions de l’APP ne soient probablement pas connues de façon ex-

haustive, des études montrent que cette protéine et son produit de clivage sAPP (Figure 

13, p. 47) sont neuroprotecteurs. En particulier, ils jouent un rôle trophique associé à la ré-

gulation de l’influx en Ca2+ caractéristique d’une hypoglycémie dans les neurones, et protè-

gent les neurones dans une certaine mesure contre l’excitotoxicité associée au glutamate 

(Mattson, 1997; Mattson et al., 1993; Thinakaran and Koo, 2008). Les auteurs de ces études 

suggèrent ainsi que la neurodégénérescence associée à la maladie d’Alzheimer puisse être 

due à une diminution de la concentration neuronale en APP et en sAPP, en raison de la 

prédominance de la voie de clivage amyloïdogène sur la voie non amyloïdogène (Mattson 

et al., 1993). Cependant, il apparaît que le peptide A a également de nombreuses fonctions 

physiologiques. En particulier, une activité antimicrobienne a été décrite dans différents mo-

dèles (Kumar et al., 2016), qui pourrait être médiée par l’initiation d’un stress oxydant toxique 

induit par la perméabilisation des membranes des micro-organismes et la formation d’ERO 

à partir des ions métalliques qu’A est capable de séquestrer (Brothers et al., 2018). Ce pep-

tide aurait également des propriétés anticancéreuses et serait capable d’assurer l’intégrité 
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de la barrière hématoencéphalique (Brothers et al., 2018). Sa forte production dans le cas de 

la maladie d’Alzheimer pourrait alors être interprétée comme un mécanisme de défense vis-

à-vis d’un stress exogène (Atwood et al., 2003).  

 

1.1.2.2.3. Variabilité de la toxicité d’A en fonction de son niveau d’agrégation et 

de la structure des agrégats 

Dans le cerveau d’un malade, différents niveaux d’assemblage du peptide A coexis-

tent : les fibrilles, formant les plaques séniles, les protofibrilles, ainsi que des oligomères et 

monomères solubles (Lu et al., 2013). Les monomères d’A semblent neuroprotecteurs (Bro-

thers et al., 2018; Zou et al., 2002), et les agrégats les plus gros sont souvent décrits comme 

amorphes dans la littérature (Carija et al., 2017; Irizarry et al., 1997), même si certaines fibres 

d’A sont neurotoxiques (Chimon et al., 2007; Qiang et al., 2012). Il semble ainsi que les 

espèces les plus toxiques soient certains oligomères solubles. L’inoculation de souris saines 

avec des dodécamères d’A1-42 purifiés à partir de cerveaux de souris malades conduit ainsi 

à une neurodégénérescence (Lesné et al., 2006). Certains dimères et trimères d’A sont éga-

lement neurotoxiques in vivo (Cleary et al., 2005; Shankar et al., 2008). Ces oligomères sont 

capables de s’intégrer dans les membranes des cellules et des mitochondries (Scheltens et 

al., 2016; Swomley and Butterfield, 2015; Watanabe-Nakayama et al., 2016) et ainsi de former 

des canaux capables d’altérer l’homéostasie ionique, en particulier celle du Ca2+(Lal et al., 

2007). Il existe des patients ne présentant pas de symptôme psychique avec des niveaux 

importants de plaques séniles (Delaère et al., 1993; Dickson et al., 1992) et, réciproquement, 

des traitements par des anticorps dirigés contre A inhibent en règle générale la formation 

de plaques séniles mais pas la progression de la maladie d’Alzheimer (Nicoll et al., 2003). La 

concentration en oligomères paraît mieux corrélée à la sévérité des symptômes (Benilova et 

al., 2012) mais de nombreuses espèces oligomériques différentes ont été décrites dans la 

littérature avec des niveaux et des mécanismes de toxicité très variables (Cline et al., 2018). 

Identifier les oligomères impliqués dans l’initiation et la progression de la maladie d’Alzhei-

mer est donc aujourd’hui un enjeu majeur, pour pouvoir envisager de cibler ces espèces 

toxiques sans altérer les fonctions physiologiques des autres formes du peptide A (Brothers 

et al., 2018; Cline et al., 2018; Zou et al., 2002). 
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1.1.2.2.4. Notion de souche dans la maladie d’Alzheimer 

D’un patient à l’autre, la structure tridimensionnelle des plaques séniles est variable, 

et diffère des fibrilles assemblées in vitro (Lu et al., 2013; Rienstra, 2013) et observées chez 

les modèles animaux de la maladie d’Alzheimer (Duyckaerts et al., 2008). Les plaques peu-

vent ainsi être diffuses, filamenteuses, compactes ou inertes, et ces différences de structure 

sont associées à une accumulation variable de cellules microgliales (Yuan et al., 2016) (Figure 

15A). Ces assemblages ont des niveaux de toxicité et des vitesses de propagation différents. 

Ainsi, le polymorphisme des assemblages d’A pourrait être associé à la variabilité des phé-

notypes pathologiques observée dans les formes cliniques de maladie d’Alzheimer (Condello 

and Stöehr, 2018; Lu et al., 2013; Watanabe-Nakayama et al., 2016). Ces phénotypes sont 

transmis lors de l’inoculation de modèles souris avec des assemblages d’A extractifs (Watts 

et al., 2014a). Cela se rapproche ainsi de la notion de souche existant pour les maladies à 

prions (Tian et al., 2019; Walker, 2016; Watts et al., 2014a). 
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Figure 15 : Diversité de souches dans la maladie d'Alzheimer 

A : Observation par microscopie confocale de cerveaux de patients décédés de la maladie 

d’Alzheimer. Les dépôts amyloïdes sont visualisés en magenta, le peptide A en vert et les 

cellules microgliales en bleu. Quatre types de plaques séniles sont observés : diffuses, fila-

menteuses, compactes et inertes. Adapté avec l’autorisation d’Elsevier de (Yuan et al., 2016), 

© 2016 Elsevier Inc. 

B : Observation d’une coupe de cerveau de patient décédé de la maladie d’Alzheimer après 

immunomarquage du peptide A (en marron) et coloration de Nissl des corps cellulaires en 

bleu. La flèche rouge indique un dépôt amyloïde compact, et la flèche bleue indique un 

cluster d’A diffus. L’étoile verte indique un vaisseau sanguin entouré d’A. Adapté avec 

l’autorisation d’Annual Reviews de (Walker, 2016), © 2016 Annual Reviews. 

C : Le déterminisme des souches observées dans la maladie d’Alzheimer semble codé par la 

structure des petits oligomères d’A, et être conservé dans les protofibrilles et les fibrilles. 

Des souches « mixtes » pourraient expliquer le polymorphisme des assemblages d’A ob-

servés chez un même patient. Des souches caractérisées par des assemblages moins 

toxiques ou une agrégation plus lente pourraient expliquer l’existence de patients présen-

tant une charge d’A importante sans déficit psychiatrique. Adapté avec l’autorisation d’El-

sevier de (Condello and Stöehr, 2018), © 2018 Elsevier Inc. 
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Comme pour les maladies à prions, le déterminisme de souche est probablement 

codé par la structure tertiaire et quaternaire même des assemblages d’A, dès les petits 

oligomères (Condello and Stöehr, 2018). Un même patient peut présenter des plaques sé-

niles formées de fibres polymorphes (Walker, 2016), ce qui pourrait correspondre à des 

souches « mixtes » (Condello and Stöehr, 2018). 

 

1.1.2.3. Lien fonctionnel entre maladie d’Alzheimer et protéine prion 

La maladie d’Alzheimer et les maladies à prions se propagent donc suivant des mé-

canismes similaires, basés sur la transconformation d’une chaîne polypeptidique (respecti-

vement A et tau, et PrP) qui se transmet aux protéines saines à leur contact (Rasmussen et 

al., 2017). 

Une étude publiée en 2013 met en évidence un mécanisme commun aux maladies à 

prions et à la maladie d’Alzheimer, qui aboutit à une activité moindre de l’-sécrétase, qui 

catalyse, d’une part la coupure non amyloïdogène de l’APP, et, d’autre part, la coupure  de 

la PrPC, qui apparaît comme protectrice vis-à-vis des maladies à prions (Pietri et al., 2013). 

Les auteurs montrent que la PDK1 (3-phosphoinositide-dependant kinase 1) est activée par 

les assemblages d’A ou de PrPSc. Cela conduit à la phosphorylation et à l’internalisation 

médiée par la cavéoline 1 de la TACE (tumor necrosis factor -converting enzyme), ce qui 

lève l’effet activateur de cette protéine sur l’-sécrétase, participant ainsi à l’accumulation 

d’A et de PrPSc. 

Par ailleurs, la protéine prion cellulaire, PrPC, pourrait jouer un rôle dans la pathogé-

nèse de la maladie d’Alzheimer. Des études observationnelles – non expérimentales – sug-

gèrent ainsi un lien entre polymorphisme au codon 129 de la PrP et risque de contracter la 

maladie d’Alzheimer (Berr et al., 2003; Golanska et al., 2004; Riemenschneider et al., 2004). 

Des études systématiques des ligands de PrP ont identifié très tôt l’APP comme un interac-

teur potentiel de PrP in vitro (Schmitt-Ulms et al., 2001; Yehiely et al., 1997), mais sans per-

mettre à cette époque de conclure quant à la réalité physiologique ou au rôle de cette inte-

raction car la protéine prion comme le peptide A sont capables d’interagir avec une multi-

tude de ligands différents in vitro (Purro et al., 2018b; Westergard et al., 2007).  
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 En 2009, la PrP a été identifiée comme un récepteur à certains oligomères d’A (Lau-

rén et al., 2009). Les auteurs de cette étude ont travaillé avec un mélange d’oligomères 

d’A1-42 synthétique, de taille comprise entre 50 et 100 protomères pour la moitié d’entre 

eux. Après exposition des cellules à ces oligomères, une colocalisation de PrP et d’A a été 

mise en évidence dans la lignée de cellules épithéliales COS-7 (Gluzman, 1981) (Figure 16A) 

et dans des neurones primocultivés de souris (Figure 16B). Une interaction directe entre 

A1-42 et PrP a été validée in vitro, qui est plus forte pour les oligomères que pour le mono-

mère. Cette interaction se situe principalement au niveau du domaine chargé de la PrP (95-

110). Les oligomères utilisés sont capables d’inhiber la potentialisation à long terme dans 

des tranches d’hippocampe de souris sauvages, mais la plasticité synaptique est restaurée 

par l’utilisation d’anticorps dirigés contre le domaine chargé de PrP. Deux autres sites de 

fixation des oligomères d’A ont été identifiés sur la PrPC, au niveau du domaine polybasique 

(résidus 23-27) (Chen et al., 2010) et, potentiellement, au niveau du domaine globulaire, avec 

une possible implication des hélices  de la PrPC dans l’interaction (Chen et al., 2010; Freir et 

al., 2011; Zou et al., 2011). 

La PrP peut donc médier la toxicité de certains oligomères d’A produits in vitro. Des 

travaux ultérieurs ont confirmé cette fonction de PrPC comme récepteur aux oligomères d’A 

chez la souris ainsi que dans des modèles cellulaires (Purro et al., 2018b) et chez la drosophile 

(Younan et al., 2018). Certaines études montrent que, dans certains modèles, la toxicité des 

oligomères d’A est indépendante de l’expression de PrPC (Balducci et al., 2010). Une expli-

cation possible est l’existence d’autres récepteurs membranaires aux oligomères d’A ca-

pables de médier leur toxicité (Purro et al., 2018b), comme le récepteur transmembranaire 

au complexe majeur d’histocompatibilité de classe 1 LilrB2 et son homologue murin PirB 

(Smith and Strittmatter, 2017). Cette explication est cohérente avec l’étude de Laurén et col., 

qui montre qu’une partie de l’adhésion d’A aux cellules persiste en l’absence d’expression 

de PrPC (Laurén et al., 2009). D’autres travaux montrent que la PrPC soluble et son produit 

de coupure  N1 sont protecteurs vis-à-vis de la toxicité induite par les oligomères d’A, 

suggérant que l’ancrage de la PrP à la membrane est nécessaire pour la médiation de la 

toxicité d’A (Guillot-Sestier et al., 2012; Scott-McKean et al., 2016). Le caractère protecteur 
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du fragment N1 vis-à-vis d’A pourrait être dû à sa capacité à séquestrer les assemblages 

oligomériques, empêchant ces assemblages d’activer via la PrP membranaire les récepteurs 

impliqués dans la cascade de signalisation aboutissant à la neurotoxicité (Fluharty et al., 

2013). 

 

Figure 16 : Observation de la colocalisation partielle entre A et PrP in cellulo 

A : Immunomarquage de PrP (en rouge) et d’A (en vert) sur des cellules COS-7 exprimant 

PrPC exposées à des oligomères d’A1-42. 

B : Immunomarquage de PrP et marquage avec de l’avidine fluorescente des oligomères 

d’A biotinylés sur des neurones d’hippocampe de souris exposés pendant 1 h à des oligo-

mères d’A1-42 (130 nM équivalent monomère) après 21 jours in vitro. 

Figure adaptée avec l’autorisation de Springer Nature de (Laurén et al., 2009), © 2009 Sprin-

ger Nature. 

 

Les divergences des études concernant le caractère nécessaire ou accessoire de la 

PrPC dans la médiation du signal toxique associé à A peuvent s’expliquer par la variabilité 

des mécanismes de toxicité des oligomères d’A en fonction de leur structure (Purro et al., 

2018b). Ainsi, il semble que l’interaction avec la PrPC et le déficit de la potentialisation à long 

terme qui s’ensuit soient les plus élevés pour des assemblages protofibrillaires d’A1-42 con-
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tenant une structure nanotubulaire formée de trois hélices. Les oligomères globulaires inte-

ragissent également avec la PrP mais avec une affinité plus faible, et la toxicité des fibres 

semble indépendante de l’expression de la PrP (Nicoll et al., 2013). La phosphorylation par 

la tyrosine kinase Fyn de la sous unité NR2B du récepteur N-méthyl-D-aspartate (rNMDA) a 

été identifiée comme initiateur potentiel de la dérégulation synaptique et de la cytotoxicité 

d’A médiée par PrPC (Um and Strittmatter, 2013). Le récepteur métabotrope au glutamate 

mGluR5 pourrait agir comme un corécepteur entre PrPC et Fyn (Haas et al., 2016; Um et al., 

2013). L’activation de la Fyn kinase peut participer à la pathogénèse de la maladie d’Alzhei-

mer en favorisant l’hyperphosphorylation de tau (Rubenstein et al., 2017). Un mécanisme 

alternatif implique l’activation et la translocation de la phospholipase cytoplasmique A2 

(cPLA2), qui conduit à terme à des dysfonctionnements synaptiques (Bate and Williams, 

2011). Enfin, la PrPC pourrait favoriser la formation d’oligomères d’A par rapport aux mo-

nomères et aux fibres (Younan et al., 2018), mais il n’y a pas de consensus à ce sujet : cer-

taines études rapportent que la PrP inhibe l’agrégation d’A (Bove-Fenderson et al., 2017), 

tandis que d’autres indiquent, au contraire, que la PrP favorise la formation de fibres d’A 

aux dépens des oligomères, limitant la toxicité du peptide (Falker et al., 2016).  

La Figure 17 présente ainsi les mécanismes de toxicité des oligomères d’A documen-

tés dans la littérature, dépendant ou non de la PrPC. Ces mécanismes pourraient être inter-

connectés entre eux (Purro et al., 2018b).  
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Figure 17 : Mécanismes potentiels de toxicité des oligomères d’A dépendant ou non 

de PrP 

Panel de gauche : la PrP agit comme un récepteur à certains oligomères d’A, comme les 

nanotubes, et participe à leur toxicité par un mécanisme potentiellement médié par le ré-

cepteur métabotrope au glutamate mGluR5 qui pourrait impliquer la phosphorylation par 

Fyn d’une sous-unité du récepteur N-méthyl-D-aspartate (rNMDA) ou la translocation de la 

phospholipase cytoplasmique A2 (cPLA2). 

Panel du milieu : la PrPC pourrait jouer un rôle fonctionnel dans la production, l’agrégation 

et le transport d’A, par des mécanismes inconnus. APP : protéine précurseur de l’amyloïde. 

Panel de droite : certains oligomères d’A sont toxiques indépendamment de PrPC. Cette 

toxicité peut être due à une altération directe de la membrane, ou médiée par d’autres ré-

cepteurs que PrPC. 

Figure adaptée avec l’autorisation d’Elsevier de (Purro et al., 2018b), © 2017 Elsevier Inc. 

  

Différentes études indiquent que ce rôle de la PrPC dans la transduction du signal 

associé aux assemblages toxiques de protéines pourrait être commun à d’autres maladies 

neurodégénératives, comme la maladie de Parkinson. En effet, la PrPC agirait comme un ré-

cepteur à l’-synucléine, protéine clé de la maladie de Parkinson (Urrea et al., 2017) et serait 

capable de médier son internalisation par les cellules (Cecco and Legname, 2018), même si 

ce rôle est controversé (La Vitola et al., 2019). 
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1.1.2.4. La maladie d’Alzheimer, enjeu majeur de santé publique 

 

1.1.2.4.1. Etiologie de la maladie d’Alzheimer 

L’étiologie de la maladie d’Alzheimer n’est pas élucidée à l’heure actuelle. Certains cas 

sont associés à des mutations des gènes codant la protéine précurseur de l’amyloïde ou des 

présénilines, protéines du complexe -sécrétase (Figure 13) (Lanoiselée et al., 2017). Ces mu-

tations conduisent à une plus grande concentration du peptide A et à une augmentation 

du ratio 
[Aβ1−42]

[Aβ1−40]
 dans le cerveau (De Jonghe et al., 2001). De façon similaire, la plupart des 

patients atteints du syndrome de Down, i.e. possédant 3 copies du chromosome 21, qui 

porte le gène codant l’APP, présentent des plaques amyloïdes associées à une dégénéres-

cence neurofibrillaire et à des symptômes de type Alzheimer dès l’âge de 40 ans (Glenner 

and Wong, 1984; Gomez et al., 2020). Ces formes dites familiales de la maladie d’Alzheimer 

touchent des patients jeunes et représentent environ 5% des cas observés (Bisht et al., 2018). 

Ainsi, la plupart des formes de la maladie d’Alzheimer sont sporadiques. De nombreux fac-

teurs de risque ont été décrits, parmi lesquels le stress chronique (Bisht et al., 2018), le sur-

poids (Moser and Pike, 2016), le diabète de type 2 (Butterfield et al., 2014), la dépression 

(Rodrigues et al., 2014) et le sexe : les deux tiers des malades sont des femmes (Grimm et 

al., 2016; Riedel et al., 2016). Le polymorphisme au niveau de l’apolipoprotéine E (APOE) est 

également déterminant, puisque l’allèle 4 du gène codant cette protéine, qui favorise une 

hypercholestérolémie, est le principal facteur de risque génétique de la maladie d’Alzheimer 

sporadique (Riedel et al., 2016; Yamazaki et al., 2019). Cela pourrait être directement dû à 

l’agrégation d’A, puisqu’APOE 4 favorise l’oligomérisation du peptide A1-42 (Manelli et al., 

2004). De plus, la séquestration d’APOE 4 dans les plaques amyloïdes, due à son affinité 

importante avec A (Manelli et al., 2004), pourrait altérer la distribution du cholestérol et des 

autres lipides dans le cerveau (Yamazaki et al., 2019). Un effet sur l’agrégation de tau est 

également observé, mais seulement en présence de plaques amyloïdes : cet effet est donc 

considéré comme indirect et médié par A (Yamazaki et al., 2019). 

L’hypothèse de la cascade amyloïde, proposée par Hardy et Higgins en 1991, postule 

que l’accumulation d’A soit la cause de la tauopathie puis de la neurodégénérescence. 



61 

 

Cette hypothèse est initialement basée sur le fait que, pour les individus atteints du syn-

drôme de Down ou de formes familiales de la maladie d’Alzheimer, la seule surexpression 

d’A conduit à l’ensemble des symptômes (Hardy and Higgins, 1992). Cette hypothèse reste 

discutée, principalement à cause du fait que (i) la plupart des thérapies ciblant A inhibent 

la formation des plaques séniles sans amélioration significative des symptômes cliniques, et 

(ii) les fonctions physiologiques d’A apparaissent essentielles dans le développement de la 

mémoire (Ricciarelli and Fedele, 2017). Il est envisageable que seules certaines formes d’A, 

a priori des oligomères solubles, soient à l’origine de la maladie (Tolar et al., 2019). 

 

1.1.2.4.2. Une maladie aujourd’hui incurable 

Aucun traitement ciblant les causes sous-jacentes de la maladie d’Alzheimer n’est dis-

ponible sur le marché à l’heure actuelle. Jusqu’en 2018, deux types de traitements sympto-

matiques étaient utilisés dans le but de ralentir l’évolution de la maladie : les inhibiteurs de 

l’acétylcholine estérase et les antagonistes du récepteur NMDA. Les inhibiteurs de l’acétyl-

choline estérase, comme la rivastigmine, le donépézil et la galantamine, permettent de ra-

lentir l’évolution de la maladie chez certains des patients atteints de formes légères à mo-

dérées. Ils engendrent cependant de nombreux effets secondaires, principalement digestifs : 

le service médical qu’ils rendent est donc relativement faible (Sharma, 2019). La mémantine, 

un agoniste du récepteur NMDA, permet de ralentir l’évolution des symptômes pour les 

personnes atteintes de maladie d’Alzheimer modérée à sévère (McShane et al., 2019). La 

molécule semble en revanche inutile voire délétère pour les patients atteints de formes lé-

gères à modérées (Dysken et al., 2014). Conformément aux recommandations de la Haute 

autorité de santé (Haute autorité de santé, 2018), ces médicaments ne sont plus remboursés 

en France depuis août 2018 et la prise en charge des malades est aujourd’hui non médica-

menteuse, avec un rôle prépondérant des aidants (L’Assurance maladie, 2019). 
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Figure 18 : Phases neurologiques de la pathogénèse de la maladie d’Alzheimer 

La première phase (courbe du bas) est la maladie d’Alzheimer (M.A.) préclinique, au cours 

de laquelle A s’accumule dans le cortex sans symptôme neurologique. La seconde phase 

(courbe du milieu), caractérisée par des troubles cognitifs légers, est marquée par l’initiation 

de la tauopathie et de la neurodégénérescence. La maladie d’Alzheimer stricto sensu (courbe 

du haut) est marquée par la mort des neurones et le dysfonctionnement synaptique avec 

augmentation progressive des symptômes de démence. La maladie d’Alzheimer préclinique, 

d’une durée d’environ vingt ans, constitue une fenêtre de prévention potentielle. 

Adapté de (Sasaguri et al., 2017) (CC BY 4.0). 

 

 Une stratégie thérapeutique, pour être efficace contre la maladie d’Alzheimer, devrait 

agir sur ses causes sous-jacentes dès les stades précliniques (Figure 18). Parmi ces poten-

tielles stratégies thérapeutiques figurent différentes approches de vaccination et d’immuni-

sation contre A (Cehlar et al., 2018; van Dyck, 2018) ou tau (Pedersen and Sigurdsson, 2015), 

des modulateurs d’enzymes comme les  et  sécrétases (Seki et al., 2020), des traitements 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.fr
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antioxydants et antiinflammatoires (Caruso et al., 2019; Frontiñán-Rubio et al., 2018; Jorda 

et al., 2020) ou des modulateurs de récepteurs potentiels à A (Elezgarai and Biasini, 2016), 

dont PrP (Chung et al., 2010). Malgré la mise en œuvre de nombreux essais cliniques, aucune 

de ces approches ne s’est révélée curative chez l’homme (Kamat et al., 2016). Néanmoins, 

des essais cliniques de phase III sont en cours avec l’anticorps monoclonal humain Aduca-

numab, qui cible spécifiquement les fibres amyloïdes et les oligomères solubles d’A, après 

une interruption des études due à une faible efficacité clinique (Howard and Liu, 2020; 

Schneider, 2020). 

 

 

1.2. Agrégation de protéines et stress oxydant 

 

1.2.1. Le stress oxydant, conséquence d’un déséquilibre de l’homéostasie rédox 

Les maladies neurodégénératives, dont la maladie d’Alzheimer et les maladies à 

prions, sont associées à un stress oxydant cellulaire précoce, qui apparaît plusieurs années 

avant les symptômes de démence (Aluise et al., 2010; Keller et al., 2019; Pamplona et al., 

2008). Il s’agit d’une concentration trop importante des espèces réactives de l’oxygène et de 

l’azote (EROA), due à un déséquilibre entre la production d’EROA et leur élimination par les 

systèmes antioxydants cellulaires (Kim et al., 2015; Tramutola et al., 2014). Les ERO sont des 

espèces chimiques réactives dérivées de l’oxygène, comme l’anion radicalaire supe-

roxyde .O2
-, le peroxyde d’hydrogène H2O2 et le radical hydroxyle .OH. Les espèces réactives 

de l’azote (ERA) comprennent le monoxyde d’azote .NO et ses dérivés, comme l’anion pe-

roxynitrite ONOO− (Stamler and Hausladen, 1998). Dans les conditions physiologiques nor-

males, les EROA, présentes en faibles concentrations, ont une fonction de signalisation cel-

lulaire. Le .NO est principalement produit par les enzymes de la famille des NO synthases 

(Daff, 2010). La source principale d’ERO est la chaîne respiratoire mitochondriale (Kim et al., 

2015; Swomley and Butterfield, 2015). Il s’agit d’une chaîne de réactions d’oxydation exer-

goniques – qui libèrent de l’énergie – au niveau de la membrane interne des mitochondries 

couplées au transport endergonique – qui consomme de l’énergie – de protons dans l’es-
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pace intermembranaire. L’entrée de protons dans la matrice mitochondriale est ainsi exer-

gonique et est couplée à la phosphorylation de l’adénosine diphosphate (ADP) en adénosine 

triphosphate (ATP), transporteur énergétique clé dans la cellule (Shoffner et al., 1991). Cette 

chaîne de transports d’électrons, en particulier au niveau du cycle des ubiquinones et du 

complexe IV, comporte des intermédiaires réactionnels radicalaires qui peuvent conduire à 

la libération d’ERO (Figure 19). 

 
Figure 19 : Production d’ERO au niveau de la chaîne respiratoire mitochondriale 

Les complexes I et II libèrent des électrons (e-) par l’oxydation de la nicotinamide adénine 

dinucléotide (NADH) et du succinate. Ces électrons interviennent dans le cycle des ubiqui-

nones (QH2
red/Qox). L’oxydation des ubiquinones libère des électrons qui sont captés par le 

complexe III, puis le cytochrome C et le complexe IV, mais aussi des intermédiaires réaction-

nels, dont le radical QH., qui pourrait favoriser la formation d’ERO (en rouge). Les complexes 

I, III et IV couplent des réactions rédox exergoniques avec le transport actif de protons vers 

l’espace intermembranaire. Le complexe V, ou ATP synthase, couple le transport passif de 

protons dans la matrice mitochondriale avec la synthèse d’adénosine triphosphate (ATP), 

monnaie énergétique de la cellule (Gardès-Albert et al., 2003; Shoffner et al., 1991). 

 

La concentration des EROA est régulée par des enzymes comme les superoxyde dis-

mutases (SOD), qui catalysent la dismutation de .O2
- en H2O2 et O2, les catalases, qui cataly-

sent la dismutation de H2O2, et les glutathion péroxydases (Gpx), qui couplent la réduction 

des péroxydes à l’oxydation du glutathion, mais aussi par de petites molécules dont la plus 

abondante est le glutathion (Kamat et al., 2016; Kim et al., 2015; Swomley and Butterfield, 

2015). Le glutathion est un tripeptide (acide glutamique-cystéine-glycine) dont la concen-

tration peut dépasser 10 mM dans les cellules de mammifères (Dringen, 2000). L’oxydation 

du glutathion réduit (GSH) en disulfure de glutathion (GSSG) par formation d’un pont disul-

fure intermoléculaire est couplée à la réduction des ERO (Figure 20). En fonction du substrat, 

ces réactions peuvent être non enzymatiques ou catalysées par des enzymes comme les 

peroxyrédoxines (Prx) ou les thiorédoxines (Trx) (Dringen, 2000; Mazzetti et al., 2015). Le 
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glutathion réduit permet également de restaurer le pouvoir réducteur des glutarédoxines  

qui catalysent la réduction de différentes ERO (Pham et al., 2015; Silva et al., 2008). La res-

tauration du pouvoir réducteur du glutathion oxydé (GSSG) est couplée à l’oxydation de la 

nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) par les glutathion réductases (Kim 

et al., 2015). 

 
Figure 20 : Equilibre entre glutathion et disulfure de glutathion 

Adapté d’une figure de Donald Voet, Judith Voet, & Chris Pratt (CC 0 1.0). 

 

Le stress oxydant est dû à un déséquilibre de l’homéostasie rédox, dû soit à une aug-

mentation de la production d’EROA, soit à une diminution de l’activité des systèmes antioxy-

dants (Figure 21). La synthèse d’EROA peut être favorisée par différents facteurs, comme 

l’athérosclérose et l’hypercholestérolémie (Peluso et al., 2012), l’excès de certains ions mé-

talliques (Tabner et al., 2005), ou encore un stress environnemental comme l’exposition aux 

pesticides (Abdollahi et al., 2004) ou à la pollution de l’air, en particulier par l’ozone (Lodovici 

and Bigagli, 2011). Les capacités antioxydantes peuvent être altérées par exemple par le 

surpoids (Albuali, 2014) ou le tabagisme (Kamceva et al., 2016). Le vieillissement cellulaire 

est caractérisé à la fois par une augmentation de la concentration en EROA (Santos et al., 

2018) et par une diminution de l’activité des systèmes antioxydants (Mazzetti et al., 2015), 

ce qui facilite l’installation d’un stress oxydant chronique. 

Le cerveau consomme 20% de l’oxygène total utilisé par l’organisme. Le catabolisme 

oxydatif est donc très élevé dans cet organe, qui est ainsi particulièrement susceptible de 

développer un stress oxydant en cas d’insuffisance des systèmes antioxydants cellulaires 

(Dringen, 2000). Quand elles sont présentes en trop grande concentration, les EROA peuvent 

https://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/deed.fr
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détériorer protéines, lipides et acides nucléiques. Le stress oxydant favorise ainsi la peroxy-

dation des lipides, très abondantes dans le cerveau. Il induit une altération des mitochon-

dries limitant la synthèse d’ATP, à laquelle le cerveau est également très sensible du fait de 

ses besoins énergétiques élevés  (Kim et al., 2015). Les dommages oxydatifs induits par la 

délétion du gène codant la superoxyde dismutase 2 (SOD2) chez un modèle souris de la 

maladie d’Alzheimer conduisent ainsi à des déficits cognitifs exacerbés (Esposito et al., 2006).  

De plus, l’oxydation de protéines peut altérer leur conformation, entraînant une perte de 

fonction, et favorisant potentiellement leur agrégation par l’exposition de résidus hydro-

phobes (Castro et al., 2012; Swomley and Butterfield, 2015; Tanase et al., 2016). Les protéines 

du système ubiquitine/ protéasome peuvent également être atteintes, altérant la dégrada-

tion des protéines et favorisant leur agrégation (Korovila et al., 2017; Pajares et al., 2015). 

Réciproquement, des études suggèrent que l’agrégation de protéines favorise le stress oxy-

dant (Hipp et al., 2014) : on a donc un cercle vicieux qui se met en place, qui aboutit à la 

neurodégénérescence (Figure 21).  

 
Figure 21 : Le stress oxydant, conséquence d'un déséquilibre de l'homéostasie rédox 

Le stress oxydant est dû à un déséquilibre entre les EROA et les systèmes antioxydants, causé, 

soit par une altération des systèmes antioxydants, soit par une augmentation de la 

production des EROA. Cet excès d’EROA conduit à l’oxydation des molécules cellulaires : 

protéines, lipides, et acides nucléiques, ce qui est à terme toxique pour les cellules, 

particulièrement les neurones. L’agrégation de certaines protéines et l’altération des 

mitochondries favorisent réciproquement la production d’ERO : un cercle vicieux se met 

alors en place. Le stress oxydant est un marqueur précoce des maladies neurodégénératives, 

et participe à leur évolution. 
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 Le stress oxydant pourrait être l’un des initiateurs de la cascade amyloïde dans la 

maladie d’Alzheimer (Behl, 1997; Markesbery, 1997). En effet, il altère les protéases dégra-

dant A et participe donc à son accumulation (de Dios et al., 2019). Il favorise également 

l’hyperphosphorylation et l’accumulation de tau (Lloret et al., 2015), et pourrait être impliqué 

dans la réintégration du cycle cellulaire par les neurones, qui participe à leur mort (Bonda et 

al., 2010). Réciproquement, l’accumulation d’A favorise le stress oxydant par plusieurs mé-

canismes : (i) la perméabilisation des membranes par certaines espèces oligomériques con-

duit à un déséquilibre de l’homéostasie ionique (Lal et al., 2007), (ii) les agrégats d’A peu-

vent relarguer localement des espèces métalliques (Huang et al., 2004; Khan et al., 2006), et 

(iii) certains assemblages perturbent la chaîne respiratoire mitochondriale, ce qui se mani-

feste en particulier par une diminution de l’activité de la cytochrome C oxydase (complexe 

IV) (Figure 19, p. 64), qui conduit à une augmentation de la production d’ERO (Lim et al., 

2010). Un cercle vicieux se met ainsi en place entre accumulation de peptide A et stress 

oxydant, qui aboutit à la mort cellulaire (Caruso et al., 2019; Frontiñán-Rubio et al., 2018; Hilt 

et al., 2018). De façon similaire, l’oxydation de résidus méthionines de la PrP semble néces-

saire pour son repliement en feuillets  et son agrégation dans le cadre des maladies à 

prions, qui seraient ainsi favorisées par le stress oxydant (Wolschner et al., 2009). Récipro-

quement, la pathogénèse des maladies à prions favorise le stress oxydant via une dérégula-

tion du métabolisme dans le cerveau (Bourgognon et al., 2018).  

 

1.2.2. Liens fonctionnels entre interaction de protéines et stress oxydant 

Bien que le paragraphe précédent indique que le stress oxydant est favorisé par 

l’agrégation des protéines dans le cadre des maladies neurodégénératives, il apparaît que 

l’agrégation de protéines peut dans certains cas constituer un mécanisme de défense vis-à-

vis du stress oxydant. La relation entre agrégats de protéines et stress oxydant est ainsi inti-

mement liée à la structure des agrégats (Carija et al., 2017; Sideri et al., 2010). Nous avons 

réalisé une analyse comparative des effets activateurs et inhibiteurs de l’agrégation de pro-

téines sur le stress oxydant et du stress oxydant sur l’agrégation de protéines décrits dans la 
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littérature, aboutissant à la publication dans l’International Journal of Molecular Science d’un 

article de revue présenté en annexe (Lévy et al., 2019). 

 

1.3. Modèles des maladies à prions et de la maladie d’Alzheimer 

 

1.3.1. Modèles animaux 

 

1.3.1.1. Modèles primates 

La proximité phénotypique entre les primates et l’homme a permis des avancées ma-

jeures dans l’étude de la transmission et de la pathogénèse des maladies à prions humaines, 

dont le kuru (Gajdusek et al., 1966, 1968) et le vMCJ (Lasmézas et al., 1996). La maladie 

d’Alzheimer stricto sensu est exclusivement humaine (Rosen et al., 2016). Le vieillissement 

des singes est souvent associé à l’accumulation dans le cerveau de dépôts amyloïdes (Martin 

et al., 1991; Price et al., 1991) et parfois à des tauopathies (Giannakopoulos et al., 1997), mais 

sans autre symptôme de type Alzheimer (Heuer et al., 2012). Cependant, chez le microcèbe 

mignon, un lémurien, une amyloïdose bêta et d’une tauopathie locales associées à des 

troubles de l’apprentissage et de la mémoire à long terme peuvent se développer suite à 

une inoculation intracérébrale avec de l’homogénat de cerveau de patients décédés de la 

maladie d’Alzheimer. Il s’agit de la première preuve de la transmissibilité de ces lésions as-

sociées à des symptômes cliniques chez un animal non transgénique (Gary et al., 2019). 

Les expérimentations sur les primates posent néanmoins des problèmes éthiques ma-

jeurs et doivent donc être réduites au maximum (Prescott, 2010). 

 

1.3.1.2. Modèles rongeurs 

 

1.3.1.2.1. Modèles rongeurs des maladies à prions 

Le hamster doré puis le campagnol roussâtre (en anglais, bank vole) sont les premiers 

rongeurs infectés expérimentalement par des maladies à prions (Brandner and Jaunmuktane, 

2017). Le campagnol est infectable par des prions issus de nombreuses espèces, dont la 

tremblante du mouton (Di Bari et al., 2008), la maladie du dépérissement chronique des 
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cervidés (Di Bari et al., 2013), et des prions humains, murins et de hamster (Nonno et al., 

2006). Les périodes d’incubation sont très courtes pour certaines souches, ce qui indique 

une barrière d’espèce faible, qui est retrouvée pour des souris transgéniques exprimant la 

PrPC de campagnol (Watts et al., 2014b).  

Le développement de lignées de souris transgéniques pour la PrP a révolutionné 

l’étude des maladies à prions. Le premier modèle décrit dans la littérature coexprime la PrPC 

murine et la PrPC de hamster et permet de s’affranchir de la barrière d’espèce (Scott et al., 

1989). Les lignées de souris Prnp0/0, n’exprimant pas de PrPC endogène (Büeler et al., 1992), 

ont constitué une avancée majeure, puisque la modification génétique de ces souris pour 

qu’elles expriment une PrPC hétérologue, issue d’une autre espèce, permet d’étudier les ma-

ladies à prions touchant cette autre espèce en s’affranchissant des potentielles interférences 

avec la protéine prion murine endogène (Telling et al., 1995; Weissmann and Büeler, 2004). 

La surexpression de la PrPC dans ces souris transgéniques permet de plus de réduire le temps 

d’incubation de la maladie (Brandner and Jaunmuktane, 2017). Aujourd’hui, il existe une 

multitude de modèles de souris transgéniques, exprimant des PrP bovines, ovines, porcines, 

humaines, de hamster, de cochon d’Inde, de campagnol ou de cervidés, avec une grande 

variété de polymorphismes (Brandner and Jaunmuktane, 2017).  

 

1.3.1.2.2. Modèles rongeurs de la maladie d’Alzheimer 

Comme pour les maladies à prions, les modèles souris sont très utilisés dans l’étude 

de la maladie d’Alzheimer. Les rats sont également très intéressants car ils permettent des 

tests neurocomportementaux plus complexes (Folkesson et al., 2007) et la taille plus impor-

tante de leur cerveau facilite les analyses histologiques (Brandner and Jaunmuktane, 2017).  

Les souris et les rats âgés ne développent de façon naturelle ni plaques séniles ni 

dégénérescence neurofibrillaire. De nombreux modèles permettent cependant de repro-

duire partiellement les lésions associées à la maladie d’Alzheimer et d’en étudier différents 

aspects (Duyckaerts et al., 2008). Les modèles basés sur la surexpression de l’APP murine 

sauvage ne présentent généralement pas de dépôts amyloïdes extracellulaires (Jankowsky 

et al., 2007). Par exemple, les souris trisomiques pour le chromosome 16, portant le gène 

codant l’APP, présentent des déficits d’apprentissage mais sans dépôt amyloïde visible 
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(Reeves et al., 1995) ni augmentation de la concentration ou du niveau de phosphorylation 

de tau (Hunter et al., 2004). De façon similaire, de simples mutations de la préséniline 2 

(protéine du complexe -sécrétase) chez la souris peuvent augmenter la production d’A et 

la proportion relative d’A1-42, mais sans provoquer de lésion visible (Sawamura et al., 2000).  

Un grand nombre de souris et de rats utilisés comme modèles de la maladie d’Alzhei-

mer expriment ou surexpriment une APP humaine portant une mutation impliquée dans les 

formes familiales de la maladie d’Alzheimer (Sasaguri et al., 2017). Ces souris présentent des 

dépôts de peptide A similaires aux plaques séniles humaines (Johnson-Wood et al., 1997). 

Comme les patients atteints de la maladie d’Alzheimer, la plupart de ces animaux présentent 

une angiopathie cérébrale amyloïde (Herzig et al., 2006), avec parfois une colocalisation 

entre A et APOE (Thal et al., 2007). Ces modèles peuvent également présenter un déficit de 

la potentialisation à long terme, soit de façon spontanée avec l’âge (Chapman et al., 1999), 

soit suite à l’inoculation d’oligomères d’A (Walsh et al., 2002). Certaines souris modèles 

sont doublement transgéniques : elles coexpriment une APP humaine mutée et une présé-

niline mutée, ce qui permet d’abaisser l'âge de formation des plaques (Duff et al., 1996; 

Holcomb et al., 1998). Ainsi, ces souris transgéniques pour l’APP sont intéressantes pour 

étudier les lésions amyloïdes associées aux phases précliniques de la maladie d’Alzheimer 

(Sasaguri et al., 2017), mais pas la cause de la maladie d’Alzheimer, ni la tauopathie associée. 

En effet, bien que le niveau de phosphorylation de la protéine tau soit anormalement élevé 

dans certains de ces modèles, ils ne développent pas de dégénérescence neurofibrillaire 

(Duyckaerts et al., 2008). Trois explications peuvent être avancées : (i) la surexpression de 

l’A humain pourrait ne pas être suffisante pour déclencher l’accumulation et l’agrégation 

de tau, (ii) la protéine tau des rongeurs pourrait être moins susceptible à l’agrégation que la 

protéine tau humaine et (iii) ces animaux ne vivent peut-être pas assez longtemps pour per-

mettre le développement de la tauopathie suite à l’agrégation d’A (LaFerla and Green, 

2012) . 

Ainsi, des modèles spécifiques ont dû être mis au point pour reproduire la dégéné-

rescence neurofibrillaire. La protéine tau humaine normale exprimée chez la souris peut s’ac-

cumuler sous une forme hyperphosphorylée mais ne forme pas de filaments hélicoïdaux 
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appariés (Brion et al., 1999; Ishihara et al., 1999), sauf en cas d’élimination de la protéine tau 

endogène de la souris, qui pourrait donc inhiber l’agrégation de la tau humaine (Andorfer 

et al., 2003). L’expression de formes mutées de la protéine tau humaine permet en revanche 

à de nombreux modèles souris de développer une dégénérescence neurofibrillaire (Götz et 

al., 2007). Ces modèles ne peuvent pas être utilisés pour comprendre les causes de la maladie 

d’Alzheimer, mais ils permettent d’étudier la propagation de la tauopathie (de Calignon et 

al., 2012), la neurotoxicité des enchevêtrements neurofibrillaires et leur synergie avec les 

dépôts amyloïdes (Duyckaerts et al., 2008). 

 

1.3.1.3. Modèles invertébrés 

Les modèles simples et économiques que sont les drosophiles, les levures et les né-

matodes peuvent permettre d’identifier des interactions entre protéines et des voies poten-

tiellement impliquées dans les maladies neurodégénératives. Ainsi, certains modèles droso-

philes sont utilisés pour l’étude des maladies à prions (Gavin et al., 2006; Thackray et al., 

2018) ou de la maladie d’Alzheimer (Caesar et al., 2012; Crowther et al., 2004). Le nématode 

Caenorhabditis elegans a également été utilisé pour élucider le rôle physiologique de la 

protéine apl-1, homologue de l’APP (Hornsten et al., 2007). La levure Saccharomyces cerevi-

siae a permis de mieux comprendre le fonctionnement du complexe -sécrétase en le re-

constituant dans cet organisme qui en est normalement dépourvu (Edbauer et al., 2003). Ces 

modèles restent cependant très éloignés de la neuropathologie des maladies neurodégéné-

ratives (Duyckaerts et al., 2008). 

 

1.3.2. Modèles ex vivo et in vitro 

 

1.3.2.1. Cultures organotypiques 

Par rapport aux modèles animaux, les cultures organotypiques ex vivo sont très mo-

dulables. Elles permettent une augmentation des effectifs et une meilleure standardisation 

des conditions de culture, améliorant la reproductibilité des résultats (Brandner and Jaun-

muktane, 2017). Ces modèles permettent de conserver l’intégrité des synapses (Bahr et al., 
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1995), les interactions entre neurones et cellules gliales (Noraberg et al., 2005), et, de ma-

nière générale, la physiologie du tissu observé (Duff et al., 2002). Ainsi, des tranches de cer-

velets de souris transgéniques peuvent être maintenues en culture pendant huit semaines 

(Falsig and Aguzzi, 2008) et permettent, par exemple, d’étudier les fonctions physiologiques 

de la PrPC (Sonati et al., 2013). Elles sont infectables par le prion, avec des taux d’amplification 

similaires à ceux qui sont observés in vivo mais obtenus cinq fois plus rapidement (Falsig et 

al., 2008). Après infection, ces cultures peuvent développer une spongiose et des dépôts de 

PrPSc différents selon la souche, parfois associés à une neurotoxicité (Falsig et al., 2012). De 

la même façon, des tranches d'hippocampe préparées à partir de modèles de souris trans-

géniques de la maladie d’Alzheimer peuvent être utilisées pour étudier l'impact des oligo-

mères d’A au niveau électrophysiologique (Chapman et al., 1999) ou cribler rapidement des 

stratégies thérapeutiques potentielles (Duff et al., 2002). Ces cultures organotypiques peu-

vent être vues comme un compromis entre les modèles animaux et les modèles de culture 

cellulaire. Cependant, les conditions de culture restent lourdes, ce qui peut expliquer pour-

quoi l’utilisation de ces modèles n’est pas plus répandue (Brandner and Jaunmuktane, 2017). 
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1.3.2.2. Cultures de neurones 

Les neurones primocultivés à partir de modèles rongeurs sont très utilisés dans 

l’étude des mécanismes à l’origine de l’initiation et de la propagation de maladies neurodé-

génératives. Ainsi, des neurones et des astrocytes primocultivés à partir de cervelets de sou-

ris exprimant la PrP ovine sont infectables par des prions ovins, avec une apoptose tardive 

mais systématique (Cronier et al., 2004). De la même façon, des neurones primocultivés à 

partir de souris exprimant la PrP de différentes espèces comme la souris, le hamster et 

l’homme permettent de propager d’autres prions, dont ceux de la MCJ (Cronier et al., 2007; 

Hannaoui et al., 2014). Ces modèles permettent d’étudier finement certains mécanismes des 

maladies à prions, comme l’activation de la microglie dans des cocultures de neurones et 

d’astrocytes infectés (Marella and Chabry, 2004), ou la médiation de la toxicité de la PrPSc 

par la conversion de la PrPC endogène (Cronier et al., 2012). Ces modèles sont pertinents 

pour un premier criblage de molécules potentiellement anti-prions (Cronier et al., 2007), 

comme les cyclines (Hannaoui et al., 2014). Les cultures de neurones primaires sont égale-

ment utilisées dans l’étude de la maladie d’Alzheimer. Par exemple, l’exposition de neurones 

primaires d’hippocampe de rat à des oligomères d’A conduit à un dysfonctionnement des 

mitochondries avec diminution de la synthèse d’ATP et à une mort apoptotique des neu-

rones (Yang et al., 2009), qui se produisent également in vivo (Keller et al., 2019; LaFerla et 

al., 1995). Une autre étude montre l’augmentation de la sécrétion d’A et de la phosphory-

lation de tau dans des neurones exposés à du cholestérol de type lipoprotéine de basse 

densité (LDL) contenant de l’apolipoprotéine B (APOB) (Hui et al., 2012). Malgré cette litté-

rature abondante, la caractérisation structurale des assemblages d’A incriminés reste sou-

vent incomplète. 

L’utilisation de puces microfluidiques permet aujourd’hui de construire des réseaux 

de neurones primocultivés à façon (J. Millet et al., 2007), éventuellement en coculture avec 

des cellules gliales (Majumdar et al., 2011). Ce type de modèle est en constante amélioration 

(Courte et al., 2018; Peyrin et al., 2011; Renault et al., 2016). Ces dispositifs ont par exemple 

été utilisés dans l’étude de la propagation spatiale de l’infection prion le long des axones en 

fonction de la taille des particules infectieuses (Alleaume-Butaux et al., 2015; Bett et al., 
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2017), de la différence d’effet de certains assemblages d’A selon que  l’exposition est réa-

lisée au niveau du compartiment somato-dendritique ou des axones (Deleglise et al., 2014), 

ou encore de la propagation prion-like d’assemblages pathologiques d’-synucléine en 

fonction du niveau de l’expression de cette protéine (Courte et al., 2020; Gribaudo et al., 

2019). 

 La découverte d’une méthode pour induire des cellules souches pluripotentes par 

reprogrammation de fibroblastes humains (Takahashi and Yamanaka, 2006) a ouvert de nou-

velles voies pour l’étude des mécanismes cellulaires, des critères de diagnostic et le criblage 

de molécules thérapeutiques pour la plupart des maladies, dont les maladies neurodégéné-

ratives (Brandner and Jaunmuktane, 2017; Sandoe and Eggan, 2013). En effet, ces cellules 

souches peuvent être différenciées en cellules souches neurales, en neurones ou en astro-

cytes utilisables pour des études de neurotoxicité (Pei et al., 2016). Les astrocytes ainsi dif-

férenciés sont infectables par les prions (Krejciova et al., 2017). Différents modèles de la ma-

ladie d’Alzheimer ont également été établis par induction de cellules souches par repro-

grammation à partir de fibroblastes de patients atteints de formes familiales de la maladie 

d’Alzheimer (Auboyer et al., 2019a, 2019b). Ces cellules souches peuvent ensuite être diffé-

renciées en neurones : ce type de modèles a mis en évidence une perte de plasticité synap-

tique en réponse à des assemblages extracellulaires d’A et de tau (Hu et al., 2018). Comme 

cette approche permet de propager des neurones et des atrocytes différenciés, elle présente 

moins de contraintes que la culture primaire une fois que les lignées sont obtenues, et on 

peut donc s’attendre dans les prochaines années à une augmentation de leur utilisation. 

 Ces cellules souches induites par reprogrammation peuvent également être différen-

ciées en neuroectoderme, qui, cultivé dans les conditions appropriées, peut se développer 

en un organoïde cérébral, ou Mini Brain, anatomiquement proches de la structure du cer-

veau (Lehmann et al., 2019). Ces outils sont extrêmement prometteurs dans l’étude de ma-

ladies neurodégénératives (Fischer, 2017; Nassor et al., 2020), dont les maladies à prions 

(Groveman et al., 2019) et la maladie d’Alzheimer (Pavoni et al., 2018). 
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1.3.2.3. Lignées de cellules immortalisées 

Les lignées de cellules immortalisées sont faciles à manipuler, se multiplient théori-

quement de façon illimitée et peuvent être congelées et décongelées en conservant les 

mêmes caractéristiques : elles sont donc particulièrement utiles en première intention pour 

modéliser un grand nombre de processus biologiques (Maqsood et al., 2013).  

 

1.3.2.3.1. Cellules immortalisées sensibles aux infections à prions 

Pour des raisons inconnues, la plupart des lignées cellulaires sont résistantes aux in-

fections à prions (Arellano-Anaya et al., 2017; Solassol et al., 2003). Jusqu’au début des an-

nées 2000, les lignées permissives aux infections à prions décrites n’étaient infectables que 

par des souches adaptées à la souris  (Vilette, 2008). C’est le cas de la lignée SMB, obtenue 

à partir du cerveau d’une souris infectée par la souche Chandler de la tremblante du mouton 

adaptée à la souris (Chandler, 1961) et capable d’amplifier la PrPSc pendant plus de quarante 

passages (Clarke and Haig, 1970). L’utilisation de cette lignée cellulaire est restée relative-

ment limitée en raison de l’absence de cellules contrôles adaptées. Le même groupe a décrit 

une lignée de type fibroblastes de souris, infectable par des prions murins (Clarke and Mill-

son, 1976). D’autres lignées de cellules, issues de tumeurs du cerveau, permettent de pro-

pager les prions murins. C’est le cas de la lignée N2a, dérivée d’un neuroblastome de souris 

(Chang and Prasad, 1976), infectable par différentes souches de prions murins, mais avec un 

pourcentage de cellules infectées relativement faible et un titre infectieux variable d’une 

expérience à l’autre (Race et al., 1987), et sans changement cytolytique des cellules infectées 

(Butler et al., 1988). La lignée N2aPK1, plus sensible à l’infection, a par la suite été isolée à 

partir des cellules N2a (Klöhn et al., 2003). De façon similaire, la lignée GT1, établie à partir 

d’une tumeur d’hypothalamus de souris (Mellon et al., 1990), est sensible à l’infection par 

une souche murine. L’infection de ces cellules peut conduire à des phénotypes de vacuoli-

sation et à une diminution de leur viabilité (Schätzl et al., 1997). Des expériences de sous 

clonage de ces différents modèles cellulaires ont permis d’établir des lignées de cellules 

répondant à l’infection de manière plus forte et plus homogène, permettant de produire de 

plus grandes quantités de PrPSc (Bosque and Prusiner, 2000). La lignée de neuroblastome 

humain SH-SY5Y (Biedler et al., 1978) est l’une des rares lignées dont certains sous clones 
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seraient infectables par des souches humaines de maladies à prions (Ladogana et al., 1995; 

Solassol et al., 2003). Elle a également été utilisée pour l’étude des fonctions de la PrPC (Li et 

al., 2009; Watt et al., 2007).  

Comme pour les modèles souris des maladies à prions, les lignées cellulaires n’expri-

mant pas de PrPC sont particulièrement intéressantes, car elles peuvent être transfectées 

pour exprimer des PrP de différentes espèces et ainsi permettre d’étudier l’infection par des 

souches issues de ces espèces sans risque d’interaction avec la PrPC endogène (Sakudo et 

al., 2007). Par exemple, la lignée RK13 est une lignée de cellules épithéliales de rein de lapin, 

facile à cultiver, qui n’exprime pas de PrP endogène détectable (Christofinis and Beale, 1968). 

La lignée Rov9 a été sélectionnée à partir de cellules RK13 transfectées pour exprimer de 

façon inductible l’allèle V136R154Q171 de la PrPC ovine (VRQ), qui confère aux animaux une 

plus grande sensibilité à l’infection par la tremblante classique (Hunter et al., 1996; Saunders 

et al., 2006). Cette lignée cellulaire est ainsi infectable par la souche 127S de tremblante du 

mouton (Vilette et al., 2001). De la même façon, d’autres lignées basées sur des cellules RK13 

transfectées avec des vecteurs d’expression de différentes PrP hétérologues sont infectables 

par des prions de campagnol, de souris (Courageot et al., 2008), de cervidés (Bian et al., 

2010), de chèvre (Dassanayake et al., 2016), et par des prions humains adaptés à la souris 

(Lawson et al., 2008), mais pas directement par les souches humaines et bovines  (Arellano-

Anaya et al., 2017). Ces modèles ont permis d’étudier différents aspects des maladies à 

prions, comme la propagation spatiale de l’infection (Paquet et al., 2007), l’effet de la glyco-

sylation de la PrPC sur l’infectabilité des cellules (Salamat et al., 2011), ou l’infectabilité de 

cellules exprimant des mutants de délétion de la PrPC pour identifier les régions nécessaires 

à sa conversion en PrPSc (Munoz-Montesino et al., 2016). Ces cellules peuvent également 

être utilisées comme substrat pour l’amplification in vitro de la PrPSc par PMCA en rempla-

cement de l’homogénat de cerveau de souris saines classiquement utilisé (Moudjou et al., 

2016). 

Même si ce type de modèle a contribué de manière décisive à la compréhension de 

la propagation de l’infection prion de cellule à cellule, les conséquences de l’infection au 



77 

 

niveau cellulaire restent mal connues, et ces modèles cellulaires sont très intéressants pour 

les étudier dans une première approche(Priola, 2018; Vilette et al., 2018). 

 

1.3.2.3.2. Cellules immortalisées modèles de la maladie d’Alzheimer 

De nombreuses lignées cellulaires ont été utilisées pour modéliser certains aspects 

de la maladie d’Alzheimer, comme la toxicité d’assemblages d’A. Par exemple, la lignée de 

neuroblastome humain SH-SY5Y, décrite au paragraphe précédent, est sensible à certains 

oligomères d’A1-40, qui sont capables de se lier aux membranes, d’être internalisés par les 

cellules et de perturber leur homéostasie du calcium (Johnson et al., 2011), ce qui est égale-

ment observé dans des ovocytes de xénope et des neurones corticaux de souris (Um et al., 

2013), et in vivo (Haas et al., 2016). Des lignées dérivées de N2a ont été utilisées pour étudier, 

par exemple, la localisation à l’échelle subcellulaire des clivages de l’APP (Thinakaran et al., 

1996), les mécanismes potentiels de l’hyperphosphorylation de tau (Zhang et al., 2006b), 

l’effet de la surexpression de tau sur la toxicité induite par A (Wang et al., 2010), ou pour 

cribler de potentielles stratégies thérapeutiques (Chen et al., 2012; Yan et al., 2012). Des 

lignées microgliales immortalisées ont également été utilisées pour étudier la réaction in-

flammatoire observée dans le cas de la maladie d’Alzheimer, comme la lignée BV-2, dérivée 

de cellules mononucléaires embryonnaires, qui a permis d’étudier les mécanismes de l’in-

flammation (Long et al., 2019) et de cribler l’effet de composés anti-inflammatoires sur la 

maladie d’Alzheimer (Cui et al., 2018; He et al., 2011; Huang et al., 2018). Une nouvelle lignée 

de cellules microgliales, établie à partir du cerveau de souris adultes, semble prometteuse, 

car leur activation en réponse à A est supérieure à celle qui est observée pour les cellules 

BV-2 (McCarthy et al., 2016).  

Plusieurs types cellulaires ont été utilisés pour produire des mélanges d’assemblages 

d’A afin d’évaluer leur toxicité. Ainsi, des cellules CHO, issues d’ovaires de hamster, modi-

fiées pour surexprimer APP, excrètent des assemblages d’A provoquant un déficit de la 

potentialisation à long terme après injection chez le rat (Walsh et al., 2002). De la même 

façon, la lignée N2a surexprimant l’APP a été utilisée pour produire des oligomères solubles 

d’A capables d’induire l’apoptose de neurones primocultivés (Yang et al., 2009). La lignée 
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RK13 a également été modifiée génétiquement pour exprimer A1-40, et les assemblages 

produits sont capables de ralentir l’infection prion dans un modèle de coculture avec des 

tranches organotypiques de cervelet (Igel Egalon, 2013). 

 

1.3.3. Perspectives pour les modèles de maladies neurodégénératives 

Ainsi, de nombreux modèles coexistent pour l’étude des maladies neurodégénéra-

tives, qui présentent tous des avantages et des limites qui doivent être pris en compte au 

moment du choix du modèle. Les études sur les cultures cellulaires ont énormément contri-

bué à la compréhension des mécanismes des maladies neurodégénératives, mais les mo-

dèles animaux restent nécessaires. Par exemple, de nombreux composés anti prions et anti 

Alzheimer, prometteurs in vitro, se sont révélés décevants in vivo, et seuls les modèles ani-

maux permettent d’étudier précisément les phénotypes cliniques de la maladie (Brandner 

and Jaunmuktane, 2017; Godyń et al., 2016). On peut donc s’attendre à un développement 

simultané des modèles in vivo, ex vivo et in vitro, ainsi que des modèles in silico. Ces derniers 

peuvent en effet modéliser les mécanismes de formation des dépôts protéiques des mala-

dies à prions (Zou and Gambetti, 2004) et de la maladie d’Alzheimer (Edelstein-keshet and 

Spiros, 2002), en prenant potentiellement en compte le rôle de la protéine prion (Helal et al., 

2014), et contribuent à identifier de potentiels traitements anti-prion (Hosokawa-Muto et al., 

2009) ou des cibles pharmaceutiques contre la maladie d’Alzheimer (Shaik et al., 2016; 

Speck-Planche et al., 2013). La Figure 22 récapitule ces perspectives. 
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Figure 22 : Perspectives dans le développement de nouveaux modèles de maladies 

neurodégénératives 

On peut s’attendre au développement de nouveaux modèles de souris transgéniques (à 

gauche), basés sur les nouvelles techniques d’édition génétique. D’autres espèces peuvent 

être utilisées : d’une part les espèces faciles à entretenir et à manipuler comme les droso-

philes et les nématodes, et d’autre part les rats, dont le cerveau de taille plus importante 

facilite les analyses histologiques. Les cellules souches pluripotentes induites peuvent être 

différenciées en neurones et en astrocytes qui peuvent constituer de bons modèles des ma-

ladies neurodégénératives. De nouveaux modèles cellulaires et acellulaires pourront égale-

ment contribuer à élucider certains mécanismes de la pathogénèse et de la propagation des 

maladies.  

Figure adaptée de (Brandner and Jaunmuktane, 2017) (CC BY 4.0). 

 

 

1.4. Méthodes de suivi du stress oxydant en cellules 

 

1.4.1. Sondes chimiques et dosages d’espèces oxydantes ou réductrices 

Différentes sondes chimiques sont couramment utilisées pour quantifier le stress oxy-

dant cellulaire de façon globale. Par exemple, l’oxydation de la dichlorodihydrofluoroscéine 

par l’ensemble des EROA forme la dichlorofluoroscéine fluorescente (Figure 23A). L’appari-

tion de la dichlorofluoroscéine peut être suivie en temps réel in cellulo par spectrofluométrie. 

Cette sonde est peu sensible (seuil d’environ 100 µM d’H2O2), sa fluorescence n’est pas pro-

portionnelle à la concentration en EROA (Cathcart et al., 1983; Wang and Joseph, 1999), et 

elle peut être convertie en espèces radicalaires toxiques, qui biaisent les résultats obtenus 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.fr
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(Bonini et al., 2006). Plusieurs sondes basées sur ce principe ont été développées pour quan-

tifier le niveau d’oxydation global des thiols avec une meilleure sensibilité (Maeda et al., 

2005). De façon similaire, le réactif d’Ellman, ou acide dithionitrobenzoïque, réagit de façon 

équimolaire avec les thiols pour donner un anion coloré (Ellman, 1959), mais cette réaction 

est lente et souvent incomplète (Riener et al., 2002). 

Une approche plus fine pour quantifier le stress oxydant est la quantification spéci-

fique d’ERO. La plupart ont une très courte durée de vie et ne peuvent donc pas être quan-

tifiées facilement de façon directe. Ainsi, seule la spectroscopie par résonance de spin élec-

tronique (RSE) permet de détecter spécifiquement les électrons non appariés des radicaux 

libres in vivo (Mason and Ganini, 2019). Cette technique ne permet de détecter que les radi-

caux relativement peu réactifs, qui s’accumulent à des niveaux suffisamment élevés pour être 

détectables. Pour détecter de façon indirecte les radicaux les plus réactifs, des « piégeurs » 

comme le N-oxyde de 5,5-diméthyl-1-pyrroline (DMPO) peuvent être utilisés : ces molécules 

réagissent avec les radicaux pour former des adduits, dont la durée de vie est plus longue 

que celle du radical initial (Halliwell and Whiteman, 2004). Cette méthode est cependant peu 

sensible, coûteuse, et peut de plus être biaisée : en particulier, la conversion rapide de l’ad-

duit par les systèmes antioxydants cellulaires peut conduire à des erreurs d’interprétation 

(Mason and Ganini, 2019; Pou et al., 1989). Le dihydroéthidium (DHE) est spécifiquement 

oxydé en 2-hydroxyéthidium fluorescent par l’anion radicalaire O2
.- (Michalski et al., 2014; 

Zhao et al., 2003). Cependant, dans les systèmes biologiques, de l’éthidium est également 

formé par oxydation non spécifique du DHE, et les spectres de fluorescence de l’éthidium et 

de l’hydroxyéthidium se chevauchent. Ainsi, seule une analyse par chromatographie liquide 

à haute performance (HPLC) permet d’utiliser le DHE et sa version spécifique des mitochon-

dries mitoSOX comme des sondes spécifiques de l’anion superoxyde (Zielonka and Kalya-

naraman, 2010; Zielonka et al., 2008). Le peroxyde d’hydrogène H2O2 est une espèce réactive 

de l’oxygène stable, ce qui facilite sa quantification (Halliwell and Whiteman, 2004). Il peut 

être quantifiée de façon spécifique par titrage en utilisant par exemple comme solution ti-

trante le permenganate de potassium (Huckaba and Keyes, 1948) ou le sulfate de cérium 

(Hurdis and Romeyn, 1954), avec une faible sensibilité.  
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Figure 23 : Exemples de molécules pour la quantification d'ERO par fluorescence et 

luminescence 

A : la 2’, 7’ dichlorodihydrofluorescéine diacétate est oxydée de façon non spécifique en 2’-

7’-dichlorofluorescéine. Adapté avec l’autorisation de John Wiley & Sons de (Halliwell and 

Whiteman, 2004), © 2004 Nature Publishing Group. 

B : L’oxydation du luminol par H2O2 produit de la chimiluminescence qui peut être suivie en 

temps réel (Kazemi and Abedirad, 2012). 

C : Mécanisme d’oxydation irréversible du groupement boranate par H2O2. Adapté avec 

l’autorisation d’ACS Publications de (Lippert et al., 2011), © 2011, American Chemical So-

ciety. 

D : La sonde peroxyfluor 1, oxydée par deux molécules d’H2O2, est convertie en fluorescéine. 

Adapté avec l’autorisation d’ACS Publications de (Lippert et al., 2011), © 2011, American 

Chemical Society. 

E : La sonde Mito-Peroxy-Yellow-1 est adressée spécifiquement aux mitochondries. Son oxy-

dation par une molécule d’H2O2 donne un produit fluorescent. Adapté avec l’autorisation 

d’ACS Publications de (Dickinson and Chang, 2008), © 2008, American Chemical Society. 

La chimiluminescence émise par l’oxydation du luminol par l’H2O2 (Figure 23B) peut 

également permettre de quantifier l’H2O2, avec une gamme linéaire comprise entre 10 et 

10000 µM (Warm and Laties, 1982). Différents catalyseurs permettent d’accélérer la réaction 

et de renforcer la luminescence, comme l’albumine de sérum bovin (BSA) ou humain (Deng 
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et al., 2014; Kazemi and Abedirad, 2012). Des méthodes plus sensibles sont basées sur l’oxy-

dation par l’H2O2 d’un substrat en un produit coloré ou fluorescent qui peut ensuite être 

détecté par spectrophotométrie ou spectrofluorimétrie. Par exemple, l’oxydation de l’acide 

homovanillique donne un dimère fluorescent, avec une intensité de fluorescence propor-

tionnelle à la concentration en H2O2 entre 0,044 et 4,4 µM d’H2O2 (Ruch et al., 1983). Une 

autre famille de sondes chimiques spécifiques de H2O2 est basée sur l’oxydation spécifique 

du groupement boronate (Lippert et al., 2011) (Figure 23C). La sonde Peroxyfluor 1 est ainsi 

une fluorescéine masquée par deux groupements boronate. L’oxydation spécifique et irré-

versible de cette sonde par deux molécules de H2O2 la convertit en fluorescéine (Figure 23D) 

(Lippert et al., 2011). De nombreuses sondes fluorescentes sont basées sur ce principe (Dick-

inson et al., 2010), dont la sonde Peroxy-Yellow-1, qui est plus sensible que Peroxyfluor 1 car 

elle réagit avec H2O2 de façon équimolaire, et qui peut être adressée aux mitochondries 

(Dickinson and Chang, 2008) (Figure 23E). 

Le stress oxydant peut se caractériser par un excès d’EROA, mais également par un 

défaut d’antioxydants. Le glutathion est l’un des antioxydants les plus abondants dans les 

cellules, présent dans le cytoplasme, mais aussi dans le noyau et les mitochondries (Mazzetti 

et al., 2015). Dans les conditions physiologiques normales, le glutathion est très majoritaire-

ment réduit, et son oxydation est couplée à la réduction des ERO. La concentration totale du 

glutathion et, surtout, le rapport 
glutathion réduit

glutathion oxydé
, sont donc de bons indicateurs du stress oxy-

dant cellulaire (Haleng et al., 2007; Jones, 2002). La concentration et le niveau d’oxydation 

du glutathion peuvent être quantifiés par chromatographie en phase liquide à haute perfor-

mance (Fracassetti et al., 2011), par électrophorèse capillaire (Camera and Picardo, 2002) ou 

par chromatographie liquide couplée à la spectrométrie de masse en tandem (LC-MS/MS) 

(Squellerio et al., 2012). Le glutathion et le rapport 
glutathion réduit

glutathion oxydé
 peuvent également être 

quantifiés dans des lysats de cellules en utilisant la sonde Luciferin-NT, convertie en lucifé-

rine par le glutathion réduit : cette sonde est commercialisée par Promega dans des kits de 

quantification du glutathion (Scherer et al., 2008). 
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Ainsi, de nombreuses méthodes permettent de quantifier le stress oxydant, soit par 

le suivi global de l’oxydation d’une molécule par toutes les ERO, soit par quantification spé-

cifique d’une ERO, en particulier H2O2, ou d’une molécule antioxydante, en particulier le glu-

tathion. La Table II récapitule quelques-unes de ces méthodes. Certaines sondes fluores-

centes permettent un suivi en temps réel de l’apparition du stress oxydant avec une résolu-

tion cellulaire, voire subcellulaire, ce qui est particulièrement intéressant car l’apparition du 

stress oxydant est un processus dynamique dont le point de départ se situe souvent au 

niveau des mitochondries (Gardès-Albert et al., 2003). Ces sondes sont cependant limitées 

par l’irréversibilité de leur oxydation et leur caractère qualitatif (Meyer and Dick, 2010). 

 

Table II : Exemple de méthodes de quantification du stress oxydant par dosage d'es-

pèces rédox ou utilisation de sondes chimiques 

Spécificité Méthode/ sonde Avantages Inconvénients 

Aucune 

Dichlorofluoros-

céine 

Suivi en temps réel par 

fluométrie 

Absence de linéarité 

Cytotoxicité 

acide dithionitro-

benzoïque 

Suivi en temps réel par co-

lorimétrie 

Réaction lente et incom-

plète 

Radicaux 
spectroscopie par 

RSE 

Spécificité pour les radi-

caux 

Equipement coûteux 

Biais potentiels 

O2
.- DHE 

Spécificité (si analyse par 

HPLC) 

Adressage possible aux mi-

tochondries (mitoSOX) 

Analyse par fluores-

cence biaisée  

H2O2 

Titrage chimique 

(permenganate…) 
Spécificité Très faible sensibilité 

Luminol Linéarité 
Sensibilité variable 

Catalyse nécessaire 

PF1 Suivi en temps réel 
Réaction lente et irré-

versible 

PY1 

Suivi en temps réel 

Meilleure sensibilité que 

PF1 

Adressage possible aux mi-

tochondries 

Réaction lente et irré-

versible 

GSH 

HPLC Sensibilité 

Linéarité 
Equipements coûteux 

LC-MS/MS 

Sonde luciférine Linéarité 
Protocole fastidieux 

Faible reproductibilité 
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1.4.2. Sondes peptidiques codées génétiquement 

Aujourd’hui, les outils les plus performants pour le suivi en temps réel des ERO et du 

niveau d’oxydation des thiols in vivo sont les sondes peptidiques codées génétiquement 

(Lukyanov and Belousov, 2014; Meyer and Dick, 2010). De manière générale, leur nature 

protéique permet de les adresser à différents organites, tels que le noyau ou les mitochon-

dries, permettant une résolution subcellulaire (Banach-latapy et al., 2013; He et al., 2015). La 

Figure 24 présente les sondes rédox codées génétiquement les plus populaires (Lukyanov 

and Belousov, 2014). Ces sondes sont basées sur des protéines fluorescentes verte (GFP) et 

jaune (YFP) permutées circulairement (cpGFP et cpYFP) : les extrémités N- et C-terminales 

originales sont fusionnées par un linker polypeptidique de 6 à 10 acides aminés, et la pro-

téine est coupée au niveau du tonneau  qui entoure le chromophore (Baird et al., 1999). La 

sonde HyPer-1 est constituée d’une cpYFP intégrée au sein du domaine régulateur de la 

protéine OxyR de E. coli, qui est un régulateur de transcription sensible à l’oxydation spéci-

fique par H2O2 (Zheng et al., 1998). L’oxydation de la sonde par H2O2 conduit à la formation 

d’un pont disulfure entre deux cystéines proches du fluorophore, ce qui modifie sa géomé-

trie et donc ses propriétés de fluorescence (Belousov et al., 2006) (Figure 24A). Les sondes 

HyPer-2 (Markvicheva et al., 2011) et HyPer-3 (Bilan et al., 2013) présentent une gamme 

dynamique plus étendue que HyPer-1. La redox sensitive YFP (rxYFP) est une cpYFP dans 

laquelle deux acides aminés de part et d’autre du fluorophore ont été remplacés par des 

cystéines à activité rédox. Cette sonde est ainsi un couple rédox qui s’équilibre avec l’en-

semble des thiols, dont le plus abondant est le glutathion. Comme pour HyPer, l’oxydation 

de la sonde modifie ses propriétés de fluorescence (Østergaard et al., 2001) (Figure 24B). La 

reduction-oxidation sensitive GFP (roGFP) est basée sur le même principe, avec une GFP à la 

place de la YFP (Dooley et al., 2004; Hanson et al., 2004) (Figure 24C). La sonde rxYFP s’équi-

libre très lentement avec les thiols in cellulo, et cette réaction est plus rapide en présence de 

Grx recombinante (Østergaard et al., 2004). La fusion avec une Grx de rxYFP (sonde Grx-

rxYFP) (Björnberg et al., 2006) et de roGFP (sonde Grx-roGFP) (Gutscher et al., 2008) (Figure 

24D) permet d’accélérer considérablement la dynamique de ces sondes par un échange ra-

pide de ponts disulfures intramoléculaires, ce qui les rend très utiles pour suivre in vivo le 
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niveau d’oxydoréduction du glutathion (Lukyanov and Belousov, 2014). De façon similaire, 

la fusion de roGFP avec la peroxydase Orp1 est une sonde spécifique de H2O2 (Gutscher et 

al., 2009) (Figure 24E). La fusion de roGFP avec la peroxyrédoxine Tsa2 permet une détection 

spécifique et ultra sensible de H2O2 compatible avec le suivi de ses variations de concentra-

tions physiologiques (Morgan et al., 2016). 

 

 

Figure 24 : Exemples de sondes rédox peptidiques codées génétiquement 

Les cinq sondes fluorescentes présentées sont fondées sur un changement de géométrie du 

fluorophore dû à la formation d’un pont disulfure entre deux cystéines (C) lorsque la protéine 

est oxydée. La sonde HyPer (A) est spécifique de H2O2 grâce au domaine régulateur du ré-

gulateur de transcription OxyR de E. Coli. Les sondes rxYFP et roGFP (B et C) s’équilibrent 

avec l’ensemble des thiols avoisinants grâce aux glutarédoxines cellulaires. Les sondes 

Grx-roGFP et Orp-roGFP sont spécifiques respectivement du couple glutathion réduit/ glu-

tathion oxydé et de H2O2 grâce à la fusion de roGFP respectivement avec une glutarédoxine 

et une protéine régulée par l’oxygène. 

 

Toutes ces sondes (Figure 24) présentent un changement de leur spectre d’excitation 

quand elles sont oxydées. Ce changement est indépendant de l'intensité de l'éclairage, de 

la concentration de la sonde ou du photoblanchiment (Meyer et Dick 2010 ; Lukyanov et 

Belousov 2014) (Meyer et Dick 2010 ; Fricker 2016). Ainsi, chacune de ces sondes présente 

deux pics d’excitation correspondant respectivement aux formes réduites et oxydées, ainsi 

qu’un point isobestique, i.e. une longueur d’onde à laquelle l’intensité de la fluorescence 

émise est indépendante du niveau d’oxydation de la sonde (Figure 25). Ces sondes sont dites 
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ratiométriques en excitation : la valeur du ratio des deux intensités de fluorescence émises 

après excitation de ces sondes à chacun de ces deux pics est indépendante de la concentra-

tion locale en sonde, ce qui permet d’éviter les biais dûs à la variation de la morphologie des 

cellules au cours du temps, ou au photoblanchiement (Lukyanov and Belousov, 2014; Meyer 

and Dick, 2010). Cependant, le pic d’excitation de la rxYFP oxydée est à 404 nm et n’est pas 

fluorescent : seule l’intensité de la fluorescence émise après excitation au pic correspondant 

à la rxYFP réduite peut être suivie en microscopie à fluorescence (Lukyanov and Belousov, 

2014). Les sondes dérivées de HyPer peuvent en revanche être suivies de manière ratiomé-

trique en temps réel par microscopie à fluorescence dans les cellules vivantes, comme roGFP 

et ses dérivés (Belousov et al., 2006; Dooley et al., 2004). Le pourcentage de sonde oxydée 

peut également être suivi par western blot rédox, ce qui permet de quantifier la concentra-

tion en H2O2 ou le niveau d’oxydation des thiols cellulaires de façon discrète (Banach-latapy 

et al., 2013; He et al., 2015). Les sondes HyPer et rxYFP, contrairement aux sondes dérivées 

de roGFP, sont également sensibles au pH : l’utilisation de ces sondes nécessite donc de 

contrôler le pH (Lukyanov and Belousov, 2014) 

 

 
Figure 25 : Spectres d'excitation des sondes HyPer1, rxYFP et roGFP2 

A : Spectres d’excitation de la sonde HyPer1 à pH 7,5 avec des concentrations variables de 

H2O2. Adapté avec l’autorisation de Springer Nature de (Belousov et al., 2006), © 2006, Sprin-

ger Nature. 

B : Spectres d’excitation de la sonde rxYFP réduite ou oxydée à pH 7. Adapté avec l’autori-

sation de John Wiley & Sons de (Østergaard et al., 2001), © 2001 John Wiley & Sons. 

C : Spectres d’excitation de la sonde roGFP2 en bis(2-mercaptoéthyl)sulfone (BMES). Adapté 

avec l’autorisation de l’American Society for Biochemistry and Molecular Biology de (Dooley 

et al., 2004), © 2004 The American Society for Biochemistry and Molecular Biology, Inc. 

Pic réd : pic d’excitation de la sonde réduite. Pic ox : pic d’excitation de la sonde oxydée. iso : 

point isobestique.  
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Ainsi, les sondes rédox basées sur les protéines fluorescentes codées génétiquement 

permettent un suivi dynamique, précis et spécifique de H2O2 et du niveau d’oxydation des 

thiols, avec une résolution subcellulaire. L’utilisation de la microscopie à fluorescence permet 

un suivi en temps réel sur les cellules vivantes (Mishina et al., 2013a). On peut s’attendre au 

développement de nouvelles sondes, spécifiques par exemple d’autres EROA comme l’anion 

superoxyde ou le monoxyde d’azote NO. (Lukyanov and Belousov, 2014).  

 

1.5. Objectifs du projet de recherche et stratégie expérimentale 

La maladie d’Alzheimer comme les maladies à prions sont ainsi des maladies neuro-

dégénératives irréversibles caractérisées par la transconformation d’une chaîne polypepti-

dique qui forme une grande variété d’agrégats dont certains sont toxiques. Il s’agit du pep-

tide Aβ pour la maladie d’Alzheimer et de la protéine prion (PrP) pour les maladies à prions. 

Les deux pathologies présentent par ailleurs un stress oxydant précoce impliqué dans la 

neurodégénérescence. Certains assemblages d’A et de PrP favorisent le stress oxydant. Ré-

ciproquement, le stress oxydant favoriserait l’agrégation de protéines. Les assemblages im-

pliqués dans ce cercle vicieux sont encore mal documentés : beaucoup d’études portent sur 

des assemblages dont la caractérisation est incomplète. Par ailleurs, la protéine prion nor-

male, décrite comme neuroprotectrice, semble nécessaire à la toxicité des assemblages in-

fectieux de PrP dans le cadre des maladies à prions, mais aussi de certains assemblages 

oligomériques d’A dans le cadre de la maladie d’Alzheimer. 

Ce projet de recherche a ainsi pour objectifs d’identifier les assemblages d’A et de 

PrP les plus perturbateurs de l’homéostasie rédox et d’étudier le rôle de la PrP normale dans 

la médiation de leur toxicité, pour mieux comprendre les dysfonctionnements neuronaux 

précoces dans ces protéinopathies. La première étape a été la construction de modèles cel-

lulaires basés sur la lignée épithéliale RK13, permettant de suivre en temps réel le niveau 

d’oxydation des thiols et la concentration en péroxyde d’hydrogène grâce à des sondes ré-

dox protéiques. Nous avons utilisé ces modèles cellulaires pour étudier les effets sur l’ho-

méostasie rédox cellulaire (i) des formes physiologiques de PrP et d’A, produites de façon 

endogène par les cellules, et (ii) de différents assemblages de PrP, infectieux ou non, et d’A, 
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avec et sans expression de PrP. Pour quantifier et analyser les résultats obtenus de façon 

rapide, reproductible et robuste, nous avions au préalable élaboré des outils de traitement 

d’images et d’analyse quantitative et statistique des courbes obtenues. Les objectifs du pro-

jet de recherche et la stratégie expérimentale sont résumés par la Figure 26. 

 

Figure 26 : Objectifs du projet de thèse et stratégie expérimentale 
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2. Matériels et méthodes 

 

2.1. Construction des modèles cellulaires RK13 

 

2.1.1. Construction des vecteurs de coexpression inductibles 

 

2.1.1.1. Stratégie de construction des différents vecteurs 

Les différentes constructions (Table III) sont introduites dans le vecteur d’expression 

pTRE3G (Clontech), sous le contrôle du promoteur inductible TRE3G. Les séquences des 

cadres ouverts de lecture sont contrôlées avant transfection des cellules. Les clonages sont 

conçus en utilisant le logiciel ApE (a plasmid editor) (https://jorgensen.bio-

logy.utah.edu/wayned/ape/). 

Table III : Notation des constructions réalisées 

Sonde Compartiment 
Protéine d’intérêt après le peptide 2A 

aucune A1-40 PrP allèle VRQ 

HyPer1 

Cytoplasme HC0 HCA HCV 

Mitochondries HM0 HMA HMV 

Noyau HN0 HNA HNV 

Grx1-roGFP2 

Cytoplasme GGC0 GGCA GGCV 

Mitochondries GGM0 GGMA GGMV 

Noyau GGN0 GGNA GGNV 

 

Pour l’ensemble des constructions, la séquence codant respectivement P2A A1-40 ou 

P2A VRQ est clonée respectivement entre NdeI et PstI ou NdeI et NheI. La séquence codant 

la sonde est ensuite clonée en amont, entre les sites SalI et NdeI. La Figure 27 présente le 

vecteur pTRE3G HCA à titre d’exemple, et la Figure 28 présente les cartes simplifiées de 

l’ensemble des plasmides construits. 

https://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape/
https://jorgensen.biology.utah.edu/wayned/ape/
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Figure 27 : Construction du vecteur de coexpression de HyPer1 et A1-40 

A : Séquence du gène synthétique codant la séquence P2A suivie du peptide A1-40 adressé 

au réticulum endoplasmique. Les sites de restriction NdeI et PstI sont en vert. La séquence 

codant P2A est en bleu. La séquence codant le peptide signal de l’insuline est en orange. La 

séquence codant le peptide A1-40 humain est en rouge. 

B : Carte du plasmide pTRE3G Hyper1 cyto NES P2A insuline A1-40  après clonage de la 

séquence codant HyPer1 avec exclusion du noyau entre les sites SalI et NdeI. 

 

Vecteur pTRE3G P2A signal A1-40 

La séquence nucléique synthétique codant P2A suivie de A1-40 humain en fusion avec 

le peptide signal de l’insuline, flanquée des sites de restriction NdeI et PstI (Figure 27A), est 

synthétisée et introduite par la société GenScript dans le plasmide pUC57 puis clonée dans 

pTRE3G entre ces deux sites. 

 

Vecteurs pTRE3G HCA, HMA, HNA, GGCA, GGNA (Figure 28, colonne 2, lignes 1 à 5) 

Les séquences codant HyPer1 adressée respectivement au cytoplasme avec exclusion 

du noyau, aux mitochondries et au noyau sont amplifiées par PCR à partir de plasmides déjà 

présents au laboratoire (Table V) à l’aide d’amorces portant les sites SalI et NdeI (Table IV), 

puis clonées en amont de la séquence P2A A dans le vecteur pTRE3G P2A signal A1-40. La 

même stratégie est utilisée pour cloner les séquences codant Grx1 roGFP2 adressée respec-

tivement au cytoplasme avec exclusion du noyau en amont de la séquence P2A A dans le 

vecteur pTRE3G P2A signal A1-40 (Table V, Table IV). 

 

Vecteur pTRE3G P2A VRQ 
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La séquence nucléique synthétique codant P2A suivie de l’allèle V136 R154 Q171 

(VRQ) de la protéine prion ovine, flanquée des sites de restriction NdeI et NheI, est synthé-

tisée par la société GenScript, introduite dans le plasmide pUC57 puis clonée dans pTRE3G 

entre ces deux sites. 

 

Vecteurs pTRE3G HCV, HMV, HNV, GGCV, GGNV (Figure 28, colonne 3, lignes 1 à 5) 

Les séquences codant HyPer1 adressée respectivement au cytoplasme avec exclusion 

du noyau, aux mitochondries et au noyau sont amplifiées par PCR à partir de plasmides déjà 

présents au laboratoire (Table V) à l’aide d’amorces portant les sites SalI et NdeI (Table IV), 

puis clonées en amont de la séquence P2A VRQ dans le vecteur pTRE3G P2A VRQ. La même 

stratégie est utilisée pour cloner les séquences codant Grx1-roGFP2 adressée respective-

ment au cytoplasme avec exclusion du noyau en amont de la séquence P2A VRQ dans le 

vecteur pTRE3G P2A VRQ (Table V, Table IV). 

 

Vecteurs pTRE3G GGMA, GGMV (Figure 28, colonnes 2 et 3, ligne 6) 

La séquence codant la séquence d’adressage aux mitochondries (mitochondria lea-

ding sequence, ou MLS) est amplifiée par PCR à partir du plasmide pCMV/myc/mito/HyPer1 

(Table V) à l’aide d’amorces portant les sites SalI et NdeI (Table IV) et clonée entre ces sites 

dans les vecteurs pTRE3G P2A signal A1-40 et pTRE3G P2A VRQ, donnant les vecteurs 

pTRE3G MLS P2A signal A1-40 et pTRE3G MLS P2A VRQ. La séquence codant Grx1-roGFP2 

est amplifiée par PCR à partir du plasmide pCMV/myc/cyto/NES-Grx1-roGFP2 (Table V) à 

l’aide d’amorces portant les sites BsshII et NdeI (Table IV) puis clonée en amont du MLS dans 

les plasmides pTRE3G MLS P2A signal A1-40 et pTRE3G MLS P2A VRQ.  
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Figure 28 : Cartes simplifiées des vecteurs d’expression inductibles construits pour 

coexpression des sondes avec PrP ou A 
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Vecteurs pTRE3G HC0, HM0, HN0, GGC0, GGN0, GGM0 

Les vecteurs d’expression des sondes seules (Figure 24, colonne 1) sont obtenus par 

introduction d’un codon STOP en aval du P2A par mutagénèse dirigée sur les plasmides 

codant les constructions sondes P2A A (Figure 24, colonne 2) à l’aide du kit QuikChange II 

Site-Directed Mutagenesis (Agilent), avec les amorces sens 5’ GGAGGA-

GAACCCTGGATAAATGGCTTCTCTCGCTGC et antisens 5’ GCAGCGAGAGAAGCCAT-

TTATCCAGGGTTCTCCTCC. 

 

2.1.1.2. Amplification par PCR des séquences d’intérêt 

La PCR est utilisée à deux étapes du clonage : l’amplification des séquences à cloner 

et le criblage des colonies de bactéries transformées avec le plasmide contenant l’insert 

(2.1.1.6). Les amorces sont présentées en Table IV.  

Table IV : séquences des oligonucléotides utilisés pour l'amplification par PCR des sé-

quences codant les sondes adressées aux différents compartiments 

Séquence 

amplifiée 
Sens Séquences des amorces 

A1-40 
for 5’ CCAAGCTGGCTAGCGCCACCATGGCTTCTCTCGCTGCTCTG 

rev 5’ AAGGGCCCTCTAGATTATTATACAACTCCTC 

VRQ 
for 5’ AGAGCTCGTTTAGTGAACCG 

rev 5’ TAGAGTATTACAATAGCTAAGAATTTC 

HyPer1 cyto-

plasme 

forSalI 5’ CGTAAAAAGTCGACACCATGGAGATGGCAAGC 

rev NdeI 5’ GCTTCCCATATGGCCCAAGGTCAAGCG 

HyPer1 mito-

chondries 

for SalI 5’ CGTAAAAAGTCGACACCATGTCCGTCCTGACG 

rev NdeI 5’ GCTTCCCATATGAACCGCCTGTTTTAAAAC 

HyPer1 

noyau 

for SalI 5’ CGTAAAAAGTCGACACCATGGAGATGGCAAGC 

rev NdeI 5’ GCTTCCCATATGTCTAGATCCGGTGGATC 

Grx1-roGFP2 

cytoplasme 

for SalI 5’ CGTAAAAAGTCGACACCATGGCTCAAGAGTTTG 

rev NdeI 5’ GCTTCCCATATGGCCCAAGGTCAAGCG 

Grx1-roGFP2 

noyau 

for SalI 5’ CGTAAAAAGTCGACACCATGGCTCAAGAGTTTG 

rev NdeI 5’ GCTTCCCATATGTGCGGCCCCATTCAG 

MLS 
for SalI 5’ CGTAAAAAGTCGACACCATGTCCGTCCTGACG 

rev NdeI 5’ GCTAGCCATATGCAACGAATGGATCTTGG 

Grx1–roGFP2 
for BsshII 5’ CCAGTGCCGCGCGCCAAGATCCATTCGTTGGCTCAAGAGTTTGTG 

rev NdeI 5’ GCTTCCCATATGCTTGTACAGCTCGTCC 
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Les amplifications de fragments d’ADN à cloner sont réalisées avec la polymérase 

fidèle Phusion (NEB) en utilisant comme matrice les vecteurs présentés en Table V, déjà pré-

sents au laboratoire. Pour les criblages de colonies, la polymérase DreamTaq (Thermo Fisher) 

est utilisée et les colonies de bactéries à cribler sont repiquées sur une nouvelle gélose et 

ajoutées au mélange réactionnel. La Table VI présente les protocoles utilisés pour les deux 

types de PCR. 

Table V : Plasmides utilisés pour l'amplification par PCR des séquences codant les 

sondes ou pour l’expression constitutive des sondes en cellules eucaryotes 

Plasmide Séquence codante 

Sonde  Adressage 

pCMV/myc/cyto/NES-HyPer1 HyPer1 Cytoplasme avec exclusion du 

noyau (1 NES) 

pCMV/myc/mito/HyPer1 HyPer1 Matrice mitochondriale (2 MLS) 

pCMV/myc/nuc/HyPer1 HyPer1 Noyau (3NLS) 

pCMV/myc/cyto/NES-rxYFP rxYFP Cytoplasme avec exclusion du 

noyau (1 NES) 

pCMV/myc/mito/rxYFP rxYFP Matrice mitochondriale (2 MLS) 

pCMV/myc/nuc/rxYFP rxYFP Noyau (3 NLS) 

pCMV/myc/cyto/NES-Grx1-

roGFP2 

Grx1-roGFP2 Cytoplasme avec exclusion du 

noyau (1 NES) 

pCMV/myc/nuc/Grx1-roGFP2 Grx1-roGFP2 Noyau (3 NLS) 

 

Table VI : Protocoles d'amplification d'ADN par PCR 

 
Mélange réactionnel pour 

un tube 
Cycles 

Amplification des sé-

quences à cloner 

1 ng matrice 

2,5 µL d’amorce for à 10 µM 

2,5 µL d’amorce rev à 10 µM 

10 µL tampon high fidelity 

0,5 µL Phusion 

1 µL dNTP 10 mM 

Qsp 50 µL H2O 

30 s à 98°C 

30 cycles : 

- 10 s à 98°C 

- 20 s par kb à 72°C 

10 min à 72°C 

Criblage des colonies de 

bactéries transformées avec 

le plasmide contenant l’in-

sert 

Matrice : colonie de bactéries  

1 µL d’amorce for à 10 µM   

1 µL d’amorce rev à 10 µM 

1 µL tp Taq 10X 

0,08125 µL dream Taq 

0,2 µL dNTP 10 mM  

Qsp 10 µL H2O 

10 min à 94°C 

35 cycles : 

- 1 min à 94°C 

- 1 min 55°C 

- 2 min par kb à 72°C  

10 min à 72°C 
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2.1.1.3. Electrophorèse d’ADN sur gel d’agarose 

La séparation des fragments d’ADN est réalisée sur gels d’agarose à 1% pour les frag-

ments d’ADN de plus de 500 paires de bases (pb) et à 2% pour les fragments d’ADN les plus 

courts. Les gels sont préparés en tampon 2-amino-2-hydroxyméthylpropane-1,3-diol (Tris) 

acétate acide éthylènediaminetétraacétique (EDTA) (TAE) 0,5X en présence d’environ 0,5 

µg.mL-1 de bromure d’éthidium (BET). Les échantillons d’ADN sont complétés avec du tam-

pon de charge commercial 6X et déposés sur le gel. La migration est réalisée pendant 30 

min à 100 V en TAE 0,5X. Les bandes d’ADN sont révélées avec une lampe à UV (=312 nm, 

Vilber Lourmat).  

 

2.1.1.4. Restrictions enzymatiques 

Les enzymes de restriction conventionnelles de ThermoFisher sont utilisées : 1 µL 

d’enzyme pour digérer 1 µg d’ADN dans un volume total de 20 µL, en présence de tampon 

O. Les digestions sont réalisées à 37°C pendant 3 à 16 heures avant inactivation thermique 

de l’enzyme.  

 

2.1.1.5. Ligation 

Les vecteurs sont déphosphorylés par la phosphatase alcaline FastAP (ThermoFisher). 

La réaction est réalisée sur 1 µg de vecteur avec 5 µL d’enzyme à 37°C pendant 15 min, dans 

un volume total de 10 µL. 

 Toutes les ligations sont réalisées avec 100 ng de vecteur dans un volume total de 

20 µL, avec 1 µL de T4 DNA ligase (Fermentas), à 22°C pendant 1 h. On utilise trois fois plus 

de molécules d’insert que de molécules de vecteur : minsert =
tailleinsert

taillevecteur
× 3 × mvecteur, avec 

mvecteur = 100 ng. 

 

2.1.1.6. Transformation des bactéries 

Les bactéries compétentes sont préparées comme suit : on ensemence 50 mL de mi-

lieu 2xYT avec 1 mL de culture saturée de bactéries de la souche DH5 La culture est incubée 
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à 37°C sous agitation (160 rpm). Quand sa densité optique à 600 nm atteint 0,6 (phase ex-

ponentielle de croissance), la culture est centrifugée 10 min à 6000 g et à 4°C. Les bactéries 

sont conservées dans la glace pour toutes les étapes suivantes. Le culot est repris dans 25 

mL de chlorure de calcium (CaCl2) stérile à 0,1 M. Après une incubation de 30 min dans la 

glace, la suspension est centrifugée 10 min à 6000 g à 4°C. Le culot est repris dans 3,3 mL 

de 0,081 M CaCl2, 15% glycérol. Après une incubation de 5h dans la glace, les bactéries sont 

aliquotées par 100 µL et conservées à -80°C. 

100 µL de bactéries compétentes sont transformées avec 50 ng de plasmide ou 20 µL 

de produit de ligation (2.1.1.5). L’ADN est ajouté aux bactéries. Après une incubation de 30 

minutes dans la glace, un choc thermique de 30 secondes à 42°C est réalisé. Les bactéries 

sont incubées 2 minutes dans la glace puis mises en culture dans 1 mL de milieu 2xYT pen-

dant 1 h. Les bactéries sont ensuite étalées sur boîtes de 2xYT agar + antibiotique de sélec-

tion, soit par quadrants pour les bactéries transformées avec un plasmide surenroulé, soit 

avec un râteau pour les bactéries transformées avec un produit de ligation. On travaille en-

suite avec des colonies isolées, qui sont mises en culture en 2xYT + antibiotique sur la nuit 

puis conservées à -80°C en présence de 20% de glycérol.  

 

2.1.1.7. Purification d’ADN 

 

2.1.1.7.1. Purification d’ADN plasmidique 

L’ADN plasmidique est purifié à partir de cultures bactériennes saturées en utilisant 

soit le kit GeneJET Plasmid Miniprep (Thermo Fisher) pour les étapes de clonage et de sé-

quençage, soit le kit NucleoBond Xtra midi (Macherey Nagel) pour les transfections des cel-

lules. 

 

2.1.1.7.2. Purification d’ADN linéaire 

Les produits de PCR utilisés pour les clonages ainsi que les vecteurs digérés sont pu-

rifiés sur colonne en utilisant le kit GeneJET Gel Extraction and DNA Cleanup en suivant les 

instructions du fabricant. Les inserts codant P2A A et P2A VRQ sont purifiés sur gel. Après 

migration du produit de digestion sur gel d’agarose en présence de BET (2.1.1.3), les bandes 
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d’intérêt sont découpées du gel sous une lampe à UV (=312 nm) puis conservées à 4°C 

jusqu’à la purification, réalisée en utilisant le même kit. 

 

2.1.2. Transfections stables des cellules et sous-clonages 

 

2.1.2.1. Stratégie d’expression constitutive des sondes et inductible des protéines 

d’intérêt 

Pour les premiers modèles cellulaires mis en place (Figure 38), des lignées RK13 déjà 

présentes au laboratoire expriment l’allèle VRQ de la PrP (Vilette et al., 2001) ou A1-40 (Igel 

Egalon, 2013) de façon inductible par la doxycycline. Ces cellules sont transfectées avec des 

vecteurs déjà présents au laboratoire (Table V et Figure 29), codant les sondes HyPer1 et 

rxYFP adressées au cytoplasme, au noyau et aux mitochondries sous contrôle du promoteur 

CMV (Banach-latapy et al., 2013).  

Ces vecteurs portent un gène de résistance au G418, auquel les cellules sont déjà 

résistantes suite à leur transfection avec le vecteur pCMV Tet3G (Figure 38A). Une cotrans-

fection avec le vecteur pX343, portant un gène de résistance à l’hygromycine est donc réa-

lisée, avec un rapport de 20/1 entre les deux plasmides. 

La veille des transfections, les cellules vivantes sont comptées sur cellule de Malassez 

après coloration des cellules mortes au bleu Trypan. Des plaques à 24 puits (P24) sont ense-

mencées avec 170 000 cellules par puits dans 1 mL de milieu essentiel minimum (Opti-MEM, 

Gibco) complémenté avec 10% de sérum de veau fœtal (SVF) et 100 unités (U).mL-1 pénicil-

line – 100 µg.mL-1 streptomycine (PS). Le jour des transfections, les cellules sont rincées avec 

500 µL Opti-MEM, 10% SVF sans PS puis incubées 1 h dans 500 µL Opti-MEM, 10% SVF sans 

PS. Pour chaque transfection, on dilue d’une part 500 ng du vecteur pCMV et 25 ng du 

vecteur pX343 dans qsp 25 µL Opti-MEM et d’autre part 1 µL de lipofectamine 2000 (Thermo 

Fisher) dans qsp 25 µL Opti-MEM. Après 5 min d’incubation, les 25 µL d’ADN sont ajoutés 

au tube de lipofectamine. Après 30 min d’incubation, les complexes ADN – lipofectamine 

sont ajoutés à chaque puits. Après 7 heures d’incubation à 37°C, le milieu contenant les 

complexes ADN – lipofectamine est remplacé par 1 mL d’Opti-MEM, 10% SVF, PS. Après 48h 

supplémentaires en culture, les cellules sont passées dans des puits de P6. Le lendemain, 
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50 µg.mL-1 d’hygromycine sont ajoutés au milieu pour créer une pression de sélection. Le 

milieu est changé deux fois par semaine en maintenant la pression de sélection. Quand les 

cellules arrivent à confluence, soit deux à trois semaines après la transfection, elles sont 

transférées dans des flasques de 25 cm2 de surface (F25). 

 

 
Figure 29 : Cartes des vecteurs d'expression des sondes HyPer et rxYFP sous contrôle 

du promoteur CMV 

AmpR : gène de résistance à l’ampicilline, CMV : cytomégalovirus, KanR : gène de résistance 

à la kanamycine, NeoR : gène de résistance à la néomycine, MLS : signal d’adressage aux 

mitochondries, NES : signal d’exclusion du noyau, NLS : signal d’adressage au noyau. 

 

Des lignées clonales sont ensuite sélectionnées. Les cellules sont dissociées, comp-

tées, puis diluées à 8 cellules.mL-1 dans du milieu complet afin d’ensemencer chaque puits 

d’une P96 avec en moyenne 0,8 cellule dans 100 µL de milieu : en pratique, chaque puits 

contient donc normalement 0 ou 1 cellule. Le milieu est changé chaque semaine. Quand les 

cellules arrivent à confluence, elles sont transférées en P24, puis en P6, puis en F25 pour les 

clones prometteurs. 
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2.1.2.2. Stratégie de coexpression inductible des sondes avec les protéines d’in-

térêt 

Pour construire les deuxièmes modèles cellulaires (Figure 46), 170 000 cellules RK13 

dans un puits de P24 sont transfectées avec 500 ng de plasmide pCMV Tet3G (Figure 46A), 

codant l’activateur de transcription Tet3G, en utilisant 1 µL de lipofectamine 2000 comme 

décrit dans le paragraphe précédent (2.1.2.1). Les cellules transfectées sont sélectionnées 

par 500 µg.mL-1 de G418.  

Comme les vecteurs pTRE3G ne portent pas de gène de résistance à un antibiotique, 

les cellules sont ensuite cotransfectées avec (i) les vecteurs pTRE3G codant les constructions 

sondes P2A A1-40 ou PrP (2.1.1) et (ii) avec le plasmide pSR2, portant un gène de résistance 

à la puromycine, avec un rapport de 20/1 entre les deux plasmides. 

Pour chaque vecteur de coexpression inductible, on réalise 6 transfections, avec 3 

densités cellulaires (65 000, 125 000 ou 185 000 cellules par puits de P24) et 2 volumes de 

polyethylenimine (PEI) (1 ou 2 µL). Le lendemain de l’ensemencement des puits de P24 avec 

les cellules RK13 pCMV Tet3G, on prépare, d’une part, 6 tubes contenant chacun 1 µg du 

vecteur pCMV et 50 ng du vecteur pSR2 dans qsp 25 µL Opti-MEM et, d’autre part, 6 tubes 

contenant chacun 1 ou 2 µL de PEI dans qsp 25 µL Opti-MEM (chaque volume de PEI est 

préparé en trois réplicats). Après 5 min d’incubation, les 25 µL d’ADN sont ajoutés au tube 

de PEI. Après 30 min d’incubation, les complexes ADN – PEI sont ajoutés à chaque puits. 

Après 48h heures de culture à 37°C, les cellules sont passées dans des puits de P6. Le lende-

main, la pression de sélection est ajoutée au milieu : 1 µg.mL-1 de puromycine. Le milieu de 

culture est changé deux fois par semaine en maintenant la pression de sélection. Quand les 

cellules commencent à former des amas, soit environ deux semaines après la transfection, 

elles sont rincées avec 2 mL PBS, dissociées avec 300 µL de solution de dissociation non 

enzymatique commerciale (Gibco), reprises dans 3 mL de milieu de culture et maintenues en 

P6. Après environ une semaine supplémentaire en culture, elles sont transférées en F25. Cer-

taines lignées sont sous-clonées par dilution limite en P96 comme décrit dans le paragraphe 

précédent (2.1.2.1). 

L’absence de mycoplasme est vérifiée en utilisant le kit MycoAlert (Lonza) avant con-

gélation des cellules à -80°C dès le premier ou le deuxième passage. Des cellules à peine 
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confluentes en F75 sont dissociées, reprises en Opti-MEM, 10% SVF, PS, centrifugées 5 min 

à 100 g, puis le culot est repris dans 6 mL de 10% diméthylsulfoxide (DMSO), 90% SVF. Cette 

suspension est répartie dans six cryotubes, soit environ 1,5×105 cellules par cryotube. Après 

une incubation de quatre heures dans la glace, les cellules sont placées à -80°C dans une 

boîte en polystyrène garnie de coton permettant une diminution lente de la température. 

 

2.1.3. Entretien des lignées cellulaires 

Les cellules sont cultivées dans des F25 à bouchon ventilé en Opti-MEM, 10% SVF, PS, 

puromycine 1 µg.mL-1, G418 500 µg.mL-1 dans un incubateur à 37°C en présence de 5% de 

CO2. Elles sont passées au 1/5 une fois par semaine : les cellules à confluence sont lavées 

avec 5 mL de tampon phosphate salin (PBS) puis incubées une dizaine de minutes à 37°C 

avec 1 mL de solution de dissociation. Les cellules dissociées sont reprises dans 4 mL de 

milieu de culture, et 1 mL de ces cellules sont diluées dans 5 mL de milieu frais dans un 

nouveau F25. Les cellules sont passées un maximum de quinze fois avant décongélation 

d’une nouvelle ampoule. Sauf précision contraire, l’expression des protéines d’intérêt est 

induite pendant 48h par 1µg.mL-1 doxycycline. 

 

2.2. Caractérisation des lignées cellulaires 

 

2.2.1. Marquage des mitochondries des cellules vivantes 

Des puits de P48 sont ensemencés avec environ 100 000 cellules.cm-2 en Opti-MEM, 

10% SVF, PS, doxycycline. Après 48 heures d’induction, le milieu est remplacé par 300 µL 

d’Opti-MEM, 10% SVF additioné de 200 nM de MitoTrackerTM Red FM (ThermoFisher). Après 

une incubation de 30 min dans cette solution de marquage, les cellules sont rincées avec 

500 µL de PBS et immédiatement imagées dans du PBS frais avec un microscope à épiluo-

rescence Axio Observer Z1 (Zeiss).  

  

2.2.2. Immunofluorescence des cellules avec et sans infection 

Des puits de P48 ou des lamelles de verre nettoyées avec 70% d’éthanol et séchées 

avant d’être placées dans des puits de P24 (pour les expériences d’étude de l’interaction 
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entre A et PrP) sont ensemencés avec environ 100 000 cellules.cm-2 en Opti-MEM, 10% SVF, 

PS, doxycycline. Après 24 à 48h d’induction, les cellules sont lavées deux fois avec du PBS 

(500 µL pour tous les rinçages) puis fixées pendant 10 minutes par 200 µL de 4% parafor-

maldéhyde (PFA) en PBS. Les cellules sont rincées trois fois en PBS. Elles sont perméabilisées 

avec 200 µL de 0,2% Triton X-100 en PBS pendant 5 min puis rincées avec du PBS puis du 

PBS, 0,05% Tween 20 (PBST). Pour le marquage spécifique de la PrPSc, la PrPC est dénaturée 

et les épitopes de la PrPSc sont démasqués dans 500 µL de chlorure de guanidium (Gu-HCl) 

3,5 M pendant 5 minutes. Quelle que soit la protéine marquée, les cellules sont saturées avec 

500 µL de 3% BSA en PBST pendant 15 minutes. 

Les cellules sont incubées à température ambiante pendant une heure avec 100 µL 

des anticorps primaires suivants dilués en PBST (Table VII) : 

 

Table VII : Anticorps primaires utilisés en immunofluorescence 

Protéine/ peptide Anticorps primaire Origine Dilution 

A 6E10 Souris 1/1000 

PrPC Saf34 Souris 1/500 

MH44 Lapin 1/500 

PrPSC ICSM33 Souris 1/2000 

Sondes GFP/ YFP A11122 Lapin 1/1000 

 

Après trois rinçages au PBST, les cellules sont incubées pendant 1 h avec 100 µL des 

anticorps secondaires anti-lapin couplés AlexA 488 nm ou anti-souris couplés 555 ou 568 

nm dilués en PBST avec 0,1 µg.mL-1 4',6-diamidino-2-phénylindole (DAPI). Pour les cellules 

cultivées sur lamelles de verre, les lamelles sont montées sur lames en milieu de montage 

ProLong Gold Antifade (Thermo Fisher). Les cellules marquées sont ensuite observées et 

imagées, soit en microscopie plein champ, soit avec un microscope confocal à balayage laser 

Zeiss LSM 700 (MIMA2, INRAE, https://doi.org/10.15454/1.5572348210007727E12). La Table 

VIII récapitule les pics d’excitation et d’émission des différents fluorophores utilisés ainsi que 

les longueurs d’onde utilisées pour les détecter. 

 

https://doi.org/10.15454/1.5572348210007727E12
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Table VIII : Longueurs d'ondes utilisées pour détecter les différents fluorophores 

Fluoro-

chrome 

Fluorochrome Longueurs d’onde utilisées : la-

sers, filtres ou DEL 

Microscope 

ex (nm) ém (nm) ex (nm) ém (nm) 

DAPI 358 463 G 365 BP 445/50 Axio Observer 

Z1 (Zeiss) AlexA 488 493 520 BP 470/40 BP 525/50 

AlexA 568 576 603 BP 572/25 BP 629/62 

DAPI 358 463 385/30 BP 465/38 AxioVert A1 

(Zeiss) AlexA 488 493 520 469/38 BP 509/30 

AlexA 555 555 570 555/30 BP 591,5/25 

DAPI 358 463 405 300 - 483 LSM 700 

(Zeiss) AlexA 488 493 520 488 300 - 550 

AlexA 555 555 570 555 560 - 800 

 

Le contraste des images est ajusté avec le logiciel ImageJ (Rueden et al., 2017) avant 

montage avec le plugin FigureJ (Mutterer and Zinck, 2013). 

 

2.2.3. Acquisition des spectres d’excitation de suspensions de cellules exprimant 

les sondes fluorescentes 

Des cellules exprimant HyPer1 et Grx1-roGFP2 ainsi que des cellules RK13 WT sont 

cultivées pendant 48h en présence de doxycycline avant d’être dissociées, reprises dans du 

PBS et centrifugées (100 g, 5 min). Le culot de cellules est ensuite repris dans du PBS à une 

concentration de 1000 cellules.µL-1. Quatre puits d’une P96 à fond noir FloroNunc pour la 

fluorescence (DDbiolab) sont ensemencés avec 100 µL de cette suspension. Les cellules sont 

immédiatement traitées avec 50 mM dithiotréitol (DTT) ou 0,5 à 2 mM H2O2 pendant environ 

5 minutes. Les spectres d’excitation sont acquis avec un lecteur de plaque Infinite 200 Pro 

(Tecan) avec les paramètres d’acquisition présentés en Table IX.  
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Table IX : Paramètres d'acquisition des spectres d'excitation 

 RK13 HyPer1 RK13 Grx1-roGFP2 

Mode Fluorescence top reading 

Agitation linéaire Temps = 1 s, Amplitude = 1 mm 

Longueurs d’onde d’excitation 350 – 500 ± 5 nm 
250 – 315 ± 2,5 nm 

320 – 470 ± 5nm 

Pas entre deux ex 2 nm 5 nm 

Nombre de scans 76 45 

Longueur d’onde d’émission 530 ± 10 nm 500 ± 10 nm 

Gain 133 100 

Nombre de flashs 25 25 

Temps d’intégration 20 µs 20 µs 

Position en Z 15323 µm 16490 µm 

 

2.3. Préparation des échantillons pour quantification du niveau d’oxydation des 

sondes par western blot rédox 

Le niveau d’oxydation des sondes peptidiques codées génétiquement peut être 

quantifié de façon discrète par western blot rédox. Nous avons adapté le protocole décrit 

dans (Banach-latapy et al., 2013), dont le principe est résumé par la Figure 30. 

Les expériences sont réalisées sur des cellules en phase de croissance : des puits de 

P6 sont ensemencés avec 200 000 cellules la veille des traitements. Pour étudier l’influence 

de la production endogène par les cellules d’A1-40 ou de PrP, la synthèse du polypeptide 

est induite par l’ajout de 1 µg.mL-1 de doxycycline au milieu de culture pendant 1 à 24 h. 

Pour étudier la réponse cellulaire à un oxydant exogène, les cellules sont traitées avec 100 

ou 500 µM d’H2O2 pendant 5 à 60 minutes. Pour éviter une dégradation de H2O2 par une 

trop grande concentration en sérum, on remplace le milieu par de l’Opti-MEM, 2% SVF, PS 

deux heures avant ces traitements. Les traitements d’une même plaque sont arrêtés simul-

tanément par un rapide rinçage au PBS suivi, pour fixer l’état d’oxydoréduction des pro-

téines, par l’ajout dans chaque puits de 1 mL d’acide trichloroacétique (TCA) froid à 20% V/V 

et une incubation sur la glace pendant 45 à 90 min. 

Les échantillons sont centrifugés 20 minutes à 19000 g à 4°C. Les culots sont ensuite 

lavés trois fois avec de l’acétone à -20°C puis incubés 20h à 30°C sous agitation (1400 rpm) 

et à l’abri de la lumière dans 50 µL de N-éthylmaleimide (NEM) à 50 µM en Tris 50 µM pH 8,8, 
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EDTA 10 mM, dodécylsulfate de sodium (SDS) 10%. Le NEM est un agent alkylant qui va 

ajouter un groupement alkyl sur les cystéines réduites, ce qui, évitant leur oxydation par la 

formation de ponts disulfures, maintiendra le ratio 
forme oxydée

forme réduite
 des sondes, et permettra leur 

séparation par électrophorèse en conditions non réductrices. Les échantillons sont centrifu-

gés 5 minutes à 19000 g, puis les culots sont éliminés. 

Les formes réduite et oxydée de la sonde sont ensuite séparées par électrophorèse 

sur gel de polyacrylamide en présence de SDS (SDS-PAGE), puis révélées par western blot 

avec un anticorps anti-GFP. Le protocole pour la SDS-PAGE et le western blot est détaillé au 

paragraphe 2.7 (p. 110). 

 

 

Figure 30 : Principe du western blot rédox 

Des puits de P6 sont ensemencés avec les cellules la veille des traitements. La synthèse de 

la protéine d’intérêt est induite par la doxycycline le cas échéant, et les cellules sont éven-

tuellement traitées par un oxydant ou un réducteur exogène (H2O2 ou DTT) (A). Les traite-

ments d’une même plaque sont tous arrêtés simultanément et les protéines sont extraites 

(B). Les thiols libres sont bloqués par un alkylant (C). La différence de géométrie des formes 

oxydée et réduite de la sonde permet de les séparer par western blot (D). 

La figure D est adaptée avec l’autorisation d’Elsevier de (Banach-latapy et al., 2013), © 2013, 

Elsevier Inc.. Il s’agit d’un western blot rédox montrant la différence de migration des formes 

oxydée et réduite de la rxYFP exprimée dans le cytoplasme, les mitochondries et le noyau 

de cellules HeLa (Lucey et al., 2009), après traitement par 25 mM DTT (5 min) ou 0,25 mM 

H2O2 (30 min). Les signes * et ** indiquent les formes réduites et oxydées de la rxYFP localisée 

dans le cytosol, dont le signal d’adressage aux mitochondries n’a pas été clivé. 

2.4. Suivi des sondes en temps réel par microscopie à fluorescence 

Sauf précision contraire, la lamelle d’une boîte à fond en verre de 35 mm de diamètre 

(MatTek) ou d’une boîte de même type divisée en 4 compartiments (Greiner) est ensemen-

cée avec respectivement 1000 ou 250 cellules dans respectivement 500 ou 125 µL d’Opti-
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MEM,10% SVF, PS, soit une densité de 320 cellules.cm-2 dans les deux cas. Après 1 h 30 d’in-

cubation, le milieu est remplacé par respectivement 2 ou 0,5 mL de FluoroBrite DMEM 

(Gibco), 10% SVF, PS, 25 mM HEPES pH 7,3, 2 mM L-glutamine, complémenté au dernier 

moment par 1 µg.mL-1 de doxycycline pour induire l’expression des protéines d’intérêt. Le 

FluoroBrite permet de diminuer le bruit de fond dû à l’autofluorescence du milieu et l’HEPES 

permet de contrôler le pH du milieu au cours de l’acquisition en microscopie, réalisée en-

dehors de l’incubateur à CO2. Les cellules sont conservées dans un incubateur à 37°C avec 

5% de CO2 jusqu’à l’acquisition, qui est réalisée 48h ± 2h après l’induction sur une platine 

thermostatée à 37°C. 

Les cellules sont imagées avec un microscope à épifluorescence équipé d’un objectif 

sec LD Plan-Neofluar 40x/0.6 Korr Ph 2 M27. Une acquisition en time-lapse à deux canaux 

est réalisée. Le canal 1 correspond à une excitation proche du pic d’excitation de la forme 

réduite de HyPer1 et de la longueur d’onde isobestique de Grx1-roGFP2, et le canal 2 cor-

respond à une excitation proche du pic d’excitation de la forme oxydée de HyPer1 et de la 

forme réduite de Grx1-roGFP2. Les images sont acquises en 12 bits. Les paramètres pour 

l’excitation et l’émission sont les mêmes pour toutes les expériences sur les cellules expri-

mant HyPer1 d’une part et sur les cellules exprimant Grx1-roGFP2 d’autre part. La Table X 

récapitule les temps d’exposition, intensités d’excitation et longueurs d’onde pour les deux 

canaux.  

Pour les expériences de suivi de la réponse cellulaire à un traitement exogène (H2O2 

ou assemblage protéique), les dilutions sont réalisées de manière standardisée et au dernier 

moment dans du milieu de culture de façon à ce que le volume ajouté sur les cellules soit le 

même pour toutes les expériences (1 mL). Le fait de réaliser cet ajout dans un volume im-

portant par comparaison au volume de culture permet d’avoir une bonne homogénéisation 

du traitement avec le milieu de culture. La Table XI présente les temps auxquels ces ajouts 

sont effectués, ainsi que la fréquence des images et la durée des différentes expériences. 
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Table X : Paramètres d'excitation utilisés pour les cellules exprimant HyPer1 ou Grx1 

roGFP2 

 ex (nm) ém (nm) Intensité DEL 

Exposition (ms) 

HyPer1 
Grx1-

roGFP2 

Canal 1 423/44 525/25 8% 400 

Canal 2 469/38 525/25 15% 500 300 

 

Table XI : Paramètres cinétiques des acquisitions en time-lapse 

Type d’expérience Intervalle Durée totale Tempsajout 

Réponse à H2O2 0,5 min 65 min 5 min 

Assemblages 
Réponse précoce 2 min 190 min 10 min 

Réponse tardive 0,5 min 35 min / 

Suivi de cellules infectées 10 s 35 min / 

 

2.5. Suivi de la concentration en H2O2 avec la sonde chimique Peroxy yellow 1 

Les expériences sont réalisées à partir d’une solution stock à 2 mM de peroxy yellow 

1 (PY1) en DMSO.  

Le spectre d’excitation de la sonde oxydée ou non est acquis avec un lecteur de 

plaque Infinite 200 Pro (Tecan). Deux puits d’une P96 à fond noir FluoroNunc (DD Biolab) 

sont ensemencés avec 100 µL d’une solution à 5 µM de PY1 en PBS. L’un est traité par 

10 µM d’H2O2 pendant 24h. Les paramètres d’acquisition du spectre d’excitation sont pré-

sentés en Table XII. Le suivi cinétique de la fluorescence d’une solution à 5 µM de PY1 en 

présence de concentrations variables de H2O2 est réalisé avec les mêmes paramètres d’exci-

tation, à l’exception de la longueur d’onde d’excitation. Aussitôt après ajout de 0,5 ou 

10 µM d’H2O2 à des puits contenant 100 µL de 5 µM PY1, l’intensité de fluorescence émise 

à 558 ± 10 nm après excitation à 519 nm est mesurée toutes les 5 minutes pendant 15 

heures avec agitation automatique de la plaque avant chaque mesure. Chaque expérience 

est réalisée en triplicat. 
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Table XII : Paramètres d’acquisition des spectres d’excitation de PY1 

Mode Fluorescence top reading 

Agitation linéaire Temps = 1 s, Amplitude = 1 mm 

Longueurs d’onde d’excitation 450 – 5518 ± 5 nm 

Pas entre deux ex 2 nm 

Nombre de scans 35 

Longueur d’onde d’émission 558 ± 10 nm 

Gain 100 

Nombre de flashs 25 

Temps d’intégration 20 µs 

Position en Z 20000 µm 

 

Les marquages des cellules sont réalisés en adaptant un protocole déjà établi (Dick-

inson et al., 2013). Les cellules RK13, ensemencées avec une densité de 5000 cellules.cm-1 en 

boîtes à fond en verre la veille des marquages, sont incubées avec 5 µM PY1 dilué en Opti-

MEM, 10% SVF, PS pendant 1 h à 37°C. Les cellules sont ensuite traitées par H2O2 ou par une 

solution témoin dans le même milieu de culture. Le milieu est remplacé par du PBS avant 

d’acquérir des images avec un microscope à fluorescence AxioVert A1 équipé du set de 

filtres 91 HE (ex = 511±22nm, ém=555±12,5 nm). 

 

2.6. Infection prion des cellules 

 

2.6.1. Infection des cellules par la souche 127S de prion ovin 

L’expression des protéines est induite par l’ajout de doxycycline au milieu de culture 

pendant une semaine avant le début de l’expérience puis à chaque passage. 

Un puits de P12 est ensemencé avec environ 20 000 cellules.cm-2 pour chaque con-

dition. Après deux jours de culture, le milieu de culture est remplacé par 1 mL de milieu 

infectieux, contenant 0,2% à 1% d’homogénat de cerveau de souris transgéniques tg338 

infectées avec la souche 127S. Ces souris surexpriment la PrP ovine sur un fond génétique 

PrnP0/0 (Vilotte et al., 2001). Les cellules témoins sont exposées à 1 mL de milieu de culture 

contenant 0,2 à 1% de lysat de cerveau de souris tg338 non infectées. 

 Après trois jours, l’inoculum est éliminé par deux rinçages des cellules avec 2 mL de 

PBS avant remplacement par 2 mL de milieu de culture frais. Quand les cellules atteignent 
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la confluence, environ deux jours plus tard, elles sont dissociées et passées dans deux 

flasques de 25 cm2 (F25). Après une semaine de culture, les cellules de l’une des flasques 

sont lysées dans 1 mL de déoxycholate de sodium 0,5%, Triton X-100 0,5 %, Tris-HCl 50 mM 

pH 7,4 (tampon de lyse ou TL1) pour analyse par western blot et PMCA (2.6.2, 2.6.3, 2.7). 

Chaque semaine, les cellules sont ensuite passées au cinquième dans deux F25, une pour 

entretien et une pour lyse après une semaine de culture. 

 

2.6.2. Amplification de la protéine prion infectieuse par PMCA 

Nous utilisons un protocole établi au laboratoire (Moudjou et al., 2013) dont le prin-

cipe est présenté sur la Figure 31. Un homogénat de cerveau de souris tg338 (Vilotte et al., 

2001), contenant de la PrPC, est préparé à 10% en tampon PMCA (Tris 50 mM pH 7,4, NaCl 

300 mM, 1% Triton X-100). Après centrifugation 2 min à 2000 g pour éliminer les débris 

importants, les homogénats sont conservés à -80°C. 200 µL de chaque lysat de cellules en 

TL1 (2.6.1) sont centrifugés pendant 1 h à 15000 g. Le culot, contenant la PrPC et la PrPSc, est 

repris dans 50 µL de tampon de PMCA. Ces échantillons sont dilués successivement de 10 

en 10 dans le substrat. Une gamme de dilution de 10 en 10 d’un homogénat de cerveau de 

souris tg338 infectées par la souche 127S est utilisée comme contrôle positif. Une gamme 

de dilution de lysats de cellules « infectées » n’exprimant pas la PrPC est réalisée afin de 

détecter l’éventuel inoculum résiduel, et une gamme de lysats de cellules « infectées » par 

du lysat de cerveau sain est réalisée comme contrôle négatif. Ces dilutions successives sont 

réalisées dans une plaque à 96 puits, avec une bille de téflon de 2,38 mm de diamètre ajoutée 

dans chaque puits. Des cycles de sonication de 30 secondes avec une puissance comprise 

entre 190 et 230 W sont réalisés toutes les 30 min pendant 48h, en alternance avec des 

phases d’élongation de 29,5 min à 37°C. La PMCA comprend ainsi 96 cycles de sonication. 
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Figure 31 : Schéma du principe de la PMCA 

De l'homogénat de cerveau sain contenant de la PrPC (substrat) est ensemencé avec l’échan-

tillon à tester, contenant ici de la PrPSc. La PMCA est une succession de cycles alternant une 

incubation à 37°C, au cours de laquelle la PrPC au contact de la PrPSc peut se convertir en 

PrPSc, et une brève sonication, permettant de fragmenter les polymères de PrPSc en de mul-

tiples noyaux de conversion. 

Figure adaptée avec l’autorisation de John Libbey Eurotext de (Moudjou and Ermonval, 

2010), © 2010, John Libbey Eurotext.  

 

2.6.3. Digestion par la protéinase K pour analyse par western blot 

Les protéines totales de chaque échantillon à analyser sont dosées en utilisant le kit 

micro BCA (Pierce). Une solution stock de BSA à 2 mg.mL-1 est diluée en TL1 avec des con-

centrations finales de 0 ; 0,5 ; 1 ; 2,5 ; 5 ; 10 ; 20 et 40 µg.mL-1. Le réactif est préparé au dernier 

moment en mélangeant 25 volumes de réactif Micro BCA MA, 24 volumes de réactif micro 

BCA MB et 1 volume de réactif Micro BCA MC. Pour chaque point de la gamme de BSA et 

chaque échantillon à doser, on mélange dans une P96 à bords noirs et à fond transparent 

µ-Clear (Greiner) 150 µL de l’échantillon avec 150 µL de réactif. La plaque fermée est incubée 

à 37°C pendant 2h puis refroidie à température ambiante. L’absorbance à 562 nm est mesu-

rée avec un lecteur de plaques Xénius (SAFAS Monaco) ou Infinite 200 Pro (Tecan). La courbe 

de l’absorbance en fonction de la concentration en BSA de la gamme est tracée et une ré-

gression linéaire est réalisée avec Excel. L’équation obtenue permet de calculer les concen-

trations initiales en protéines dans les échantillons dosés. 
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Pour chaque échantillon, on dilue 50 µg de protéines totales en TL1 (2.6.1) et on 

ajoute 1 µg de PK (Euromedex) et 0,02% de bleu de bromophénol pour visualiser les culots 

après centrifugation. La digestion complète des protéines sensibles aux protéases est réali-

sée en 1 h dans un bain-marie à 37°C. Les lysats sont ensuite centrifugés 30 min à 18000 g. 

Les culots, contenant la PrPres, sont repris en Laemmli 2X (Table XIII, colonne de droite). Les 

échantillons sont ensuite dénaturés pendant 15 min à 100°C avant d’être analysés par wes-

tern blot (2.7). 

 

2.7. Détection et quantification de protéines par western blot 

Sauf précision contraire, les protéines sont dosées en utilisant le kit micro BCA (Pierce) 

(2.6.3, p. 109) et diluées au 1/2 en tampon de Laemmli 2X (Table XIII). 

Table XIII : Composition des tampons de Laemmli 2X utilisés en Western blot 

 Détection d’A Détection de PrP ou GFP 

Tris HCl 150 mM pH 7,4 125 mM pH 6,8 

Glycérol 20% 20% 

DTT 100 mM 100 mM 

SDS 4% 6% 

Urée 8M / 

Bleu de bromophénol 0,001% 0,001% 

 

Les échantillons (30 µg de protéines par échantillon) sont déposés sur gel 12% Bis-

Tris (Biorad). Le cas échéant, une gamme de dilutions de protéine recombinante est égale-

ment déposée pour permettre la quantification ultérieure. 

La migration est réalisée en tampon MES ou MOPS (Biorad) à 160V. Les protéines sont 

ensuite transférées sur membrane de nitrocellulose par transfert semi-sec (Biorad) à 18V 

pendant 45 minutes en tampon Bjerrum Schafer-Nielsen (48 mM Tris, 39 mM glycine, 20% 

éthanol, 0,0375% SDS). Pour la détection du peptide A1-40, la nitrocellulose utilisée a une 

porosité de 0,2 µm. Pour la détection des autres protéines, une membrane d’une porosité 

de 0,45 µm est utilisée. 

Après transfert, les membranes utilisées pour la détection du peptide A sont mises 

à bouillir pendant 5 min en PBS pour démasquer les épitopes. Après un rinçage avec 50 mL 
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de PBS, les membranes sont saturées dans 50 mL de PBST, 3% BSA pendant 30 minutes puis 

les protéines sont détectées avec 20 mL des anticorps primaires suivants, dilués en PBST 

(Table XIV) :  

Table XIV : Anticorps utilisés pour la détection en western blot des protéines d'intérêt 

Protéine/ peptide Anticorps primaire Dilution Incubation 

A 6E10 biotinylé 1/10000 1 h à RT à 16h à 4°C 

-actine A2228 1/2500 1 h à RT 

GFP/ YFP A11122 1/10000 1 h à RT à 16h à 4°C 

PrPC 
SHA31 biotinylé 1/100000 30 min à RT 

PrPSC 

 

Les anticorps secondaires utilisés sont : 

- Soit des anticorps secondaires couplés à la peroxydase de raifort HRP (anti-lapin, 

anti-souris ou anti-biotine). Après incubation avec ces anticorps pendant 1 h 

(20 min pour l’anti-biotine), les membranes sont lavées 3 fois 5 minutes en PBST 

puis 3 fois 5 minutes en PBS puis incubées pendant 5 minutes avec 2 mL du subs-

trat de détection améliorée de la chimiluminescence (ECL) Clarity (Biorad). Les 

membranes sont aussitôt imagées avec le système ChemiDoc (Biorad). 

- Soit des anticorps secondaires couplés AlexA 680 nm ou 800 nm (anti-lapin ou 

anti-souris) pour détection de la fluorescence avec le système Odyssey (LI-COR). 

Le cas échéant, l’intensité du signal est quantifiée, soit avec le logiciel ImageLab (Bio-

rad), soit avec le logiciel ImageJ. 

 

2.8. Préparation et caractérisation des assemblages de protéines 

 

2.8.1. Peptide A1-40 recombinant monomérique 

- Expression d’A1-40 en culture bactérienne 

Une colonie de bactéries BL21(DE3) transformées avec le plasmide codant A1-40 sous 

contrôle du promoteur de la polymérase T7 est mise en culture dans 1 L de milieu de crois-

sance bactérienne (2xYT) additionné de 100 mg.L-1 d’ampicilline à 37°C sous agitation (160 
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rpm). Lorsque la densité optique à 600 nm atteint 0,7, la production d’A1-40 est induite par 

ajout de 1 mM d’isopropyl β-D-1-thiogalactopyranoside (IPTG) pendant 16 h. 

- Extraction d’A1-40
 à partir des corps d’inclusion 

La culture bactérienne est centrifugée 10 min à 6000 g à 4°C. Après un rinçage avec 

50 mL de PBS, le culot est resuspendu dans 200 mL de tampon Tris 50 mM pH 8, EDTA 1 

mM (TE). Les étapes suivantes sont réalisées dans la glace ou à 4°C. La suspension est addi-

tionnée de 0,025% de Triton X-100, 25 µM d’EDTA et 5 mM de glutathion réduit, puis soni-

quée pendant 2,5 min avec une amplitude de 30% sur un sonicateur Q700 (Qsonica). Après 

une centrifugation de 20 min à 15 000 g, le culot est solubilisé dans 16 mL de 20 mM Tris 

pH 8, 7 M Gu-HCl par une agitation sur la nuit à 4°C. Après une centrifugation de 20 min à 

15 000 g, le culot est solubilisé dans 16 mL de 20 mM Tris pH 8, 7 M Gu-HCl par une agitation 

sur la nuit à 4°C. Après centrifugation 20 min à 15 000 g, le surnageant est ultracentrifugé 

pendant 1 h à 100 000 g, puis filtré sur une membrane 0,45 µm de porosité. Après une fil-

tration additionnelle sur une membrane avec un cut-off de 30 kDa, le filtrat est dialysé (mem-

brane de cut-off 3.5 kDa (ThermoFisher)) contre 2 L d’eau milliQ à 4°C. Le bain de dialyse est 

changé sept fois, toutes les 2h environ. Après congélation dans l’azote liquide, la protéine 

est lyophilisée. 

- Purification de l’A1-40 

L’A1-40 monomérique est séparé des autres composés par chromatographie d’exclu-

sion de taille comme suit. L’échantillon lyophilisé est repris dans 5 mL de 50 mM NaOH, 8 M 

urée et injecté sur une colonne Superdex 75 de 120 mL, préalablement équilibrée avec au 

moins 180 mL de 50 mM Tris pH 8,0, 150 mM NaCl et réfrigérée à 10°C. Les fractions d’1 mL 

sont collectées entre 40 et 92 mL après le début de l’injection. Les fractions sont analysées 

par SDS-PAGE suivie d’une coloration au nitrate d’argent ainsi que par western blot (2.7). Les 

fractions d’intérêt sont rassemblées et dessalées contre 0,5 g.L-1 d’acétate d’ammonium sur 

une colonne de dessalage de 50 mL. La protéine est congelée dans l’azote liquide puis lyo-

philisée. Pour les expériences avec le monomère d’A1-40, le peptide est repris en tampon 

HEPES 25 mM pH 7,3, NaCl 150 mM, urée 4M. Sa concentration est estimée par western blot 
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à partir d’une gamme de dilutions de l’échantillon et d’une gamme de dilutions d’une solu-

tion d’A1-40 commerciale de concentration connue (2.7, p. 110). 

 

2.8.2. Fibres d’A1-40 recombinant 

Un premier lot de fibres d’A1-40 recombinant est produit en présence de thioflavine T 

(ThT) comme suit : de l’A1-40 monomérique (2.8.1, p. 111) est repris en 20 mM Tris pH 8, 

7 M GuHCl à une concentration d’environ 3,6 mM. Le tampon de fibrillisation (1,4 mL), com-

posé de 50 mM Tris pH 8,0, 150 mM NaCl, 100 µM ThT, est placé dans une cuve en quartz 

mise sous agitation à 37°C pendant 3 min. La solution d’A1-40 (20µL) est ajoutée à ce mé-

lange, et la diffusion de la lumière est suivie en temps réel (excitations à 405 et 450 nm) ainsi 

que la fluorescence de la ThT (ex = 450 nm, ém = 480 nm). Au bout de 25 h, la vitesse de 

l’agitation est augmentée et les fibres sont encore agitées pendant 3h. Les fibres sont ultra-

centrifugées pendant 1 h à 184 000 g à 4°C puis le culot est repris en 50 mM Tris pH 8,0, 

150 mM NaCl.  

 D’autres lots de fibres sont préparés en utilisant ce premier lot pour amorcer la fibril-

lisation d’A1-40 sans ThT. L’A1-40 monomérique est dilué à une concentration d’environ 

50 µM dans du tampon de fibrillisation, en présence d’environ 1,5 µM de fibres du premier 

lot. Après une incubation d’au moins 90 minutes à 37°C sous agitation, les fibres sont ultra-

centrifugées puis le culot est repris en tampon Tris 50 mM pH 8,0, NaCl 150 mM. 

 Les fibres sont quantifiées par western blot à partir d’une gamme de dilutions de 

l’échantillon et d’une gamme de dilutions d’une solution d’A1-40 commerciale de concen-

tration connue (2.7, p. 110) et leur morphologie est contrôlée par microscopie à force ato-

mique (2.8.6, p. 116). 

 

2.8.3. Protéine prion recombinante monomérique 

- Expression de VRQ en culture bactérienne 

Une colonie de bactéries BL21(DE3) transformées avec un plasmide pET22b+ conte-

nant la séquence codante de la protéine PrP ovine (polymorphisme V136R154Q171) sous con-

trôle du promoteur T7 est mise en culture dans 750 mL de milieu 2XyT + ampicilline sous 
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agitation à 37°C. Après une nuit, la culture est diluée au 1/2 dans le même milieu et la pro-

duction de VRQ est induite par 1 mM IPTG. La culture est incubée sur la nuit. 

- Extraction et purification de VRQ 

Après centrifugation de la culture bactérienne 10 min à 6000 g, le culot est rincé avec 

50 mL de PBS. Après centrifugation 10 min à 6000 g, le culot est congelé dans l’azote liquide. 

Le culot est décongelé, repris dans 200 mL de tampon TE, soniquée 5 min dans la glace avec 

une amplitude de 60% sur un sonicateur Q700 (Qsonica). Après centrifugation 15 min à 

15 000 g, le culot est repris en tampon de solubilisation des corps d’inclusion (20 mM Tris 

pH 7,5, 7 M Gu-HCl, 100 mM NaCl, 2,5 mM imidazole) pendant 1 nuit à 4°C sur une roue, 

puis centrifugé 15 min à 15 000 g à 4°C.  

La protéine contenue dans le surnageant est purifiée par chromatographie d’affinité 

comme suit. 4 mL de suspension de Sépharose modifiée pour pouvoir chélater les ions mé-

talliques (GE) sont lavés avec 20 volumes d’eau milliQ. La résine est incubée avec 3 mL de 

sulfate de nickel à 0,4 M pendant 5 min puis lavée 2 fois avec 10 volumes d’eau milliQ et 1 

fois avec 20 volumes du tampon de binding (tampon de solubilisation des corps d’inclusion) 

contenant du chlorure de guanidine. La résine est incubée 5 min avec le surnageant conte-

nant PrP, et le flow through est conservé pour être repassé sur la colonne. Après des lavages 

avec 20 volumes de tampon de binding (2 fois), de tampon de renaturation (20 mM Tris pH 

7,4, 100 mM NaCl, 2,5 M imidazole) (1 fois) et de tampon de lavage (20 mM Tris pH 7,5, 100 

mM NaCl, 15 mM imidazole) (1 fois), la protéine est éluée avec le tampon d’élution (1 M 

imidazole pH 7,2). L’élution est arrêtée lorsque la densité optique à 280 nm de l’éluat est 

inférieure à 0,1. Les fractions sont conservées dans la glace. Ces étapes sont répétées avec 

le flow through. Les fractions sont rassemblées puis dessalées sur une colonne de sephadex 

G-25 (GE) de 400 mL par élution avec 0,5 g.L-1 d’acétate d’ammonium/acide acétique pH 4,6. 

La protéine est ensuite congelée dans de l’azote liquide puis lyophilisée et conservée à -20°C. 

 

2.8.4. Oligomères de protéine prion recombinante 

Les oligomères de protéine prion VRQ recombinante sont préparés à partir d’un pro-

tocole précédemment établi au laboratoire (Eghiaian et al., 2007). Une solution de VRQ à 
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50 µM est chauffée à 55°C pendant 6h en tampon citrate de sodium 20 mM pH 3,4 puis 

refroidie à 15°C avant analyse par chromatographie d’exclusion de taille sur une colonne 

TSK4000SW. Les chromatogrammes sont ensuite déconvolués par une méthode originale 

permettant de mettre en évidence trois populations d’oligomères (Rezaei et al., 2005). Les 

fractions correspondant au premier pic, donc aux plus gros oligomères, sont récupérées par 

chromatographie d’exclusion de taille et rassemblées (Figure 32A, fractions matérialisées sur 

le chromatogramme par les points verts). Une nouvelle chromatographie d’exclusion de 

taille sur ces fractions permet de contrôler la taille et l’homogénéité des oligomères ainsi 

produits et purifiés (Figure 32B). 

 

Figure 32 : Purification des oligomères de PrP par chromatographie d’exclusion de 

taille  

Adapté avec l’autorisation de l’éditeur de (Eghiaian et al., 2007), © 2007, National Academy 

of Sciences, USA. 

A : Chromatogramme normalisé et déconvolué obtenu après incubation de la protéine prion 

VRQ recombinante 6h à 55°C. Les fractions correspondant aux oligomères O1 sont mises en 

évidence par les points verts. 

B : Chromatogramme des oligomères O1 purifiés.  

 

2.8.5. Fibres de protéine prion recombinante 

Les fibres de PrP recombinantes sont préparées à partir d’un protocole adapté de 

(Breydo et al., 2008). La PrP recombinante (2.8.3, p.113) est reprise à une concentration de 

22 µM en Gu-HCl 2M, MES 50 mM pH 6,0. Toutes les 12h, un spectre d’émission de fluores-

cence entre 460 et 520 nm avec excitation à 445 nm d’un aliquot de cette solution dilué 75 

fois en acétate de sodium 10 mM pH 5,0 , ThT 10 µM est réalisé. La fibrillisation est terminée 

quand la fluorescence commence à décroitre après être passée par un maximum. 
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Les fibres sont ensuite dialysées contre 10 mM d’acétate de sodium pH 5,0 dans des 

boudins de 14 kDa de cut-off préalablement bouillis dans de l’eau milliQ pendant 5 min. 

Trois dialyses successives sont réalisées avec renouvellement du tampon toutes les 2h. Les 

fibres sont concentrées par une ultracentrifugation de 45 minutes à 184 000 g à 4°C. Le culot 

est repris en acétate de sodium 10 mM pH 5,0 et la concentration des fibres est estimée par 

mesure de la densité optique à 280 nm. 

 

2.8.6. Microscopie à force atomique 

La microscopie à force atomique (AFM) est une technique d’imagerie tridimension-

nelle à haute résolution (Dufrêne, 2002; Gavara, 2017), utilisée ici pour contrôler la morpho-

logie des fibres d’A1-40 et de PrP recombinantes. Une sonde appelée cantilever, constituée 

d’un levier et d’une pointe en silicium, balaie une surface de mica sur laquelle l’échantillon à 

analyser est adsorbé. Les variations topographiques de l’échantillon entraînent une déviation 

du cantilever dans les trois dimensions, qui est contrôlée par un système optique : un fais-

ceau laser, focalisé sur l’arrière du cantilever, est réfléchi par un jeu de miroirs sur une pho-

todiode à quatre quadrants. Une importante déviation du cantilever est ainsi associée à une 

forte déviation de la position du faisceau laser. Une boucle de rétroaction reliée à trois élé-

ments piézo correspondant aux trois dimensions (x, y, z) permet d’ajuster la position du 

cantilever en continu (Figure 33). L’enregistrement des variations de la force entre cantilever 

et échantillon au cours du balayage de la surface permet de reconstituer une image topo-

graphique de l’échantillon. 
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Figure 33 : Principe de fonctionnement du microscope à force atomique 

L’échantillon, adsorbé sur une surface de mica, est balayé par une pointe de silicium, déviée 

en fonction de la topographie. Un système optique constitué d’un laser dont le faisceau est 

réfléchi sur une photodiode à 4 quadrants reliée à une boucle de rétrocontrôle permet de 

rectifier en continu la position du quantilever grâce à trois éléments piézo correspondant 

aux trois dimensions x, y, z. 

Adapté d’une figure de Cepheiden disponible sur wikimedia (CC0). 

 

 Les fibres de PrP recombinante à observer sont diluées à une concentration de 0,2 µM 

équivalent monomère en tampon citrate de sodium pH 3,4, et les fibres d’A recombinant 

sont diluées au 1/10 dans de l’eau. 50 µL d’échantillon dilué sont déposés sur une surface 

de mica. Après adsorpsion, les fibres sont lavées trois fois avec le tampon puis la surface est 

couverte de tampon citrate. L’échantillon est ensuite imagé grâce à un AFM Bruker Nano 

GmbH (JPK) en utilisant le cantilever qPBioAC CB2. Le mode quantitative imaging (QI) est 

utilisé : la déviation du levier n’est due qu’aux interactions attractives entre la pointe et 

l’échantillon. De fausses couleurs appliquées aux images obtenues permettent de visualiser 

la hauteur des objets. 

  

https://creativecommons.org/publicdomain/zero/1.0/deed.fr
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2.9. Outils bioinformatiques 

 

2.9.1. Analyse d’images 

Pour quantifier les intensités de fluorescence des sondes de manière reproductible à 

partir des images, nous avons adapté et automatisé par une macro codée sous FIJI un pro-

tocole publié par l’équipe des créateurs de la sonde HyPer (Mishina et al., 2013b, 2013a). Le 

code de la macro est disponible en ligne (https://github.com/EliseLevy/PiQSARS). 

 

2.9.2. Analyse statistique des courbes 

 

2.9.2.1. Paramètres descriptifs 

Les données obtenues sont des courbes de ratio en fonction du temps. Pour pouvoir 

comparer les groupes de courbes obtenues dans les différentes conditions expérimentales, 

nous avons fait le choix de décrire chaque courbe grâce à un petit nombre de paramètres 

permettant de rendre compte, soit des points clés de chaque courbe, soit de son allure glo-

bale. La plupart de ces paramètres sont directement calculés à partir des courbes : le ratio 

initial, le ratio final, le ratio maximal, le temps auquel le ratio maximal est atteint, la pente au 

point d’inflexion, le temps auquel le point d’inflexion est atteint, le ratio au point d’inflection 

et le temps de latence. Ces paramètres sont présentés par la Figure 34. 

 

Figure 34 : Présentation des paramètres graphiques utilisés pour décrire les courbes 

A : Représentation graphique de certains des paramètres descriptifs calculés à partir des 

courbes de ratio. 

B : Tableau récapitulant la description de chacun des paramètres présentés sur la Figure A. 

 

https://github.com/EliseLevy/PiQSARS
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Le dernier paramètre utilisé est le score sur le premier mode de variation, qui permet 

de rendre compte de l’ensemble d’une courbe et est calculé grâe à l’ACP fonctionnelle. Il 

s’agit d’une méthode d’analyse des données fonctionnelles dont nous présentons un 

exemple ci-dessous. La Figure 35A présente un jeu de courbes dont les résultats de l’analyse 

sont présentés sur la Figure 35B et C. Le principe est de simplifier le jeu de courbes en ex-

trayant les principaux modes de variation communs à l’ensemble des courbes. Un mode de 

variation, également appelé axe ou harmonique, correspond à un type d’allure de courbe. 

Les modes de variation sont classés en fonction de la variabilité du jeu de courbes qu’ils 

expliquent. Si la proportion de la variabilité expliquée par un mode de variation est 60%, cela 

signifie qu’il est capable de décrire en moyenne 60% de l’allure de chaque courbe du jeu de 

données. Dans notre exemple, le principal mode de variation, ou première harmonique, cor-

respond à des courbes linéaires légèrement bruitées, et il explique 97,6% de la variabilité du 

jeu de données (Figure 35B, graphe du haut). Le second mode de variation, qui n’explique 

que 0,4% du jeu de données, correspond à du bruit (Figure 35B, graphe du bas). Ainsi, l’en-

semble du jeu de données peut être résumé quasi parfaitement par son premier mode de 

variation. A chaque courbe du jeu de données est affecté un score sur chaque mode de 

variation, qui va permettre de la décrire. Ici, un score élevé sur la première harmonique cor-

respond à une courbe croissante avec une pente élevée (Figure 35D, graphe du haut, courbe 

bleue), et un score faible sur la première harmonique correspond à une courbe décroissante 

avec une pente élevée (Figure 35B, graphe du haut, courbe jaune). Concernant le seonde 

mode de variation, le score semble dépendant de l’amplitude du bruit : la courbe bleue, 

correspondant à un score élevé, semble plus bruitée que les autres (Figure 35B, graphe du 

bas). La Figure 35C représente le jeu de courbes analysées, avec coloration de chaque courbe 

en fonction de son score sur le premier mode de variation (graphe du haut) ou sur le deu-

xième mode de variation (graphe du bas). Le graphe du haut confirme que le score sur la 

première harmonique de chaque courbe est fortement lié à son coefficient directeur. Le 

score sur la deuxième harmonique ne peut pas être relié aussi facilement à l’allure des 

courbes, ce qui pouvait être attendu puisqu’il n’explique qu’une très faible part de la varia-

bilité du jeu de courbes. 
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Figure 35 : Exemples d’ACP fonctionnelles sur un jeu de données fictif simple et sur un 

jeu de données expérimentales réelles 

A : Représentation d’un jeu de données fonctionnelles créé à partir de neuf courbes linéaires 

dont les coefficients directeurs ont été générés aléatoirement entre -2 et 2, auxquelles a été 

ajouté un bruit gaussien de moyenne 0 et d’écart-type 10. 

B : Modes de variation principaux du jeu de données présenté en C. 

C : Coloration des courbes en fonction de leur score sur le premier mode de variation (en 

haut) ou le deuxième mode de variation (en bas). 

D : Décomposition par ACP fonctionnelle d’un jeu de données expérimentales. 

 

Pour nos expériences de suivi du stress oxydant grâce aux sondes, la première har-

monique explique de manière générale une très grande proportion de la variabilité des jeux 

de données obtenus : ce mode de variation est donc prépondérant, et le score qui lui est 
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associé est un très bon indicateur du niveau d’oxydation global de la sonde au cours de 

l’expérience. A titre d’exemple, la Figure 35D présente l’ACP fonctionnelle d’un de nos jeux 

de données expérimentaux – les courbes de réponse à 0, 10, 40 ou 75 µM d’H2O2 de la sonde 

HyPer exprimée dans le cytoplasme, seule ou en coexpression avec A1-40 ou PrP –. Ici, les 

courbes se résument quasi-parfaitement par la première harmonique (97,6% de la variabilité) 

(Figure 35D, deuxième colonne, graphe du haut). De plus, cette harmonique s’interprète fa-

cilement : il s’agit d’un mode de variation de type pharmacocinétique, et, plus le score d’une 

courbe sur cette harmonique est élevé, plus le ratio, associé à la concentration en H2O2, est 

globalement élevé au cours du temps, ce qui se vérifie en représentant l’ensemble des 

courbes colorées en fonction de ce score (Figure 35D, troisième colonne, graphe du haut). 

Les harmoniques suivantes sont plus difficiles à interpréter : chacune explique au maximum 

0,5% du jeu de données, et elles correspondent sans doute à du bruit (Figure 35D, deuxième 

et troisième colonne, graphe du bas). 

 

2.9.2.2. Tests statistiques utilisés 

Les paramètres calculés pour décrire les courbes sont des variables quantitatives. Pour 

chaque paramètre, les médianes des valeurs obtenues dans les différentes conditions expé-

rimentales (par exemple : avec et sans expression de PrP) peuvent donc être comparées 

grâce à l’utilisation de tests statistiques. Ici, nous utilisons des tests non paramétriques, 

adaptés aux petits échantillons. Dans certains cas, des comparaisons multiples sont réalisées. 

Le test de Kruskal-Wallis (Kruskal and Wallis, 1952), équivalent non paramétrique de 

l’ANOVA, est exécuté en premier. Si la p-valeur associée à ce test est inférieure à 5%, on peut 

conclure qu’il existe au moins une différence significative. Des comparaisons deux à deux 

sont alors réalisées  grâce au test de Wilcoxon-Mann-Whitney (Wilcoxon, 1945). Pour que le 

risque global de se tromper au moins une fois sur l’ensemble des comparaisons multiples, 

appelé FEWR pour family-wise error rate, reste inférieur à 5%, il est nécessaire d’ajuster ces 

comparaisons multiples. La méthode de correction utilisée ici est la procédure de Holm-

Bonferroni (Holm, 1979), présentée par la Figure 36. Nous avons choisi de l’exécuter à la 

main après calcul avec le logiciel R des p-valeurs brutes associées aux différents tests. Par 
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exemple, si trois comparaisons sont réalisées, pour que les trois différences soient significa-

tives au seuil de 5%, il faut que la p-valeur la plus petite soit inférieure ou égale à 
0,05

3
 (soit 

environ 0,017), que la deuxième p-valeur la plus petite soit inférieure ou égale à 0,025, et 

que la p-valeur la plus grande soit inférieure ou égale à 0,05. 

 

 

Figure 36 : Procédure de la correction de Holm-Bonferroni 

La figure présente la procédure à suivre pour évaluer la significativité au seuil de 5% de k 

différences testées sur une même variable. Figure adaptée de (Desquilbet, 2016). 
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3. Résultats 

 

Mes travaux de thèse s’appuient sur des modèles cellulaires construits à partir de la 

lignée épithéliale RK13. La première partie de cette section présente les résultats d’un projet 

de l’équipe portant sur l’interaction entre A1-40 monomérique et PrPC in vitro et dans cette 

lignée cellulaire. La deuxième partie présente les modèles cellulaires mis en place pour mes 

travaux sur le stress oxydant. Les deux parties suivantes portent sur les optimisations mé-

thodologiques qui ont permis d’améliorer la reproductibilité des expériences, puis sur les 

outils bioinformatiques implémentés dans le cadre de ce projet de thèse. La cinquième partie 

présente l’influence sur l’homéostasie rédox de l’expression par les cellules des polypeptides 

physiologiques : PrPC et A1-40. Nous nous sommes ensuite intéressés aux perturbations ré-

dox induites par des assemblages pathologiques d’A ou de PrP recombinants avec et sans 

expression de PrP, puis à la réponse rédox des cellules à l’infection par un prion. 

 

3.1. Etude de l’interaction entre A1-40 monomérique et PrP monomérique 

Comme décrit dans la partie 1.1.1.2, la PrPC joue un rôle de récepteur dans différentes 

voies de signalisation dans les conditions physiologiques normales, et, comme pour d’autres 

récepteurs membranaires, cette fonction est probablement médiée par sa dimérisation 

(Roucou, 2014). Dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, la PrPC médie également la toxicité 

de certains assemblages d’A, via son oligomérisation au niveau des radeaux lipidiques con-

duisant à l’activation de la Src kinase Fyn (Caetano et al., 2011; Larson et al., 2012; Um et al., 

2012). La plupart des études sur l’interaction entre PrPC et A ont pour but de mieux com-

prendre les mécanismes de la maladie d’Alzheimer et se concentrent donc sur des assem-

blages potentiellement pathologiques d’A : l’existence et le rôle potentiel d’une interaction 

entre PrP et A dans les conditions physiologiques normales sont ainsi mal documentées. 

L’un des projets de l’équipe MAP2 vise donc à étudier l’interaction entre la PrPC et le peptide 

A le plus produit dans les conditions physiologiques, à savoir A1-40 monomérique, et l’effet 

de cette interaction sur la dynamique conformationnelle de la PrP. 
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 J’ai eu l’opportunité de participer à ce projet, en étudiant l’effet d’A1-40 monomé-

rique sur la PrPC in cellulo. Dans ce cadre, j’ai mené des expériences d’immunofluorescence 

qui suggèrent que, dans le modèle cellulaire RK13, une interaction entre A1-40 monomé-

rique et PrPC existe et semble favoriser l’oligomérisation de PrP. Plus précisément, des cel-

lules RK13 sauvages et des cellules RK13 exprimant l’allèle VRQ de la PrP ont été exposées 

à 50 µM d’A1-40 monomérique recombinant pendant 24 h. Après fixation des cellules et 

immunomarquage de la PrP et de l’A, les échantillons sont observés en microscopie con-

focale. On observe une colocalisation partielle entre A1-40 et PrP, ce qui suggère une inte-

raction entre ces deux molécules (Figure 37A et B). L’aire des spots correspondant à PrP et 

A1-40 est quantifiée et le test non paramétrique de Mann-Whitney est utilisé pour comparer 

les tailles des spots obtenus dans les différentes conditions. Les spots de PrPC sont de plus 

grande taille en présence d’A1-40 (Figure 37C) et les spots d’A1-40 sont de plus petite taille 

en présence de PrPC (Figure 37D). Ces résultats suggèrent que, in cellulo, A et PrP intera-

gissent. Cette interaction semble favoriser l’agrégation de la PrPC et inhiber l’agrégation 

d’A. Toutefois, la sensibilité relativement faible de cette approche nous a contraints à utili-

ser une concentration en A bien supérieure à sa concentration physiologique ; il est donc 

nécessaire de poursuivre l’analyse avec des concentrations plus faibles. 
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Figure 37 : Effet de l'exposition au monomère d’A1-40 des cellules RK13 exprimant ou 

non la PrPC. Adapté de (Grznarova et al., en révision) 

A : Immunomarquage de cellules RK13 exprimant ou non PrP avec et sans exposition à A1-40 

monomérique. Les cellules sont incubées pendant 24 h, soit avec 50 µM d’A1-40, soit avec 

le même volume de tampon. A et PrP sont immunomarqués avec des anticorps secondaires 

couplés aux AlexA fluor 555 et 488 nm respectivement. Les images obtenues en microscopie 

confocale sont seuillées et montées avec ImageJ. Les flèches indiquent des zones de 

colocalisation entre A et PrP. 

B : Profils d’intensité sur les canaux correspondant à PrP (en vert) et à A (en rouge) le long 

de la ligne représentée en jaune sur l’image de gauche. 

C : Aire des spots de PrP segmentés par seuillage sur les images correspondantes en fonction 

de l’exposition ou non à A1-40, et p-valeur associée au test de Wilcoxon-Mann-Whitney. 

D : Aire des spots d’A1-40 segmentés par seuillage sur les images correspondantes en 

fonction de l’expression ou non de PrP par les cellules, et p-valeur associée au test de 

Wilcoxon-Mann-Whitney. 

 

Des expériences in vitro ont donc été menées pour étudier cette interaction plus en 

détails, et avec une gamme de concentrations d’A plus physiologique. Ces expériences uti-

lisent des PrP recombinantes avec différentes troncatures au niveau des trois sites de fixation 

d’A rapportés dans la littérature, dans le but d’étudier les effets de la liaison d’A à chaque 

site sur la dynamique structurale et l’oligomérisation de la protéine. Après contrôle par di-

chroïsme circulaire de leur bon repliement, les différentes protéines tronquées ont été mar-

quées par des fluorophores. Une approche de thermophorèse à micro-échelle (MST) indique 

que la PrP s’agrège suite à son exposition à A, et cette agrégation rend les données de MST 
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en elles-mêmes inexploitables. Toutefois, des variations au niveau des intensités de fluores-

cence initiale sont observées suite à l’exposition à A, qui traduisent un changement de 

l’environnement du fluorophore avec lequel la PrP est marquée, indiquant une liaison de la 

protéine avec A. Ces données permettent également d’estimer l’affinité de chaque mutant 

de PrP avec A. L’analyse des résultats obtenus confirme l’existence de trois sites de fixation 

des monomères d’A : deux au niveau de la région N-terminale non structurée (sites 1 et 2), 

dont l’un présente une forte affinité avec A (site 2), et un au niveau du domaine globulaire 

C-terminal (site 3), dont l’affinité avec A est la plus faible. De plus, l’interaction d’A avec le 

domaine C-terminal de la PrP (site 3) est inhibée par la région N-terminale de la protéine : 

ce site ne peut en effet être mis en évidence que pour les PrP tronquées dans la région 103-

124, et l’interaction d’A avec son site de plus haute affinité (site 2) est modulée par le do-

maine C-terminal de la PrP.  

Un suivi de la diffusion statique de la lumière (SLS) d’une solution de PrP recombi-

nante en présence de différentes concentrations d’A montre que, en présence d’A, la PrP 

s’agrège sous forme d’oligomères. De plus, l’analyse des résultats obtenus avec différents 

mutants indique que (i) en absence de fixation à A, le domaine N-terminal de la PrPC inte-

ragit avec son domaine globulaire C-terminal, ce qui inhibe son agrégation, (ii) la fixation 

d’A sur les deux sites du domaine N-terminal atténue cette inhibition, probablement via un 

réarrangement structural, et (iii) la fixation d’A sur le site inclus dans le domaine globulaire 

conduit également à un réarrangement structural de la protéine inhibant là encore l’effet 

régulateur de la région N-terminale sur l’agrégation du domaine C-terminal. Ainsi, en pré-

sence d’A1-40 monomérique, forme principale d’A en conditions non pathologiques, la PrPC 

s’assemble sous forme d’oligomères. Ce processus dépend de la concentration en A : la PrP 

pourrait donc en être un senseur. In vivo, cette oligomérisation pourrait se traduire par la 

formation de clusters de PrPC au niveau de la membrane, ce qui correspond probablement 

à la première étape de l’activation de cascades de signalisation en aval. 

L’ensemble de ce projet a donné lieu à la rédaction d’un article reproduit en annexe 

(p. 312) , soumis pour publication au Journal of Biological Chemistry (Grznarova et al., en 

révision). 
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3.2. Construction de modèles cellulaires pour le suivi du stress oxydant 

Dans le but de pouvoir suivre en temps réel l’évolution de l’homéostasie rédox en 

réponse à A et PrP sous leurs formes physiologiques et sous forme d’agrégats potentielle-

ment pathologiques, nous avons construit des lignées cellulaires exprimant des sondes ré-

dox fluorescentes. Deux types de stratégies expérimentales ont été utilisées. Cette section 

présente les lignées cellulaires obtenues avec chacune de ces stratégies. 

Nos modèles sont basés sur la lignée RK13, lignée de cellules épithéliales de rein de 

lapin (Christofinis and Beale, 1968), modifiée de façon à exprimer le peptide A1-40 ou l’allèle 

VRQ de la protéine prion ovine. A l’état sauvage, les cellules RK13 n’expriment ni PrP ni A 

endogènes à des niveaux détectables, ce qui permet de s’affranchir de potentielles interfé-

rences fonctionnelles avec les polypeptides hétérologues. De plus, il a déjà été montré que 

les cellules RK13 modifiées pour exprimer des protéines prion issues de différentes espèces 

sont des lignées modèles pour l’étude des infections à prions en contexte non neuronal 

(Arellano-Anaya et al., 2017; Vilette et al., 2001). Des travaux préliminaires conduits au labo-

ratoire suggèrent par ailleurs que la lignée RK13, transfectée pour exprimer A1-40 à l’exté-

rieur des cellules, pourrait produire des assemblages proches de ceux qui sont retrouvés 

dans le cerveau de souris modèles de la maladie d’Alzheimer (Igel Egalon, 2013). Les cellules 

RK13, dont la culture est facile et peu coûteuse par rapport à celle de modèles neuronaux, 

sont donc intéressantes pour étudier dans une première approche ces deux maladies. Ces 

cellules ont été transfectées avec des vecteurs d’expression de plusieurs sondes fluores-

centes protéiques permettant de suivre les variations de concentration en H2O2 et le niveau 

d’oxydation des thiols cellulaires. Ainsi, nous avons obtenu des lignées cellulaires permettant 

de suivre en temps réel les variations du stress oxydant. 
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3.2.1. Modèles avec expression constitutive des sondes et inductible d’A ou PrP 

 

3.2.1.1. Stratégie 

Des lignées cellulaires exprimant les sondes rédox de façon constitutive et le poly-

peptide d’intérêt de façon inductible présenteraient trois avantages : (i) l’absence d’expres-

sion basale d’A et de PrP permet d’éviter la mise en place de mécanismes d’adaptation des 

cellules tels que la sélection de cellules exprimant de faibles niveaux d’A en raison de la 

toxicité du peptide, (ii) les mêmes lignées de cellules peuvent être utilisées pour étudier le 

stress oxydant avec et sans expression du polypeptide d’intérêt – à condition de contrôler 

l’absence d’effet détectable de la doxycycline sur le stress oxydant –, (iii) l’expression cons-

titutive des sondes permet de suivre en temps réel les modifications rédox dans les cellules 

au cours de l’induction de l’expression du polypeptide d’intérêt.  

Ces lignées sont construites à partir de lignées déjà présentes au laboratoire : la lignée 

Rov9, appelée par la suite RK13-PrP, exprimant l’allèle VRQ de la PrPC ovine et infectable par 

le prion (Vilette et al., 2001), et la lignée RK13 A1-40, exprimant le peptide A1-40 précédé 

d’un peptide signal permettant l’adressage au réticulum endoplasmique, puis l’excrétion, 

d’A1-40 (Igel Egalon, 2013). Ces cellules expriment la protéine ou le peptide d’intérêt de 

façon inductible par la doxycycline (Figure 38A, B et D). Elles sont transfectées avec les vec-

teurs codant les sondes HyPer, permettant de suivre la concentration en H2O2, et rxYFP, per-

mettant de suivre le niveau d’oxydation des thiols, sous contrôle du promoteur fort pCMV2 

(Figure 38C), conduisant à une expression constitutive des sondes (Figure 38E). Nous avons 

utilisé des vecteurs permettant aux sondes d’être exprimées soit dans le compartiment nu-

cléocytoplasmique (sans signal d’adressage), soit dans le cytoplasme avec exclusion du 

noyau grâce à un signal d’exclusion nucléaire (NES), soit dans les mitochondries grâce à une 

ou deux séquences d’adressage aux mitochondries (MLS), soit dans le noyau grâce à trois 

signaux de localisation nucléaire (NLS) (voir Matériels et méthodes, p. 98).  Des lignées de 

cellules RK13 exprimant de façon constitutive les sondes et n’exprimant ni A ni PrP sont 

également construites. Ces lignées permettent de contrôler l’absence d’effet de la doxycy-

cline sur l’homéostasie rédox. 

 



129 

 

 
Figure 38 : Stratégie d’expression inductible des protéines d’intérêt et constitutive des 

sondes 

Les cellules sont transfectées successivement avec : 

- Le vecteur codant le transactivateur Tet 3G sous contrôle du promoteur CMV (A). 

- Le vecteur codant, soit A1-40 précédé du peptide signal de l’insuline, soit PrP sous 

contrôle du promoteur TRE3G (B). 

- Le vecteur codant la sonde HyPer nucléocytoplasmique, HyPer mitochondriale, HyPer 

nucléaire, rxYFP cytoplasmique, rxYFP mitochondriale ou rxYFP nucléaire sous con-

trôle du promoteur CMV (C).  

Cette stratégie permet une expression inductible d’A1-40 ou PrP (D) et une expression cons-

titutive des sondes (E). 

Figures A, B, D adaptées du manuel d’utilisation du système d’expression inductible Tet-

On® des laboratoires ClonTech, ©2014 Clontech Laboratories, Inc., (nka Takara Bio USA, 

Inc.) 

AmpR : gène de résistance à l’ampicilline, KanR : gène de résistance à la kanamycine, NeoR : 

gène de résistance à la néomycine, PCMV IE : promoteur immediate early du cytomegalovirus, 

SMC : site multiple de clonage, SV40 : virus simien 40. 
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3.2.1.2. Contrôle par immunofluorescence de l’expression et de la localisation des 

polypeptides d’intérêt 

Après transfection des cellules RK13 A1-40 et des cellules RK13 PrP avec les vecteurs 

d’expression des six sondes, les populations de cellules résistantes aux antibiotiques de sé-

lection sont observées en microscopie à fluorescence après immunomarquage des polypep-

tides d’intérêt. Des cellules RK13 sauvages sont également imagées comme contrôle négatif, 

pour établir les valeurs de seuillage appliquées par la suite à toutes les images.  

La Figure 39A présente des images caractéristiques de certaines des lignées obtenues 

après induction de l’expression d’A ou PrP. La localisation des sondes est cohérente : l’ex-

pression des sondes cytoplasmiques (lignes 1 et 4) apparaît globalement diffuse, les sondes 

adressées aux mitochondries (lignes 2 et 5) présentent un marquage ponctiforme caracté-

ristique et superposable avec les mitochondries (Figure 39B), et les sondes adressées aux 

noyaux (lignes 3 et 6) apparaissent superposables avec les noyaux. Le marquage correspon-

dant au peptide A1-40 est majoritairement périnucléaire. Ce marquage correspond proba-

blement au peptide A qui transite par le système monomembranaire avant d’être excrété 

(Igel Egalon, 2013). Le marquage correspondant à la PrP est cohérent avec une localisation 

de la protéine à la surface des cellules comme attendu.  

Même si la proportion de cellules coexprimant les sondes et le polypeptide d’intérêt 

est plutôt élevé (supérieure à 50%), certaines cellules n’expriment ni la sonde ni le polypep-

tide d’intérêt (Figure 39A, flèches blanches), certaines expriment A1-40 ou PrP sans exprimer 

la sonde (Figure 39A, flèches rouges), et d’autres expriment la sonde sans exprimer ni A1-40 

ni PrP (Figure 39A, flèches vertes). Ainsi, bien que les cellules transfectées aient été sélec-

tionnées par des antibiotiques, le taux de cellules coexprimant sonde et polypeptide d’inté-

rêt n’est pas de 100%. Outre le fait que l’intégration du plasmide dans le génôme cellulaire 

n’est pas ciblée et peut donc se produire dans des régions non codantes, cela peut être dû 

au fait que les cellules n’ont pas pu être sélectionnées directement grâce à un gène de ré-

sistance à un antibiotique présent sur les plasmides pTRE3G – qui ne codent aucune résis-

tance à un antibiotique – et pCMV – qui code la résistance au même antibiotique que pTet-

On, avec lequel les cellules ont été transfectées au préalable –. Elles ont dû être cotransfec-

tées avec des plasmides de sélection portant les gènes de résistance aux antibiotiques (cf. 
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matériels et méthodes). Ainsi, des cellules ont pu intégrer les plasmides de sélection sans 

intégrer les plasmides d’expression, et sont alors résistantes aux antibiotiques sans exprimer 

les polypeptides d’intérêt. 

 

Figure 39 : Contrôle de la localisation des protéines d’intérêt dans des populations de 

cellules exprimant A1-40 ou PrP de façon inductible et les sondes de façon constitutive 

A : Immunofluorescence de six populations de cellules RK13 coexprimant A1-40 ou PrP et 

l’une des sondes fluorescentes. Les flèches blanches indiquent des cellules qui n’expriment 

ni la sonde, ni le polypeptide d’intérêt. Les flèches vertes indiquent des cellules exprimant 

seulement la sonde. Les flèches rouges indiquent des cellules exprimant A ou PrP sans 

exprimer la sonde. 

Barres d’échelle : 50 µm. 

B : Marquage avec un mitotracker des mitochondries de cellules exprimant les sondes HyPer 

et rxYFP adressées aux mitochondries. Les cellules vivantes sont imagées avec un microscope 

à épifluorescence. Les mitochondries apparaissent bien superposables avec la sonde. 
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3.2.1.3. Evolution de l’expression des sondes et du polypeptide d’intérêt au cours 

des passages 

Notre projet de recherche nécessite d’avoir des lignées cellulaires stables pendant 

une longue durée en culture. Par exemple, le suivi d’une infection prion se fait sur une dizaine 

de passages, et il est nécessaire que l’expression de la PrPC et de la sonde se maintiennent 

au cours de cette période. Pour contrôler cette stabilité, les immunomarquages décrits au 

paragraphe précédent sont répétés régulièrement au cours des passages. Pour chaque ex-

périence, deux champs choisis aléatoirement pour chaque puits sont imagés avec un faible 

grossissement (objectif ×10). Les images sont seuillées en utilisant les cellules RK13 sauvages 

comme contrôle négatif, puis les cellules sont dénombrées à la main et les pourcentages de 

cellules exprimant A1-40 ou PrP et la sonde sont calculés pour chacune des six lignées. Les 

résultats obtenus sont présentés sous forme de diagrammes en barres (Figure 40). 

Pour les lignées de cellules coexprimant HyPer et A1-40 (Figure 40, panel du haut, 

première ligne), la proportion de cellules exprimant les sondes, seules ou en coexpression 

avec A1-40, est très faible et diminue au cours du temps. De plus, la proportion de cellules 

exprimant A1-40 est différente d’une lignée à l’autre et variable au cours du temps. Pour les 

lignées coexprimant A1-40 et rxYFP (Figure 40, panel du bas, première ligne), la proportion 

de cellules exprimant les sondes est plus élevée, mais la proportion de cellules exprimant 

A1-40 diminue au cours du temps, ce qui conduit à une diminution de la coexpression. Pour 

les cellules coexprimant PrP de façon inductible et les sondes de façon constitutive (Figure 

40, deuxième ligne de chaque panel), les observations n’ont été faites qu’à des passages 

plus tardifs, donc la potentielle dérive des lignées cellulaires au cours des premiers passages 

n’a pas été caractérisée. Les proportions de cellules coexprimant les sondes et PrP restent 

relativement stable mais sont très faibles pour certaines lignées. En effet, les lignées expri-

mant HyPer dans le cytoplasme et rxYFP dans le noyau présentent une forte proportion de 

cellules exprimant la sonde sans exprimer PrP. 

De manière générale, une forte proportion de cellules exprimant la sonde sans expri-

mer A1-40 ou PrP posera problème lors de l’analyse du niveau d’oxydation des sondes, que 

l’on choisisse de le suivre par western blot rédox ou en temps réel par microscopie. En effet, 

les cellules exprimant la sonde sans exprimer A ou PrP contribueront au signal détecté sur 
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le western blot rédox, masquant ainsi partiellement une éventuelle différence de l’homéos-

tasie rédox due à l’expression d’A ou de PrP. Par ailleurs, pour suivre le niveau d’oxydation 

des sondes en temps réel par microscopie à fluorescence, il est nécessaire de travailler sur 

des cellules vivantes, il est donc impossible de savoir si les cellules observées expriment ou 

non A ou PrP. Le risque est alors d’imager des cellules exprimant la sonde sans exprimer le 

polypeptide d’intérêt, et donc de ne pas détecter son potentiel effet sur le stress oxydant. Il 

est donc nécessaire d’améliorer les taux de coexpression des sondes avec A1-40 et PrP pour 

les lignées concernées, et de les stabiliser par un maintien des antibiotiques de sélection au 

cours des passages : le fait de les avoir retirés dès la troisième semaine après les transfections 

a pu contribuer à la dérive observée.  

 
Figure 40 : Pourcentage d’expression d’A1-40 et des sondes en fonction du temps 

Les douze lignées cellulaires coexprimant les sondes et A1-40 ou les sondes et PrP sont ca-

ractérisées par immunofluorescence régulièrement au cours des passages. Les pourcentages 

d’expression des deux polypeptides sont évalués par comptage sur les images obtenues 

après seuillage. 
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3.2.1.4. Sous-clonages des différentes lignées cellulaires 

Dans le but d’isoler des lignées cellulaires stables, des sous clonages sont réalisés 

pour l’ensemble des lignées coexprimant les sondes avec A1-40. Ces expériences sont réali-

sées par dilution limite en P96 (cf. Matériels et méthodes, p.97) : chaque puits est théorique-

ment ensemencé avec 0 ou 1 cellule, mais, en pratique, la plupart des lignées ainsi sélection-

nées présentent des variations au niveau de l’expression des protéines d’intérêt et il n’est 

pas exclu que ces populations ne soient pas clonales mais issues de plusieurs cellules. Nous 

avons néanmoins isolé et caractérisé des lignées enrichies en cellules coexprimant la sonde 

et le polypeptide d’intérêt pour toutes les sondes à l’exception de la sonde HyPer adressée 

au cytoplasme et au noyau. La Figure 41A présente des images obtenues par immunofluo-

rescence des lignées présentant la plus grande proportion de cellules coexprimant la sonde 

et A1-40. Comme pour les populations de cellules décrites dans les paragraphes précédents, 

ces marquages sont répétés régulièrement au cours des passages. Pour les lignées sélec-

tionnées, la proportion de cellules exprimant la sonde ou A1-40 est supérieure à 50% et est 

stable au cours des passages, mais la proportion de cellules exprimant la sonde sans expri-

mer d’A1-40 détectable reste non négligable (Figure 41B). Nous avons néanmoins réalisé 

des expériences préliminaires de suivi du stress oxydant en utilisant ces lignées, ainsi que la 

population de cellules coexprimant la sonde rxYFP dans le cytoplasme et PrP. 
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Figure 41 : Caractérisation par immunofluorescence des lignées sous clonées présen-

tant les meilleurs taux de coexpression des sondes avec A1-40 

A : Immunofluorescence de quatre lignées obtenues après sous-clonage des populations de 

cellules coexprimant les sondes et A1-40. Les marquages sont réalisés après 24 h d’induction 

de la synthèse d’A1-40. Les flèches blanches indiquent des cellules qui n’expriment ni la 

sonde, ni A. Les flèches vertes indiquent des cellules exprimant la sonde sans exprimer A. 

Les flèches rouges indiquent des cellules exprimant A sans exprimer la sonde. 

B : Les quatre lignées cellulaires sont caractérisées par immunofluorescence régulièrement 

au cours des passages. Les pourcentages d’expression des deux polypeptides sont évalués 

par comptage sur les images obtenues après seuillage. Les barres verticales correspondent 

à une étape de congélation à -80°C suivie d’une décongélation. 

 

3.2.1.5. Etude de l’effet de l’expression d’A1-40 et de PrP sur la sensibilité de ces 

modèles cellulaires au stress oxydant 

Les modèles cellulaires précédemment construits ont été utilisés pour une étude pré-

liminaire de l’effet sur le stress oxydant de l’expression endogène d’A1-40 et de PrP. Nous 

avons choisi pour cette étude de nous concentrer sur les modèles cellulaires exprimant la 

sonde rxYFP, permettant de suivre le niveau d’oxydation des thiols, car ce sont ces modèles 

qui présentent les taux de coexpression de la sonde avec A ou PrP les plus élevés. Or, cette 

sonde ne présente qu’un seul pic d’excitation fluorescent (Figure 25B, page 86), et ne permet 

donc pas de réaliser un suivi ratiométrique du niveau d’oxydation des sondes en temps réel 

par microscopie à fluorescence (Lukyanov and Belousov, 2014). Nous avons donc réalisé un 

suivi discret du niveau d’oxydation des sondes par western blot rédox en adaptant un pro-

tocole de (Banach-latapy et al., 2013). 
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Dans un premier temps, nous avons contrôlé pour toutes les lignées cellulaires utili-

sées qu’un traitement des cellules par l’oxydant H2O2 conduisait à une oxydation détectable 

de la sonde avec et sans induction de l’expression d’A1-40 ou PrP. La Figure 42A présente 

de façon schématique l’expérience réalisée dans ce but. Après 24 heures en culture, les cel-

lules sont traitées par 100 ou 500 µM d’H2O2 pendant 10, 30 ou 60 min. A l’issue du traite-

ment, l’état rédox des sondes est bloqué, puis les sondes oxydée et réduite sont séparées 

par SDS-PAGE et révélées par western blot avant quantification. La Figure 42B présente un 

western blot rédox caractéristique obtenu avec une lignée cellulaire exprimant la sonde 

rxYFP dans les mitochondries avec induction de la synthèse d’A. Cette expérience montre, 

d’une part, que, sans traitement par H2O2, la proportion de sonde oxydée est très faible (piste 

de gauche, bande du bas), et, d’autre part, que les traitements oxydants testés conduisent 

bien à une augmentation de la proportion de sonde oxydée, qui est plus importante pour 

les cellules traitées par 500 µM d’H2O2 (pistes 3 à 6) que pour les cellules traitées par 100 

µM d’H2O2 (pistes 2 et 3). Nous avons ainsi vérifié pour tous les modèles cellulaires utilisés 

que le traitement par H2O2 conduisait à une oxydation détectable de la sonde. 

 

 
Figure 42 : Contrôle de la sensibilité des sondes à un oxydant exogène dans les lignées 

cellulaires utilisées 

A : Après 24 heures en culture dans une plaque à 6 puits, les cellules sont traitées par 100 

ou 500 µM d’H2O2 pendant 10, 30 ou 60 minutes. Les thiols libres sont bloqués, ce qui per-

met de séparer par électrophorèse les formes oxydée et réduite de la sonde avant révélation 

par western blot et quantification. 

B : Western blot rédox obtenu à partir de cellules RK13-A1-40 exprimant rxYFP dans les mi-

tochondries, sans induction de la synthèse d’A, suite aux différents traitements par H2O2. 

 

Dans un second temps, nous nous sommes intéressés à l’effet de l’expression endo-

gène d’A1-40 sur la proportion de thiols oxydés dans les cellules. Nous avons travaillé avec 

les cellules exprimant rxYFP dans les mitochondries, car c’est la seule lignée pour laquelle 
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une bande oxydée est visible en western blot en l’absence de traitement par H2O2. L’expé-

rience réalisée est schématisée par la Figure 43A. Des P6 sont ensemencées avec les cellules 

exprimant rxYFP dans les mitochondries, avec et sans coexpression inductible de la sonde 

avec A1-40. Ces cellules sont exposées à la doxycycline pendant 1, 3, 5, 7 et 24h pour induire 

la synthèse d’A1-40 dans la lignée concernée. Le niveau d’oxydation des thiols est ensuite 

quantifié par western blot. La Figure 43B montre que l’expression d’A1-40 pendant 0, 1, 3, 5, 

7 ou 24 heures n’est associée à aucun effet significatif sur le niveau d’oxydation des thiols 

dans les mitochondries.  

 
Figure 43 : Effet de la durée d'induction de l'expression d'A sur le niveau d'oxydation 

des thiols dans les mitochondries 

A : Après 24 heures en culture dans des plaques à 6 puits, les cellules exprimant ou non A 

de façon inductible sont exposées à la doxycyline pendant 0, 1, 3, 5, 7 ou 24 heures. Les 

thiols libres sont bloqués, ce qui permet de séparer par électrophorèse les formes oxydée et 

réduite de la sonde avant révélation par western blot et quantification. 

B : Pourcentage de sonde rxYFP oxydée dans les mitochondries en fonction du temps d’in-

duction de la synthèse d’A1-40.  

 

Même si nous n’avons pas pu mettre en évidence d’effet significatif de la synthèse 

d’A1-40 sur le niveau d’oxydation des thiols cellulaires, nous avons souhaité savoir si l’ex-

pression du peptide pouvait modifier la réponse cellulaire à un oxydant exogène. En effet, si 

le peptide conduisait à une diminution des défenses anti-oxydantes cellulaires, cela pourrait 

être mis en évidence par une moins bonne élimination par les cellules d’un oxydant exogène.  

Nous nous sommes donc intéressés à l’influence de l’expression d’A1-40 et de PrP sur la 

réponse cellulaire à un traitemen par H2O2. Dans ce cadre, nous avons traité les cellules ex-

primant rxYFP dans le cytoplasme ou les mitochondries, seule ou en coexpression avec A1-

40 ou PrP, avec 100 ou 500 µM d’H2O2 pendant des temps compris entre 0 et 60 minutes 

(Figure 44A). La Figure 44B présente les résultats obtenus avec les cellules exprimant rxYFP 



138 

 

dans le cytoplasme. Ces expériences confirment que la sonde rxYFP est sensible à 100 et 

500 µM d’H2O2 dans ce compartiment, mais l’augmentation de son niveau d’oxydation n’est 

pas significativement différente avec et sans expression d’A1-40 (courbes rouges vs courbes 

violettes) et de PrP (courbes vertes vs courbes violettes). De façon similaire, la Figure 44C 

montre la réponse à 500 µM d’H2O2 de la sonde rxYFP dans les mitochondries, avec et sans 

expression d’A1-40. L’expression du peptide ne modifie pas de façon significative la réponse 

de la sonde au traitement par 500 µM d’H2O2 dans nos conditions expérimentales. 

 

Figure 44 : Influence de l'expression d'A1-40 ou de PrP sur le niveau d'oxydation des 

thiols cellulaires 

A : Les cellules RK13 A1-40 ou RK13 PrP sont cultivées en P6 pendant 24 heures avec et sans 

induction de la synthèse du polypeptide d’intérêt. Les cellules sont ensuite traitées, selon les 

cas, par 100 ou 500 µM d’H2O2 pendant 0, 2, 6, 9, 10, 15, 30 ou 60 minutes avant blocage 

des thiols libres et western blot. 

B : Pourcentage de sonde rxYFP oxydée dans le cytoplasme en fonction du temps de traite-

ment par 100 µM (à gauche) ou 500 µM (à droite) d’H2O2 avec et sans expression d’A1-40 

ou de PrP. 

C : Pourcentage de sonde rxYFP oxydée dans les mitochondries en fonction du temps de 

traitement par 500 µM d’H2O2 avec et sans expression d’A1-40. 

 

La littérature indique un effet antioxydant de l’expression de la PrPC (Westergard et 

al., 2007), et un effet rédox d’A1-40, même s’il est plus discuté (Baruch-Suchodolsky and 

Fischer, 2009; Kontush, 2001). De plus, dans un modèle très proche du nôtre, à savoir des 
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cellules RK13 génétiquement modifiées pour exprimer de façon inductible par la doxycycline 

une PrPC murine, l’effet antioxydant de la PrPC est partiellement médié par une augmentation 

de l’activité des glutathion réductases : on s’attendrait donc à un effet sur le niveau d’oxy-

dation de rxYFP de l’expression de la PrPC, et, potentiellement, d’A, dans nos expériences. 

Le fait qu’aucun effet de l’expression de ces protéines n’ait pu être mis en évidence pourrait 

être dû à un manque de sensibilité, qui a plusieurs causes. D’une part, une proportion non 

négligeable de cellules exprimant la sonde n’expriment pas la protéine ou le peptide d’inté-

rêt, et ces cellules peuvent partiellement masquer de potentielles différences de niveau 

d’oxydation de la sonde dues à l’expression d’A1-40 ou PrP. Par exemple, pour la lignée 

coexprimant rxYFP dans les mitochondries et A, près de 50% des cellules qui expriment la 

sonde et participent donc aux western blot n’expriment pas A, ce qui divise par 2 la sensi-

bilité de nos mesures. D’autre part, la méthode de suivi des sondes par western blot présente 

plusieurs inconvénients. Il est difficile d’avoir suffisamment de réplicats pour mettre en évi-

dence des différences modérées car ces expériences sont lourdes et relativement longues : 

une semaine de travail est nécessaire pour obtenir 12 points de mesure. Le suivi de l’oxyda-

tion des sondes par western blot ne peut être que discret avec un pas de temps relativement 

élevé. En effet, l’arrêt de tous les traitements d’une plaque prend plus d’une minute : chaque 

puits doit être rincé deux fois avec du PBS avant incubation dans du TCA froid. Le temps de 

traitement des cellules n’est donc précis qu’à une minute près environ, ce qui rend les durées 

de traitement trop faibles très imprécises. Or, il serait intéressant de pouvoir suivre en temps 

réel l’entrée d’H2O2 dans les cellules, car il s’agit d’un phénomène rapide médié par des 

aquaporines (Miller et al., 2010; Wang et al., 2020a). De plus, nous avons dû utiliser des 

concentrations élevées en H2O2 pour les expériences de suivi de la réponse des cellules à un 

oxydant exogène de façon à ce que la sonde oxydée reste détectable par western blot mal-

gré les longs pas de temps utilisés, mais ces concentrations sont peut-être trop fortes devant 

la capacité de modulation par A1-40 et PrP de la réponse cellulaire à cet oxydant fort. Enfin, 

pour que la quantification de signaux sur des westerns blots soit fiable, il faut que ces signaux 

se situent dans la gamme linéaire de détection (Pillai-Kastoori et al., 2020). En effet, la rela-
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tion entre intensité du signal et masse de protéines est sigmoïdale : les quantités de pro-

téines trop faibles ne sont pas détectées et les quantités de protéines trop élevées condui-

sent à une saturation du signal (Figure 45A). Pour les quantités de protéines intermédiaires, 

le signal détecté est proportionnel à la quantité de protéines et la quantification peut donc 

être réalisée de manière fiable. Nous avons donc évalué la gamme linéaire de détection des 

sondes dans nos modèles cellulaires. Dans ce but, nous avons réalisé des westerns blots avec 

des dilutions sériées d’un échantillon préparé à partir de cellules exprimant rxYFP dans le 

cytoplasme avant de quantifier le signal obtenu. Cette expérience a été réalisée deux fois, 

avec deux concentrations différentes en protéines totales pour l’échantillon le plus concen-

tré (Figure 45B et C).  

 

Figure 45 : Relation entre signal quantifié par western blot et masse de protéines 

A : Relation théorique entre masse de protéines dans l’échantillon et intensité du signal dé-

tecté. L’allure de la courbe est sigmoïde et peut être divisée en trois parties : la première 

partie correspond au bruit de fond, la deuxième partie, appelée gamme linéaire, correspond 

à des quantités de protéines pour laquelle l’intensité du signal détecté est proportionnelle à 

la quantité de protéines déposée, et la troisième partie correspond à des quantités de pro-

téines pour lesquelles l’intensité du signal n’augmente plus quand la quantité de protéines 

augmente : le signal est saturé. 

B : Intensité du signal en fonction de la masse totale de protéines déposée. Un échantillon 

concentré est préparé à partir de la lignée de cellules RK13 A1-40 exprimant la sonde rxYFP 

cytoplasmique en suivant le même protocole que pour le western blot rédox. Les échantil-

lons suivants sont préparés par dilution sériée de deux en deux. 

C : Réplicat biologique de l’expérience B avec une gamme plus étendue de quantités de 

protéines déposées. Cette expérience présente une gamme linéaire plus étendue, mais qui 

reste relativement faible (inférieure à 1,5 log). 

u.a. : unité arbitraire. 

 

Les deux courbes obtenues ont une allure sigmoïde. La gamme linéaire est plus éten-

due quand la quantité maximale de protéines totales déposée est de 30 µg (comme dans 
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nos expériences de western blot rédox) que quand elle est de 15 µg, mais elle reste faible : 

de l’ordre de 1 log. Cela signifie que, même si le signal correspondant à la sonde oxydée est 

proche de la saturation, la sonde réduite ne pourra être détectée que si le signal correspon-

dant est au moins égal au dixième de celui de la sonde oxydée. Ainsi, comme la proportion 

basale de sonde réduite dans le cytoplasme est faible, cette méthode n’est probablement 

pas assez sensible pour détecter des variations faibles du niveau d’oxydation des thiols dans 

ce compartiment. 

 

Pour pallier les limites de cette première approche, nous avons développé d’autres 

modèles cellulaires avec une stratégie où toutes les cellules exprimant la sonde expriment 

également le polypeptide d’intérêt. Pour que le niveau d’oxydation des sondes puisse être 

suivi en temps réel en microscopie à fluorescence plutôt que par western blot, nous avons 

choisi d’utiliser pour ces nouveaux modèles des sondes ratiométriques en excitation : la 

sonde HyPer, spécifique d’H2O2, et la sonde Grx1-roGFP, spécifique du glutathion et ratio-

métrique. Ces deux sondes sont adressées soit au cytoplasme avec exclusion du noyau, soit 

aux mitochondries, soit au noyau. 

 

3.2.2. Modèles avec coexpression inductible des sondes avec PrP ou A1-40 

 

3.2.2.1. Stratégie de construction des vecteurs de coexpression 

Pour éviter que des cellules ne puissent exprimer la sonde sans exprimer le polypep-

tide d’intérêt (A1-40 ou l’allèle VRQ de la PrP), nous avons construit de nouveaux vecteurs 

d’expression inductible (Figure 46A et B). Ces vecteurs codent à la fois la sonde et le poly-

peptide d’intérêt, séparés par la séquence P2A. Il s’agit d’une séquence virale, qui conduit à 

un « patinage » du ribosome au niveau de l’ARN messager, induisant la synthèse de deux 

protéines distinctes (Kim et al., 2011). Ainsi, dans notre cas, les cellules cotransfectées par le 

vecteur pCMV Tet3G et le vecteur pTRE3G contenant la séquence codant la construction 

sonde + P2A + polypeptide d’intérêt coexprimeront de façon inductible, d’une part la sonde, 

prolongée en C-terminal par la séquence GSGATNFSLLKQAGDVEENPG, et d’autre part A1-40 

précédé du peptide signal de l’insuline ou l’allèle VRQ de la protéine prion ovine (Figure 
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46C). Dans les deux cas, le polypeptide d’intérêt est précédé d’une proline, qui ne devrait 

pas changer sa séquence finale après maturation et clivage du peptide signal. Des lignées 

contrôles, n’exprimant que les sondes, sont également construites par introduction d’un co-

don STOP à la fin de la séquence 2A, de façon à ce que les mêmes 21 acides aminés soient 

ajoutés en C-ter des sondes de toutes les lignées.  
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Figure 46 : Stratégie de coexpression inductible des protéines d’intérêt et des sondes 

Les cellules sont cotransfectées avec : 

A : Le vecteur codant le transactivateur Tet 3G sous contrôle du promoteur CMV 

B : Le vecteur codant, sous contrôle du promoteur TRE3G, la sonde et la protéine d’intérêt 

(A1-40 précédé du peptide signal de l’insuline ou PrP), séparées par une séquence 2A. 

C : Cette stratégie permet une coexpression inductible de la sonde avec PrP ou A1-40. 

Figure adaptée du manuel d’utilisation du système d’expression inductible Tet-On® des la-

boratoires ClonTech, ©2014 Clontech Laboratories, Inc., (nka Takara Bio USA, Inc.) et de (Kim 

et al., 2011) (CC BY 4.0) 

AmpR : gène de résistance à l’ampicilline, KanR : gène de résistance à la kanamycine, NeoR : 

gène de résistance à la néomycine, PCMV IE : promoteur immediate early du cytomégalovirus, 

SMC : site multiple de clonage, SV40 : virus simien 40. 

 

3.2.2.2. Contrôle par immunofluorescence de l’expression et de la localisation des 

polypeptides d’intérêt 

Le niveau d’expression et la localisation des protéines d’intérêt sont contrôlés par 

immunofluorescence pour toutes les lignées construites. La Figure 47 présente des images 

https://creativecommons.org/licenses/by/4.0/deed.fr


144 

 

représentatives de quatre de ces lignées. Ces images montrent que la localisation des 

sondes, de PrP et d’A est cohérente : la sonde adressée au cytoplasme est bien diffuse avec 

exclusion du noyau (colonne 2, ligne 2), la sonde HyPer adressée aux mitochondries est 

ponctiforme (colonne 3, ligne 2) et la sonde adressée au noyau est superposable avec les 

noyaux (colonne 5, ligne 2). En revanche, la sonde Grx1-roGFP2 adressée aux mitochondries 

semble nucléocytoplasmique, avec des structures cytoplasmiques indiquées par des flèches 

orange qui pourraient correspondre à des agrégats de la protéine (colonne 4, ligne 2). 

Malgré plusieurs répétitions de cette transfection avec les trois vecteurs codant cette sonde 

(Grx1-roGFP2 mitochondries P2A STOP, Grx1-roGFP2 mitochondries P2A A1-40 et Grx1-

roGFP2 P2A VRQ), ce type de localisation a été observé pour toutes les lignées obtenues, 

suggérant que l’adressage aux mitochondries de notre construction Grx1-roGFP2-MLS ne 

fonctionne pas dans la lignée RK13, bien que l’expression mitochondriale de ce type de 

construction ait été validée dans d’autres lignées de cellules de mammifères (Albrecht et al., 

2014). Une piste potentielle pour l’expression de roGFP2 en fusion avec Grx1 dans les 

mitochondries pourrait être d’inverser l’ordre des protéines, en utilisant une construction 

roGFP2-Grx1-MLS. Cette construction peut être exprimée dans les mitochondries de lignées 

de cellules non mammifères, dans lesquelles l’adressage aux mitochondries de la 

construction Grx1-roGFP2-MLS ne fonctionne pas (Albrecht et al., 2014). Dans le cadre de ce 

projet de thèse, nous avons cependant choisi, par manque de temps, de nous concentrer sur 

le suivi du niveau d’oxydation des sondes exprimées dans le cytoplasme. 

Concernant les polypeptides d’intérêt, le marquage de PrP est bien membranaire à la 

surface des cellules (colonnes 2 et 4, ligne 3), et on observe un marquage cytoplasmique et 

périnucléaire d’A1-40 malgré la présence du signal d’excrétion (colonne 5, ligne 3). Comme 

pour la lignée RK13-A1-40
 (Igel Egalon, 2013), nous avons contrôlé la localisation 

principalement extracellulaire du peptide (3.2.2.3.2, p. 147). Le peptide visible par 

immunofluorescence dans les cellules pourait être en transit dans le système 
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monomembranaire interne, ou correspondre à une internalisation par les cellules d’une 

partie du peptide excrété.  

 

Figure 47 : Immunofluorescence de certaines des nouvelles lignées cellulaires 

Les immunomarquages sont réalisés après 24 h d’induction de la synthèse des polypeptides 

d’intérêt. Les flèches orange indiquent de potentielles zones d’agrégation de la sonde Grx1-

roGFP2 adressée aux mitochondries. Les flèches blanches indiquent des cellules qui n’expri-

ment ni la sonde, ni le polypeptide d’intérêt.  

 

Ces images permettent en outre de valider la coupure au niveau de la séquence 2A, 

puisque les sondes et le polypeptide d’intérêt ne sont visiblement pas localisés dans les 

mêmes compartiments : par exemple, pour la lignée coexprimant A1-40 et Grx-roGFP 

adressée au noyau (Figure 47, colonne de droite), la sonde est localisée exclusivement dans 

le noyau et le marquage du peptide est périnucléaire, avec exclusion du noyau.  

Enfin, même si le taux d’expression des protéines d’intérêt n’est pas de 100%, toutes 

les cellules exprimant une sonde expriment également le polypeptide d’intérêt et 

réciproquement. Cela nous assure que toutes les cellules dans lesquelles le stress oxydant 

peut être suivi grâce aux sondes expriment également le polypeptide d’intérêt. De plus, nous 

avons vérifié que la croissance et la morphologie des cellules étaient similaires en présence 
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et en absence de doxycycline dans le milieu, et, d’autre part, que la proportion de cellules 

exprimant la sonde et le polypeptide d’intérêt restait stable au cours des premiers passages. 

Nous n’avons travaillé qu’avec des lignées cellulaires satisfaisant ces deux critères. 

 

 

3.2.2.3. Contrôle de la maturation et quantification de l’expression des protéines 

d’intérêt par western blot 

 

3.2.2.3.1. Optimisation de la détection d’A1-40 par western blot 

Pour contrôler par western blot l’excrétion du peptide A1-40 et la coupure au niveau 

de la séquence P2A, il a été nécessaire d’optimiser le protocole de western blot anti A utilisé 

au laboratoire dans le but d’en augmenter la sensibilité. Dans cette optique, nous avons 

réalisé des western blots dans différentes conditions en utilisant la même gamme d’A1-40 

monomérique commerciale.  

 

Figure 48 : Amélioration de la sensibilité d'un protocole de western blot anti-A 

A : Deux western blots sont réalisés simultanément avec le même protocole, avec transfert, 

soit sur une membrane de polyfluorure de vinylidène (PVDF), soit sur une membrane de 

nitrocellulose. La porosité des deux membranes est de 0,2 µm. La sensibilité est meilleure 

avec la nitrocellulose qu’avec le PVDF. 

B : Deux western blots sont réalisés simultanément avec le même protocole (avec transfert 

sur nitrocellulose), avec ou sans saturation avec du lait (C. Jas). La suppression de la satura-

tion permet d’améliorer la sensibilité du western-blot. 

 

Deux modifications du protocole ont permis une augmentation importante de la sen-

sibilité des western blots : le remplacement de la membrane de polyfluorure de vinylidène 
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(PVDF) par une membrane de nitrocellulose de même porosité (Figure 48A) et l’élimination 

de la saturation par du lait (Figure 48B). 

 

3.2.2.3.2. Contrôle par western blot de la coupure au niveau de la séquence P2A et 

de la maturation des polypeptides d’intérêt 

Pour contrôler la coupure totale des constructions au niveau de la séquence 2A, des 

western blots sont réalisés sur des lysats de cellules après 24 heures d’induction (Figure 49). 

Le western blot anti-A indique que le peptide produit par les cellules n’est pas monomé-

rique : on observe des assemblages de 36 kDa environ, que ce soit dans les lysats cellulaires 

ou dans le milieu de culture (Figure 49A), alors que la masse moléculaire du peptide A1-40 

monomérique est de 4 kDa. Cela avait déjà été observé pour la lignée de cellules RK13 ex-

primant de façon inductible le seul peptide A1-40 (Igel Egalon, 2013). La taille des assem-

blages produits par cette lignée cellulaire est présentée plus en détails dans la partie sui-

vante. Ce western blot valide également l’excrétion partielle du peptide A1-40 dans ce mo-

dèle. Le western blot anti-PrP permet de valider la maturation de la protéine, puisque les 

trois bandes correspondant à la protéine di-, mono- et non glycosylée sont retrouvées (Fi-

gure 49B). Enfin, dans les deux cas, on n’observe aucune bande dont la taille corresponde à 

la fusion entre sonde, peptide 2A et polypeptide d’intérêt, ce qui montre que le peptide P2A 

est bien coupé. 

De plus, nous avons contrôlé, d’une part, l’absence d’expression des polypeptides 

d’intérêt en absence de doxycycline (Figure 49C, piste 1), et, d’autre part, l’absence d’expres-

sion d’A dans les lignées n’exprimant que la sonde, transfectées avec des vecteurs pTRE3G 

soude P2A STOP A (Figure 49C, piste 2). 
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Figure 49 : Détection par western blot des sondes, d'A et de PrP dans les modèles 

cellulaires 

A : Des lysats et milieux de culture des cellules coexprimant les sondes et A1-40 sont analysés 

par western blot anti-A (membrane de gauche) et anti-GFP (membrane de droite).  

B : Des lysats des cellules coexprimant les sondes et PrP sont analysés par western blot anti-

PrP (membrane de gauche) et anti-GFP (membrane de droite). Les trois flèches sur la mem-

brane de gauche indiquent, de haut en bas, les formes bi-, mono- et non glycosylées de la 

PrP. La bande visible à 50 kDa correspond probablement à un dimère de la protéine non 

glycosylée. Les astérisques sur la membrane de droite pourraient correspondre à des pro-

duits de dégradation de la sonde. 

C : Des lysats de cellules coexprimant HyPer dans le cytoplasme et A avec et sans induction 

du peptide sont analysés par western blot anti-A, ainsi que le lysat d’une lignée de cellules 

n’exprimant que la sonde (avec introduction d’un codon STOP en aval du P2A). 

HC0 : HyPer cytoplasme P2A STOP A1-40, HCA : HyPer cytoplasme P2A A1-40, HMA : HyPer 

mitochondries P2A A1-40, HNA : HyPer noyau P2A A1-40, GGCA : Grx1-roGFP2 cytoplasme 

P2A A1-40, HCV : HyPer cytoplasme P2A VRQ, HMV : HyPer mitochondries P2A VRQ (deux 

lignées sont analysées), GGCV : Grx1-roGFP2 cytoplasme P2A VRQ, GGNV : Grx1-roGFP2 

noyau P2A VRQ, PM : poids moléculaire. 

 

3.2.2.3.3. Taille des assemblages d’A1-40 produits par les cellules 

Pour identifier la taille des assemblages d’A1-40 présents dans le milieu de culture 

des modèles cellulaires concernés, nous avons réalisé une chromatographie d’exclusion de 

taille sur un échantillon de milieu de culture de cellules coexprimant la sonde et A1-40. Le 

peptide a été révélé par western blot dans les fractions correspondant à des volumes d’élu-

tion compris entre 8 et 20 mL (Figure 50A). La quantification de ce western blot donne une 

idée de la distribution de taille des assemblages du peptide dans le milieu. Cette expérience 

indique que les assemblages d’A produits sont de tailles hétérogènes, même si la dénatu-

ration partielle par le tampon de Laemmli additionné d’urée conduit à la présence d’une 

unique bande sur les western blots. La majorité des assemblages a une taille comprise entre 

30 et 70 kDa (Figure 50B). 
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Figure 50 : Chromatographie d’exclusion de taille sur le milieu de culture de cellules 

exprimant A1-40 

A : Western blot des fractions obtenues après chromatographie d’exclusion de taille d’un 

échantillon de milieu de culture de la lignée coexprimant HyPer dans le cytoplasme et A1-40 

après 72 heures d’induction de la synthèse du peptide et de la sonde. VE : volume d’élution. 

B : Distribution de la taille des assemblages d’A présents dans le milieu de culture des 

mêmes cellules, obtenue par quantification à partir du western blot présenté en A. 

 

3.2.2.3.4. Cinétique de l’expression des protéines d’intérêt après induction 

Dans le but de caractériser la cinétique de l’expression des sondes après induction 

par la doxycycline pour pouvoir choisir un temps d’induction optimal pour les expériences 

de suivi du stress oxydant en temps réel, nous avons quantifié par western blot la sonde 

HyPer dans des lysats de cellules RK13 HyPer cytoplasme P2A A1-40 après des temps 

d’induction compris entre 0 et 72 heures (Figure 51). Bien que le manuel de l’utilisateur des 

systèmes Tet indique qu’une expression maximale de la protéine d’intérêt puisse être 

atteinte en 9 heures, nos données indiquent que ce plateau n’est pas atteint avant environ 

72 heures d’induction de l’expression de la protéine d’intérêt dans nos modèles (Figure 51B). 

Nous avons choisi de réaliser les expériences de suivi des sondes en microscopie après un 

temps d’induction de 48 heures de façon à maximiser l’expression de la sonde et du 

polypeptide d’intérêt tout en conservant une densité de cellules suffisamment faible pour 

permettre un suivi individuel de chaque cellule, et pour que les cellules soient encore en 

phase de multiplication au moment des observations. En effet, une expression élevée de la 

sonde permet de maximiser la gamme dynamique des images acquises en microscopie à 

fluorescence tout en conservant des paramètres d’excitation suffisamment doux pour ne pas 

induire de phototoxicité détectable. 
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Figure 51 : Cinétique de l'induction de la synthèse de HyPer dans la lignée HyPer cy-

toplasme P2A A 

A : Détection par western blot de la sonde et de la -actine dans des lysats de cellules de la 

lignée coexprimant HyPer dans le cytoplasme et A1-40. Les deux protéines sont détectées 

en multiplex sur la même membrane. Les deux canaux sont visualisés grâce à de fausses 

couleurs. 

B : Quantification du rapport entre l’expression de la sonde et l’expression de la -actine en 

fonction du temps d’induction. La quantification est réalisée à partir des images brutes du 

western blot (A) avec ImageJ. 

 

3.2.2.3.5. Quantification d’A1-40 et PrP dans les lysats et les milieux cellulaires 

Pour quantifier l’expression des polypeptides d’intérêt dans les lysats et les milieux 

cellulaires de façon à pouvoir les comparer avec celles qui ont été rapportées dans d’autres 

modèles de maladies neurodégénératives, des cellules sont cultivées pendant 48 h en pré-

sence de doxycycline, puis lysées avec une concentration de 1000 cellules.µL-1. Le polypep-

tide d’intérêt est détecté par western blot et quantifié grâce à une gamme de PrP ou d’A 

recombinante (Figure 52).  
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Figure 52: Quantification de l'A1-40 et de la PrP exprimée par les cellules 

A : Western blot anti-A sur une gamme d’A1-40 commerciale et sur les lysats et milieu de 

cellules RK13 HyPer cytoplasme P2A A1-40. 

B : Western blot anti-PrP sur une gamme de VRQ recombinante et sur les lysats et milieu de 

cellules RK13 HyPer cytoplasme P2A PrP et RK13 Grx1-roGFP2 cytoplasme P2A VRQ. 

HCV : HyPer cyto NES P2A VRQ, GGCV : Grx1-roGFP2 cyto NES P2A VRQ. 

 

 La Table XV présente les quantités de polypeptides d’intérêt produites par cellule 

pour les trois lignées cellulaires analysées. Toutes les quantifications ont été réalisées à partir 

des western blots présentés par la Figure 52. Dans les conditions physiologiques normales, 

la concentration en PrPC du cerveau de hamster doré est d’environ 7,5 µg.g-1 (Gregori et al., 

2008). Etant donné que le cerveau du hamster pèse en moyenne 1,02 g et contient environ 

166,12×106 cellules (Herculano-Houzel et al., 2006), on peut estimer la concentration 

moyenne en PrPC par cellule dans le cerveau : 
Concentration massique×mcerveau

nbcellules
 = 

4,60×10-5 ng.cellule-1. La concentration en PrPC produite par nos modèles est ainsi 13,6 à 

24,1 fois plus élevée que dans des neurones de hamster sain. Concernant le peptide A1-40, 

environ 69% du peptide produit par la lignée HyPer cytoplasme P2A A1-40 est sous forme 

extracellulaire. La concentration du peptide dans le milieu est estimée à 1,11 nM pour les 

expériences de suivi des sondes par microscopie, pour lesquelles 1000 cellules sont cultivées 
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dans 2 mL de milieu pendant 48h. Cette concentration est plus de cinq fois supérieure à la 

concentration en A1-40 soluble rapportée dans le cerveau sain, qui est de 0,8 µg.g-1 en 

moyenne (Lue et al., 1999),  soit 0,201 nM, mais environ 12 fois inférieure à la concentration 

en A1-40 soluble rapportée dans le cerveau de patients décédés de la maladie d’Alzheimer, 

qui s’élève en moyenne à 1,4 µg.g-1 (Lue et al., 1999), soit 13,5 nM. La concentration en A1-40 

dans le milieu de nos modèles cellulaires convient donc pour l’étude de la pathogénèse 

précoce de la maladie d’Alzheimer, qui correspond à une phase d’accumulation progressive 

du peptide A (Figure 18, p.62). 

 

Table XV : Estimation des quantités de protéines produites par les lignées cellulaires 

Lignée cellulaire Quantité de polypeptide produit 

HyPer cytoplasme P2A VRQ 6,26×10-4 ng.cellule-1 

Grx1-roGFP2 cytoplasme P2A VRQ 11,1×10-4 ng.cellule-1 

HyPer cytoplasme P2A A1-40 
4,33×10-3 ng A1-40 intracellulaire.cellule-1 

9,62×10-3 ng A1-40 extracellulaire.cellule-1 

 

3.3. Optimisation des conditions d’acquisition en microscopie à fluorescence 

pour le suivi des sondes protéiques HyPer1 et Grx1-roGFP2 

Avant d’utiliser nos modèles cellulaires pour comparer les effets rédox des différents 

assemblages de protéines, il a été nécessaire d’ajuster et d’harmoniser les protocoles expé-

rimentaux utilisés pour suivre le niveau d’oxydation des sondes, en particulier les paramètres 

d’excitation des cellules, de façon à minimiser la phototoxicité de l’excitation et à maximiser 

la reproductibilité de nos expériences. Dans ce but, nous avons réalisé plusieurs fois une 

même expérience de suivi de la réponse à H2O2 de la sonde HyPer exprimée dans le cyto-

plasme de cellules de la lignée RK13, de façon à pouvoir évaluer l’homogénéité des résultats 

obtenus avec ces différents réplicats. Cette partie présente les optimisations expérimentales 

successives qui nous ont permis d’améliorer la reproductibilité de cette expérience de suivi 

de la réponse cellulaire à H2O2. 

  



153 

 

3.3.1. Principe de l’acquisition et de la quantification des données 

Dans un premier temps, nous avons contrôlé le bon fonctionnement des sondes ex-

primées dans nos modèles cellulaires, en vérifiant que des traitements rédox exogènes con-

duisaient bien à un shift de leur spectre d’excitation in cellulo. La Figure 53 présente ainsi les 

spectres d’excitation de deux lignées cellulaires exprimant les sondes HyPer et Grx1-roGFP2 

après différents traitements oxydants ou réducteurs. Pour HyPer1, les pics d’excitation se 

situent vers 420 nm pour la forme réduite et 500 nm pour la forme oxydée, avec un point 

isobestique vers 450 nm. Pour Grx1-roGFP2, les pics d’excitation se situent vers 488 nm pour 

la forme oxydée et 380 nm pour la forme oxydée, avec un point isobestique vers 420 nm. 

Ces valeurs correspondent à celles qui sont publiées pour les sondes purifiées ou exprimées 

dans d’autres lignées cellulaires (Belousov et al., 2006; Meyer and Dick, 2010).  

Pour suivre le stress oxydant en temps réel dans ces modèles cellulaires, des acquisi-

tions sont réalisées en time-lapse par microscopie à fluorescence. Les cellules sont imagées 

séquentiellement à deux longueurs d’ondes proches, soit des deux pics d’excitation, soit 

d’un pic d’excitation et du point isobestique, avec un très faible délai entre les deux images. 

Les paramètres d’excitation testés sont détaillés et discutés dans les paragraphes suivants. 

 
Figure 53 : Spectres d'excitation des cellules exprimant HyPer1 ou Grx1-roGFP2 

A : Spectre d’excitation d’une suspension de cellules coexprimant HyPer1 dans le cytoplasme 

et A1-40. 

B : Spectre d’excitation d’une suspension de cellules coexprimant Grx1-roGFP2 dans le cyto-

plasme et PrP. 

Les spectres d'excitation des suspensions cellulaires sont acquis après un potentiel traite-

ment de 5 minutes avec le réducteur dithiotréitol (DTT) ou l'oxydant H2O2. Les longueurs 

d'onde observées pour les maxima d'excitation (flèches orange) et les points isobestiques 

(flèches violettes) sont conformes à celles publiées pour les sondes purifiées (Belousov et al. 

2006 ; Hanson et al. 2004). La fin des spectres n'a pas pu être acquise car les longueurs 

d'onde d'excitation auraient chevauché les filtres d'émission. La fin théorique des spectres a 

donc été tracée en pointillés à partir des données de la littérature (Belousov et al., 2006; 

Hanson et al., 2004). 
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 La Figure 54 présente des images représentatives extraites d’une acquisition réalisée 

avec les cellules exprimant HyPer dans le cytoplasme, ainsi que le ratio de ces images (ratio 

Acquisition au maximum d′excitation de la sonde oxydée

Acquisition au maximum d′excitationde la sonde réduite
) après un traitement par 40 µM d’H2O2.  

 

 

Figure 54 : Réponse à 40 µM d’H2O2 de cellules exprimant la sonde HyPer 

Des cellules exprimant la seule sonde HyPer dans le cytoplasme sont observées en 

microscopie à fluorescence. Deux acquisitions simultanées en time-lapse sont réalisées, en 

excitant les cellules à des longueurs d’onde proches des pics d’excitation de la forme oxydée 

de HyPer (ligne du haut) et de sa forme réduite (ligne du milieu). Le ratio des deux 

acquisitions est calculé et visualisé par de fausses couleurs, indiquées par les barres de 

calibration (à droite), graduées en niveaux de gris. Au cours de l’acquisition, les cellules sont 

traitées par 40 µM d’H2O2. Les trois colonnes correspondent aux images obtenues 5 min 

avant le traitement (colonne de gauche), 3 min après le traitement (colonne du milieu) et 60 

min après le traitement (colonne de droite). 

 

L’augmentation de la concentration cytoplasmique en H2O2 consécutive au traite-

ment est associée à une augmentation de la fluorescence sur l’acquisition réalisée au pic 

d’excitation de la sonde oxydée (ligne du haut), accompagnée d’une diminution de l’inten-

sité de fluorescence sur l’acquisition réalisée au pic d’excitation de la sonde réduite (ligne 

du milieu). Comme la sonde HyPer est ratiométrique, l’augmentation de l’intensité dans la 

cellule sur l’image du ratio entre ces deux canaux (ligne du bas) est indépendante des varia-

tions locales de la concentration de la sonde et, dans notre exemple, de la perte de la mise 
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au point (Meyer and Dick, 2010) : c’est donc cette valeur de ratio qui doit être quantifiée en 

fonction du temps. Les intensités de fluorescence moyennes de chaque cellule sur les deux 

acquisitions sont également quantifiées à titre de contrôles. 

Pour quantifier les intensités de fluorescence sur chacune des deux acquisitions ainsi 

que sur le ratio à l’intérieur de chaque cellule, nous avons adapté et automatisé un protocole 

établi par l’équipe du créateur de la sonde HyPer (Mishina et al., 2013b, 2013a). La méthode 

employée est décrite en détails dans l’article méthodologique (Lévy et al., 2020), reproduit 

en annexe, et son principe est présenté sur la Figure 55. 

 

 
Figure 55 : Principe de la quantification du niveau d'oxydation des sondes en fonction 

du temps 

Deux acquisitions en time-lapse sont réalisées, correspondant à la sonde réduite et à la 

sonde oxydée (à gauche, en haut). Les étapes suivantes sont illustrées avec des images ex-

traites d’une expérience de suivi de la réponse à H2O2 de la sonde HyPer exprimée dans le 

cytoplasme. Chacune des deux acquisitions est débruitée par un éventuel filtrage, puis par 

la soustraction de la valeur moyenne du bruit de fond (à gauche, au milieu). Les cellules sont 

ensuite segmentées par seuillage sur les deux images débruitées, ce qui permet d’obtenir 

un masque qui prend en compte les déplacements et variations morphologiques de la cel-

lule en fonction du temps (à gauche, en bas). L’intensité de fluorescence à l’intérieur de la 

cellule ainsi délimitée est quantifiée sur chacune des deux acquisitions et sur l’image du ratio 

(à droite, en haut). Ces trois variables peuvent être tracées en fonction du temps (à droite, 

en bas). 
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Après une étape de débruitage des images, les deux acquisitions sont seuillées et 

sommées pour obtenir une image binaire dont les pixels blancs correspondent à la cellule 

et les pixels noirs au fond. Cette opération est répétée sur chaque image de la pile d’images, 

ce qui permet de segmenter la cellule en tenant compte de ses mouvements et de ses 

changements de morphologie en fonction du temps. L’intensité est ensuite quantifiée à 

l’intérieur de la cellule sur chacune des deux acquisitions et sur le ratio. 

 

3.3.2. Optimisation des conditions d’acquisition et de culture cellulaire 

Les premières expériences de microscopie à fluorescence en temps réel menées avec 

des cellules exprimant les sondes HyPer ont donné des résultats très hétérogènes, présentés 

dans le premier paragraphe de cette partie (3.3.2.1). Les deux paragraphes suivants présen-

tent donc les améliorations et standardisations successives mises en place dans le but 

d’améliorer la qualité des images obtenues et la reproductibilité des expériences, et qui ont 

abouti au protocole utilisé pour les expériences présentées dans les parties suivantes.  

 

3.3.2.1. Des premiers résultats très hétérogènes 

Les premières expériences de suivi en temps réel du niveau d’oxydation des sondes 

sont réalisées avec un microscope confocal équipé de lasers 405 nm et 488 nm utilisés pour 

exciter respectivement les formes réduite et oxydée de HyPer, et les formes oxydée et réduite 

de Grx-roGFP. Pour ces expériences, des boîtes à fond en verre sont ensemencées avec 5000 

cellules.cm-2 la veille du suivi par microscopie. Après adhésion des cellules, le milieu est rem-

placé par du milieu à 2% de sérum contenant de la doxycycline pour induire la synthèse de 

la sonde et du polypeptide d’intérêt, pour une durée de 24±6 heures. Cette durée avait été 

choisie sur la base du manuel d’utilisation des systèmes Tet, qui indique que le plateau de 

synthèse de la protéine d’intérêt est atteint dès neuf heures, mais nous avons montré par la 

suite que l’expression des sondes au bout de 24 heures d’induction était relativement faible 

dans les modèles que nous avons construits (Figure 51, p. 150), ce qui contribue au faible 

rapport 
signal

bruit
 des images acquises dans ces conditions. Les cellules sont ensuite observées 

en time-lapse, et traitées par 0 ou 75 µM d’H2O2 après quelques minutes d’acquisition. 
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L’H2O2 est dilué au dernier moment à partir d’une solution stock concentrée et on ajoute 

directement 100 µL d’H2O2 dilué sur les 2 mL de milieu de culture. La Figure 56A présente 

de façon schématique l’expérience réalisée, et la Figure 56B présente les courbes de ratio 

obtenues avec la lignée coexprimant HyPer dans le cytoplasme avec PrP en réponse à 0 ou 

75 µM d’H2O2. Chaque courbe correspond aux variations de ratio d’une cellule au cours du 

temps.  

 

Figure 56 : Premières expériences de suivi de la sonde HyPer en réponse à H2O2 

A : Schéma des expériences réalisées. Des boîtes de pétri sont ensemencées avec 5000 cel-

lules.cm-2. Après adhésion des cellules, leur milieu est remplacé par du milieu à 2% de SVF 

contenant la doxycycline. La synthèse de la sonde est ainsi induite pendant 24 heures. Les 

cellules sont observées au microscope confocal. Après deux à cinq minutes d’acquisition, de 

l’H2O2 est ajoutée sur les cellules (100 µL dans les 2 mL de milieu). 

B : Variation du ratio de HyPer dans la lignée de cellules coexprimant HyPer dans le cyto-

plasme avec PrP en réponse à 0 ou 75 µM d’H2O2 dans les conditions résumées en A. 

 

Les courbes de ratio obtenues pour les cellules non traitées (Figure 56B, graphe du 

haut) sont stables ou légèrement croissantes. Cette augmentation du ratio indique une aug-

mentation de la concentration cytoplasmique en H2O2 qui pourrait être due à une légère 

phototoxocité induite par l’excitation par les lasers. Les variations de ratio quantifiées en 

réponse à 75 µM d’H2O2 sont extrêmement hétérogènes et les courbes sont très bruitées 

(courbes du bas) : certaines cellules ont une réponse immédiate à H2O2, caractérisée par une 

augmentation du ratio suivie d’une diminution et, éventuellement, d’une deuxième augmen-

tation, tandis que d’autres cellules ont une réponse très tardive, voire absente, à H2O2.  
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Le fait que les courbes de ratio soient bruitées peut s’expliquer par les intensités de 

fluorescence relativement faibles des cellules, dues d’une part aux faibles puissances laser 

utilisées dans ces expériences pour limiter la phototoxicité et d’autre part au temps d’induc-

tion court devant la cinétique de synthèse de la sonde en réponse à la doxycycline (voir 

Figure 51, p. 150).  

L’hétérogénéité des courbes peut avoir plusieurs causes. D’une part, certaines 

courbes demeurent constantes après l’ajout d’H2O2. Ces courbes pourraient correspondre à 

des cellules qui n’expriment pas la sonde. En effet, des expériences ultérieures ont montré 

que les cellules RK13 n’exprimant pas la sonde présentaient une très forte autofluorescence 

sur des images acquises dans les mêmes conditions que pour les expériences de suivi de 

HyPer, et le taux d’expression de la sonde dans la lignée utilisée n’est pas de 100% (voir 

Figure 47, p.145). Pour pallier ce problème, nous avons modifié les conditions expérimen-

tales de façon à augmenter le rapport 
signal

bruit
 comme décrit dans les paragraphes suivants, de 

façon à ce que l’autofluorescence des cellules soit négligeable devant la fluorescence spéci-

fique de la sonde. D’autre part, même si la culture des cellules dans un milieu pauvre en 

sérum est couramment utilisée dans des expériences visant à étudier l’effet de traitement 

oxydants pour éviter que le traitement n’oxyde les protéines contenues dans le sérum, di-

minuant ainsi son pouvoir oxydant (Banach-latapy et al., 2013; Wang et al., 2004), cette pri-

vation de sérum n’est pas anodine. Dans des neurones granulaires de cervelet primocultivés, 

la diminution de la proportion de sérum dans le milieu de culture conduit à des dysfonc-

tionnement mitochondriaux visibles en 6 à 8 heures, qui aboutissent à un stress oxydant 

conduisant à l’apoptose des cellules en 24 à 48 heures (Atabay et al., 1996). Même en ab-

sence de mort cellulaire détectable, on peut ainsi imaginer que la privation en sérum con-

duise à des dysfonctionnements mitochondriaux dans les cellules RK13, induisant un stress 

oxydant cellulaire chronique qui pourrait altérer les systèmes antioxydants cellulaires et ainsi 

être responsable des réponses aberrantes à H2O2 observées. Le fait que les cellules d’un 

même champ puissent avoir des sensibilités différentes à cette privation en sérum, condui-

sant à une hétérogénéité des réponses des cellules d’un même réplicat, pourrait être dû à 

une densité cellulaire trop importante : nos expériences ultérieures ont en effet montré une 
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homogénéité supérieure avec des densités cellulaires environ 15 fois plus faibles, comme 

discuté dans le paragraphe 3.3.2.3. De plus, le temps de culture en milieu pauvre en sérum 

est variable (18 à 30 heures), ce qui pourrait partiellement expliquer l’hétérogénéité des 

courbes observées entre les différents réplicats. 

 

3.3.2.2. Amélioration du rapport signal/bruit des images 

Pour améliorer le rapport 
signal

bruit
 des images, la synthèse de la sonde a été induite pen-

dant 48 heures au lieu de 24, ce qui permet d’augmenter la quantité de sonde dans chaque 

cellule, et donc le signal. Le microscope confocal a été remplacé par un microscope plein 

champ équipé de DEL permettant d’exciter à 423 et 469 nm les formes réduite et oxydée de 

la sonde. Cela présente plusieurs avantages. D’une part, la sonde réduite est ainsi exitée à 

une longueur d’onde plus proche de son pic d’excitation (420 nm) que lors d’une excitation 

à 405 nm avec un laser, et donc d’augmenter le signal. D’autre part, le fait d’utiliser une 

longueur d’onde plus élevée permet de diminuer la phototoxicité. En outre, l’utilisation d’un 

microscope plein champ permet d’obtenir une image correspondant à la totalité de l’épais-

seur de la cellule plutôt qu’à un plan, ce qui, dans notre cas, est un avantage, puisque cela 

permet d’obtenir un signal moyen sur l’épaisseur de la cellule. De plus, les légères pertes de 

mise au point qui peuvent se produire au cours de l’acquisition sont moins perceptibles avec 

un microscope plein champ qu’avec un microscope confocal. Le temps d’exposition et la 

puissance des DEL sont fixées de façon à obtenir des intensités de fluorescences initiales 

similaires pour les deux canaux et supérieures dans la mesure du possible à 1500 niveaux de 

gris (Mishina et al., 2013a). Avec ces paramètres d’excitation, aucune autofluorescence n’est 

détectable pour les cellules n’exprimant pas les sondes. Les conditions de culture cellulaire 

sont également standardisées par l’homogénéisation des temps d’induction (48±3 heures) 

et le maintien des cellules dans un milieu riche en sérum. Ce nouveau protocole est sché-

matisé par la Figure 57A. La Figure 57B montre des courbes de réponse à H2O2 de la sonde 

HyPer caractéristiques obtenues avec ces nouvelles conditions.  
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Figure 57 : Résultats des optimisations expérimentales visant à améliorer le rapport 

signal/bruit des images 

A : Schéma des expériences réalisées. Des boîtes de pétri sont ensemencées avec 5000 cel-

lules.cm-2. La synthèse de la sonde est induite pendant 48 heures dans du milieu à 10% de 

SVF. Les cellules sont observées avec un microscope plein champ. Après cinq minutes d’ac-

quisition, de l’H2O2 est ajoutée sur les cellules (100 µL dans les 2 mL de milieu). 

B : Variation du ratio de HyPer dans la lignée de cellules coexprimant HyPer dans le cyto-

plasme avec PrP en réponse à 0 ou 75 µM d’H2O2 dans les conditions résumées en A. Un 

panel de courbes représentatives est extrait de l’ensemble des résultats. 

 

Les courbes de réponse à 0 µM d’H2O2 restent constantes : la légère augmentation 

de la concentration cytoplasmique en H2O2 observée pour les expériences en microscopie 

confocale n’est pas retrouvée, ce qui confirme que les nouveaux paramètres d’excitation 

sont moins toxiques pour les cellules. Les courbes de réponse à 75 µM d’H2O2 paraissent 

moins bruitées, et le ratio de la sonde augmente pour toutes les cellules exposées à H2O2, 

même si cette augmentation ne se produit dans certains cas que quelques minutes après 

l’ajout d’H2O2. Toutefois, les réponses des cellules à H2O2 restent très hétérogènes dans ces 

conditions, avec des courbes d’allures différentes : suite à l’ajout d’H2O2, toutes les courbes 

sont dans un premier temps croissantes, avec une pente très élevée, puis décroissantes, avec 

une pente plus faible. Certaines courbes présentent ensuite une deuxième augmentation 

rapide du ratio, suivie ou non d’une diminution, tandis que d’autres courbes restent décrois-

santes pendant la durée de l’observation. Nous avons donc poursuivi nos efforts dans le but 

d’améliorer la reproductibilité de nos expériences.  
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3.3.2.3. Amélioration de la reproductibilité des expériences 

Pour que nos expériences permettent de tirer des conclusions quant à l’effet rédox 

de nos polypeptides d’intérêt, elles doivent être reproductibles. Cette partie présente ainsi 

les améliorations expérimentales nous ayant permis de diminuer drastiquement la variabilité 

des résultats.  

Nous avons réalisé des expériences avec différentes densités cellulaires dans le but 

de sélectionner la densité cellulaire donnant les résultats les plus homogènes. Pour ces nou-

velles expériences, nous avons utilisé les protocoles décrits au paragraphe précédent (3.3.2.2, 

p. 159), mais en diluant davantage l’H2O2 avant le traitement, de façon à ce que le volume 

d’H2O2 ajouté sur les cellules soit de 1 mL, pour 2 mL de milieu de culture (contre 100 µL 

précédemment). Cet ajustement a pour objectif de garantir une diffusion rapide du traite-

ment oxydant dans le milieu de culture, et a permis d’obtenir des augmentations du ratio 

suite au traitement simultanées pour toutes les cellules.  

Ce sont les cellules confluentes (ensemencées à 32000 cellules.cm-2) qui présentent 

les réponses à 75 µM d’H2O2 les plus hétérogènes d’une cellule à l’autre : même si la con-

fluence des cellules rend la quantification des ratios de fluorescence difficile à réaliser de 

manière individuelle, la simple observation des images permet de voir que, sur un même 

champ, certaines cellules répondent fortement au traitement, tandis que d’autres conservent 

un ratio quasiment constant au cours du temps (Figure 58). Pour ces dernières cellules, on 

peut avancer l’hypothèse que la confluence protège les cellules contre le stress oxydant in-

duit par H2O2. Par exemple, dans la lignée Caco-2, l’activité des glutathion réductases et des 

catalases est plus importante quand les cellules sont confluentes (Duthie and Collins, 1997). 

L’hétérogénéité des réponses observées peut être due à l’hétérogénéité de densité cellulaire 

locale : il a été montré avec la lignée de cellules épithéliales de rein de chien MDCK que, 

même dans une population de cellules globalement confluentes, des cellules dont les divi-

sions sont complètement arrêtées par inhibition de contact coexistent avec des cellules mo-

tiles et en division (Puliafito et al., 2012). On peut ainsi supposer que la désynchronisation 

du cycle cellulaire d’une cellule à l’autre soit responsable de la forte hétérogénéité des ré-

ponses à H2O2 observées dans une population de cellules confluentes. 
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Figure 58 : Réponse à 75 µM d’H2O2 de cellules confluentes exprimant la sonde HyPer 

Des cellules coexprimant la sonde HyPer dans le cytoplasme et PrP sont ensemencées à une 

densité de 32000 cellules.cm-2 48h avant les observations. Deux acquisitions simultanées en 

time-lapse sont réalisées avec un microscope plein champ, en excitant les cellules à des 

longueurs d’onde proches des pics d’excitation de la forme oxydée de HyPer (ligne du haut) 

et de sa forme réduite (ligne du milieu). Le ratio des deux acquisitions est calculé et visualisé 

par de fausses couleurs, indiquées par les barres de calibration (à droite), graduées en 

niveaux de gris. Au cours de l’acquisition, les cellules sont traitées par 75 µM d’H2O2. Les 

trois colonnes correspondent aux images obtenues 5 min avant le traitement (colonne de 

gauche), 3 min après le traitement (colonne du milieu) et 60 min après le traitement (colonne 

de droite). 

 

 A l’inverse, ce sont les cellules ensemencées à la densité cellulaire la plus faible (320 

cellules.cm-2) qui présentent des ratios de fluorescence les plus homogènes. Ainsi, les ré-

ponses à H2O2 ont toutes une allure similaire : une augmentation rapide du ratio aussitôt 

après l’ajout, suivie d’une diminution rapide dans un premier temps, puis plus lente (Figure 

59C). De plus, l’augmentation du ratio suite au traitement est quasiment immédiate et si-

multanée pour les cellules, ce qui peut être dû au fait que, pour ces expériences, l’H2O2 a été 

dilué dans un plus grand volume de milieu avant d’être ajouté sur les cellules, assurant une 

homogénéisation plus rapide de l’oxydant dans le milieu de culture (Dickinson et al., 2013). 

Ce type de courbes est retrouvé pour des traitements par 10 et 40 µM d’H2O2 réalisés dans 
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les mêmes conditions. Par comparaison à l’hétérogénéité des résultats obtenus pour les cel-

lules confluentes, la reproductibilité des résultats obtenus avec des cellules ensemencées à 

une très faible densité pourrait être due à un stade de prolifération plus homogène entre 

cellules, mais nous n’avons pas trouvé de données étayant cette hypothèse dans la littéra-

ture. Même si la raison de cette meilleure reproductibilité suite à la diminution de la densité 

cellulaire reste conjecturale, nous avons conservé cette faible densité cellulaire pour les 

autres expériences. 

 

 
Figure 59 : Réponse de la sonde HyPer à H2O2 avec une très faible densité cellulaire 

A : Schéma des expériences réalisées. Des boîtes de pétri sont ensemencées avec 320 cel-

lules.cm-2. Après adhésion des cellules, leur milieu est remplacé par du milieu contenant la 

doxycycline, sans modification de la concentration en sérum. La synthèse de la sonde est 

ainsi induite pendant 48 heures. Les cellules sont observées avec un microscope plein 

champ. Après cinq minutes d’acquisition, de l’H2O2 est ajoutée sur les cellules (1 mL dans les 

2 mL de milieu). 

B : Variation du ratio de HyPer dans la lignée de cellules coexprimant HyPer dans le cyto-

plasme avec PrP en réponse à 0 ou 75 µM d’H2O2 dans les conditions résumées en A. 

 

Des ajustements expérimentaux successifs ont donc permis d’améliorer sensiblement 

la reproductibilité des expériences de suivi du ratio de la sonde HyPer en réponse à H2O2. 

Ces optimisations sont résumées par la Table XVI. Les résultats de suivi des sondes rédox 

présentés dans la suite de ce manuscrit ont tous été obtenus dans les conditions expérimen-

tales ainsi optimisées. 
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Table XVI : Ajustement des paramètres d'acquisition pour minimiser la variabilité 

Sources de variabilité Ajustements 

Conditions de culture cellulaire 

variable d’une boîte à l’autre 

- Culture des cellules uniquement en milieu à 

10% de SVF 

- Standardisation du temps d’induction 

- Faible nombre de passages 

Forte phototoxicité 

Fort bruit électronique avec le mi-

croscope confocal 

- Excitation par des DEL plutôt que des lasers 

- Utilisation d’un microscope plein champ  

Segmentation délicate 
- Très faible densité (≈ 320 cellules.cm-2) 

Stade de croissance de la culture 

Faible intensité de fluorescence 
- Augmentation du temps d’induction 

- Binning additif 2×2 post acquisition 

Mauvaise homogénéisation du 

traitement rédox dans le milieu de 

culture 

- Augmentation du volume total de traite-

ment pour une meilleure homogénéisation 

avec le milieu 

 

 

3.4. Nouveaux outils pour l’analyse d’image et l’analyse statistique des résultats 

obtenus 

 

3.4.1. Vue d’ensemble des outils mis en place 

Les expériences de suivi des sondes par microscopie à fluorescence génèrent un 

grand nombre d’images dont il faut extraire puis analyser des données quantitatives de ma-

nière reproductible. Dans ce but, nous avons automatisé par une macro un protocole d’ana-

lyse d’images adapté d’une méthode publiée par l’équipe des créateurs de la sonde HyPer 

(Mishina et al., 2013b, 2013a), permettant de quantifier les données de ratio à partir des 

images de manière plus rapide, tout en conservant sa reproductibilité. Les données obtenues 

sont fonctionnelles : elles correspondent à des courbes de ratio en fonction du temps. Pour 

pouvoir comparer les groupes de courbes obtenues dans les différentes conditions expéri-

mentales, nous avons fait le choix de décrire chaque courbe grâce à un petit nombre de 

paramètres permettant de rendre compte, soit des points clés de chaque courbe, soit de son 

allure globale. Les médianes des valeurs obtenues pour ces paramètres dans les différentes 

conditions expérimentales peuvent être comparées grâce à l’utilisation d’un test statistique 

approprié. Ces outils, résumés par la Figure 60, sont publiés dans un article reproduit ci-



165 

 

dessous (Lévy et al., 2020), dont les points clés sont ici présentés en français. Les scripts sont 

disponibles en ligne : https://github.com/EliseLevy/PiQSARS. 

 

 

Figure 60 : Développement et implémentations de nouveaux outils 

Les images brutes sont analysées par une procédure en deux étapes, représentée dans le 

rectangle gris. La macro FIJI extrait les données quantitatives des images, tandis que les 

scripts R et MATLAB permettent de réaliser l'analyse statistique des données. 

Adapté de (Lévy et al., 2020) (CC-BY-ND). 

 

Pour valider ces nouvelles méthodes d’analyse, nous nous sommes basés sur une ex-

périence simple : des cellules exprimant la sonde HyPer dans le cytoplasme sont imagées en 

time-lapse, et traitées au bout de 5 minutes d’acquisition par 0, 10, 40 ou 75 µM d’H2O2. Les 

courbes de ratio obtenues sont présentées par la Figure 61. Ces résultats démontrent qu’il 

est possible de suivre grâce à la sonde HyPer les variations de la concentration en H2O2 dans 

le cytoplasme de nos modèles RK13 suite à des traitements par des concentrations modé-

rées en H2O2. 

https://github.com/EliseLevy/PiQSARS
https://creativecommons.org/licenses/by-nc-nd/4.0/deed.fr
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Figure 61: Réponse de la sonde HyPer exprimée dans les cellules RK13 à différentes 

concentrations d'H2O2 

Nous avons fait le choix de décrire les courbes par les paramètres représentés gra-

phiquement par la Figure 62A, qui rendent compte de points précis de chaque courbe, et 

par le score sur le premier mode de variation (ou score sur la première harmonique), qui 

permet de décrire globalement l’allure de la courbe, comme détaillé dans la section Maté-

riels et méthodes. Les paramètres représentés en violet n’ont pas de sens pour les courbes 

de réponse à 0 µM d’H2O2, qui sont plates, tandis que les paramètres en bleu peuvent être 

calculés pour tout type de courbe. 

 

Figure 62 : Présentation des paramètres graphiques utilisés pour décrire les courbes 

A : Représentation graphique des paramètres décrivant des points précis de chaque courbe. 

B : Tableau récapitulatif de l’ensemble des abréviations utilisées pour la Figure A. 

 

L’analyse de chaque paramètre en fonction de la concentration en H2O2 utilisée per-

met de montrer que, pour les cellules traitées par 0 µM d’H2O2, le ratio final, le ratio maximal 

et le score sur le mode de variation principal sont les plus faibles. Pour les cellules traitées 

par 10 µM d’H2O2, on observe que l’augmentation du ratio est plus lente que pour les cellules 

traitées par 40 et 75 µM d’H2O2, avec des valeurs plus élevées pour les différents temps 
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caratéristiques et une pente plus faible au point d’inflexion. Le ratio est également plus faible, 

que ce soit au niveau du point d’inflexion, du maximum, ou de la fin des courbes, et le score 

sur le premier mode de variation est plus faible également que pour les cellules traitées par 

75 µM d’H2O2. Cela montre que les paramètres choisis sont efficaces pour différencier les 

courbes obtenues en fonction du traitement oxydant exogène utilisé. On n’observe globa-

lement pas de différence entre les paramètres calculés pour les cellules exposées à 40 et 75 

µM d’H2O2, ce qui pourrait être dû à une saturation de la sonde HyPer.  

Nos résultats indiquent enfin que les temps d’apparition du point d’inflexion et du 

ratio maximal doivent être considérés avec précaution, car le pas de temps avec lequel les 

acquisitions en time-lapse sont réalisées est relativement élevé (30 secondes) de façon à 

limiter la phototoxicité de l’excitation des cellules, ce qui rend le calcul de ces temps carac-

téristiques imprécis. 

 

3.4.2. Article méthodologique publié dans le journal MethodsX  

 

MethodsX 7 (2020)  101034 

 

 

PiQSARS: A pipeline for quantitative and statistical analyses of ratiometric 

fluorescent biosensors  

Elise Lévy 
a , c, 

 Florence Jaffrézic 
b, 

 Denis Laloëb, 
 Human Rezaei 

a, 
  

Meng-Er Huang 
c, 

 Vincent Béringue 
a, 

 Davy Martin 
a , ∗, Laurence Vernis 

c , ∗ 
a Université Paris-Saclay, UVSQ, INRAE, VIM, 78350 Jouy-en-Josas, France b

 
Université Paris-Saclay, AgroParisTech, 

INRAE, GABI, 78350 Jouy-en-Josas, France  
c Université Paris-Saclay, CNRS, Institut de Chimie des Substances Naturelles, UPR 2301, 91198 Gif-sur-Yvette, France  

 

Abstract 

Genetically encoded ratiometric fluorescent probes are cutting-edge tools in biology. They allow precise and dynamic measurement of various physiological parameters within 

cell compartments. Because data extraction and analysis are time consuming and may lead to inconsistencies between results, we describe here a standardized pipeline for  

• Semi-automated treatment of time-lapse fluorescence microscopy images.  
• Quantification of individual cell signal.  
• Statistical analysis of the data.  

https://doi.org/10.1016/j.mex.2020.101034
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First, a dedicated macro was developed using the FIJI software to reproducibly quantify the fluorescence ratio as a function of time. Raw data are then exported and analyzed 

using R and MATLAB softwares. Calculation and statistical analysis of selected graphic parameters are performed. In addition, a functional principal component analysis 

allows summarizing the dataset. Finally, a principal component analysis is performed to check consistency and final analysis is presented as a visual diagram. The method is 

adapted to any ratiometric fluorescent probe. As an example, the analysis of the cytoplasmic HyPer probe in response to an acute cell treatment with increasing amounts of 

hydrogen peroxide is shown. In conclusion, the pipeline allows to save time and analyze a larger amount of samples while reducing manual interventions and consequently 

increasing the robustness of the analysis.  
© 2020 The Authors. Published by Elsevier B.V.  
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Specifications table  

 
Subject Area  Bioinformatics  
More specific subject area    Quantitative and statistical analyses of data from ratiometric fluorescent biosensors  
Method name  PiQSARS  
Name and reference of original method  Not applicable  
Resource availability  https://fiji.sc/  

https://rstudio.com/  
https://uk.mathworks.com/products/matlab.html  

Macro and scripts are provided as separate documents as supplementary materials  

 

Method details  

 

Introduction and general background information  

Since their discovery, fluorescent probes have been engineered to accurately monitor and quantify in 

real-time an increasing variety of physiological parameters in living cells such as ion concentration vari-

ations [1] , cysteines [2] , pH [3] , enzymatic activity [4] or oxidative stress [5–8] , but also various cellular 

compounds [9–12] . Genetically-encoded fluorescent proteins are of particular interest as they can be ad-

dressed to specific organelles, such as the nucleus or the mitochondria, allowing a subcellular resolution 

[13 , 14] . For some probes, the readout is a simple change in their fluorescence intensity, whereas others 

show a shift in their excitation or emission spectrum. These latter are the most reliable since their spectral 

shift is independent of the illumination intensity, the probe concentration or photobleaching [15–18] . To 

record a cell parameter in real time with these probes, either simultaneous excitation at two different 

wavelengths or simultaneous signal recovery at two emission wavelengths is performed depending if the 

shift deals with the excitation or the emission spectrum. The ratio of both signals is then calculated, which 

is independent of the probe local concentration. These probes are thus called ratiometric.  
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Image acquisition with ratiometric probes generates a tremendous amount of data. Data processing 

and analysis are laborious, yet crucial for a reproducible and efficient exploitation of these biological 

tools. Macros, like FluoQ [19] and softwares, like Friker’s one [18] are available for analysis of multidi-

mensional images. Fricker’s software, for example, enables to quantify ratio data from 4D- images 

(x,y,z,t) with up to 5 fluorescence channels in a single analysis round [18] . However, this software is ra-

ther dedicated to optical sections of entire plants or fungi and does not perform individual cell segmenta-

tion. In the same way, the FluoQ macro allows the rapid processing of large quantities of images, but the 

cells are segmented on a t-projection of the timelapse, which is efficient only for cells with no or little mo-

bility [19] . Consequently, both tools do not allow easy tracking of individual moving mammalian cells 

in culture. To circumvent this drawback, we developed a complementary approach that considers mor-

phological changes and movements of individual cells over time during image acquisition, in response to 

an exogenous stimulus. Derived from Belousov’s methods related to a redox ratiometric probe [20 , 21] , 

we developed an automated FIJI-encoded, user-friendly macro that preprocesses and quantifies data 

from any ratiometric probe. Secondly, we developed a set of tools for statistical analyses of the generated 

data using R software. This method paper describes this pipeline step-by-step, as summarized in Fig. 1 .  

As a proof-of-concept, we used time-lapse data collected from cells treated with varying H 2 O 2 con-

centrations and expressing the ratiometric H 2 O 2 -specific HyPer probe, which is routinely used in our 

laboratory [22, 23] . HyPer is a widely used, genetically encoded fluorescent redox biosensor based  

 

Fig. 1. Schematic diagram of the analysis pipeline. Starting from raw images, a two-step analysis procedure is shown within the gray rectangle. The FIJI macro extracts quantitative data 

from images, while R and MATLAB scripts perform and display data statistical analysis.  

Table I 
Theoretical fluorescence peaks of HyPer and possible experimental setups for fluorescence microscopy acquisition. Theoretical maxima are compiled from our observations and from 

Meyer and Dick [17] .  

  Theoretical maxima  Possible setups  

Excitation  Oxidized probe  500 nm  488 nm laser  
469 nm LED  
511 nm LED  

 Reduced probe  420 nm  405 nm laser 423 

nm LED  

Emission  Oxidized and reduced probe  516 nm  > 500 nm  
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on the Yellow Fluorescent Protein (YFP). It senses H 2 O 2 concentration variations within living cells 

allowing oxidative stress monitoring [24] . Of note, other YFP-derived or GFP-derived probes may also 

be used, such as roGFP2 [17] . The reliability and robustness of our method is discussed.  

Experimental setup  

Cell line and performed experiments  

We stably expressed nucleus-excluded cytoplasmic HyPer under the control of a doxycycline- in-

ducible promoter in rabbit kidney epithelial cells (RK13 cell line [25] ). HyPer fluorescence was moni-

tored for 65 min and 0, 10, 40 or 75 μM H 2 O 2 were added to the cells 5 min after beginning the acquisi-

tion. Each field contained 3 to 6 cells, and each experiment was repeated 3 times. Between 10 and 20 

curves for each H 2 O 2 concentration tested were thus obtained.  

Cell culture  

Before time-lapse acquisitions, cells were plated in glass-bottom dishes using a weakly fluorescent 

red phenol-free culture medium. Cell density must be low (30 0 – 50 0 cells.cm 
- 2 ) for easier single cell 

analysis.  

Cell imaging  

1. Perform acquisition at each excitation peak of your probe of interest. Table 1 provides the theoretical 

values of the excitation wavelengths for HyPer, as well as possible experimental acquisition setups.  

2. Set acquisition parameters so that cells are bright enough to ensure a satisfactory dynamic range with-

out any noticeable phototoxicity. The image dynamic is satisfactory when it reaches at least  

 

Fig. 2. Image formating, macro opening and editing. A: The image is a 2-channel stack containing as many frames as time points (here: 131). B: Screenshot of the menu to open the 

macro. C: Screenshot of FIJI macro editor. The language “IJ1 Macro” has to be selected to edit or run the macro.  

half of the maximum dynamic range ( i.e. 2048 gray levels for a 12-bit image). Dynamic can be im-

proved by post acquisition additive binning using the provided macro (see Step 2: image processing).  

3. With HyPer, perform excitation near 420 nm first for each frame, as this reverses photo-conversion 

that occurs when exciting the probe at 500 nm [20] .  
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4. Acquisition parameters optimization was based on previous work [20] . Initial fluorescence intensities 

in both channels must be similar and the ratio curve of cells exposed to 0 μM H 2 O 2 has to remain flat.  

5. Save or format the acquired image as a 2-channel stack. Channel 1 must correspond to the near- 420-

nm acquisition and channel 2 to the near-500-nm acquisition . ( Fig. 2 A).  

6. For quantification, images must not be compressed and a high dynamic range (at least 12 bits) is pref-

erable. Any image format supported by FIJI is acceptable, such as tiff or czi.  

Required softwares for image quantification and data analysis  

FIJI or ImageJ : Use either ImageJ (imagej.nih.gov/) or FIJI ( https://fiji.sc/ ) to run the macro.  

R and MATLAB: Most of statistical analyses are performed using R (cran.r-project.org) through the 

Rstudio interface ( https://rstudio.com/ ). Parameters calculation is performed using MATLAB 

( https:// uk.mathworks.com/products/matlab.html ), but free analysis softwares like Scilab 

( https://www.scilab.  

org/ ) or spreadsheet programs like LibreOffice Calc can also be used.  

Further details regarding softwares are described in the Materials and Methods section.  

Data extraction from raw acquired images  

We developed a macro, based on the image analysis protocol established by the creators of the HyPer 

probe [20 , 21] . Briefly, the raw 2-channel image is split into two images (STEP 1), which are then pro-

cessed to improve their signal-to-noise ratio as well as dynamic range (STEP 2). The ratio of the two de-

noised images is then calculated. For each single cell, a rectangle containing the cell on each slice is du-

plicated on each image (STEP 3). The cell is then segmented, and both fluorescence intensities are quan-

tified within the cell for each time step, as well as ratio values (STEP 4). The macro eventually exports (i) 

a summary table containing the time values in minutes and the fluorescence intensities for each ana-

lyzed cell and (ii) a report including all the choices made by the user (STEP 5).  

 

Fig. 3. Importing images and choosing the export folder using the macro. Dialog boxes enable the user to choose the folder for saving the control data (A) and to open the raw image (B). 

If the Bio-Format importer is used, there is no need for further action (B). The image is automatically split into two channels, which are renamed “C1.tif” and “C2.tif”. They are dis-

played using the HiLo LUT (C).  

At every step, the macro saves regions of interest (ROIs) and/or intermediates images. These files are 

referred as “control data” in the following text.  
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STEP 0: Macro installation  

1. Download a recent version of FIJI or ImageJ software.  

2. Save the provided macro in the file of your choice.  

3. Open the macro using the Macros → Edit menu and select the IJ1 macro Language ( Fig. 2 B).  

Alternatively, the macro can simply be run using the Macros → Run… menu.  

4. If desired, edit the macro parameters. Then launch it by clicking run ( Fig. 2 C).  

STEP 1: Image import and working folder selection  

1. Click “OK” on the 1 
st dialog box and choose the folder to save the control data (ROIs positions, inter-

mediates images…), later referred as “working folder” ( Fig. 3 A).  

2. Click “OK” on the 2 
nd dialog box and open the image to analyze. If the bioformat importer is used, 

choose “view stack with Hyperstack” and do not tick any box ( Fig. 3 B). The image is automatically 

split by the macro into two channels, which are renamed “C1.tif” and “C2.tif” respectively. Both im-

ages are automatically displayed using the HiLo LUT to easily visualize the zero and saturated pixels 

(colored in blue and red respectively) ( Fig. 3 C).  

STEP 2: Image processing  

Image processing is a crucial step as it improves image quality and signal-to-noise ratio, and makes 

cell segmentation easier.  

1. Observe the images and decide whether or not to use additive binning before clicking “OK” on the di-

alog box ( Fig. 4 A). The analyse → Histogram menu enables to check the dynamic range. Additive bin-

ning increases the signal dynamic range but decreases resolution (Figure S1).  

2. Select the desired image processing options ( Fig. 4 B):  

- Ratio to be calculated: for instance, choose 
C2

C1
 
 for a HyPer-based probe.  

- Post-acquisition additive 2 × 2 binning: useful to improve signal dynamic range for low- fluores-

cence cells with sufficient resolution (Figure S1). If this box is checked, both binned images are 

saved in the working folder as C1_binning.tif and C2_binning.tif.  

- Background subtraction (recommended): subtraction of the mean gray value of a cell- devoid rec-

tangle from the gray value of each pixel (on the binned images, if so) on the corresponding slice. 

Background mean gray values as a function of slice number are saved in the working folder as 

C1_background.csv and C2_background.csv, as well as the images from which the background 

noise has been subtracted (as C1_background_substraction.tif  
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Fig. 4. Image processing options. A: Before clicking OK on the 1 st dialog box, the user is free to check image dynamics and resolution to decide whether using binning or not. B: A 

dialog box enables to choose among several options of image processing. C: To subtract background, the user defines a background-containing rectangle on the channel of his choice. D: 

The quantification will be performed on denoised images. Potentially blurred images are used for cell segmentation. E: The ratio image is calculated as a 32 bit stack from both denoised 

images.  

and C2_background_substraction.tif). The position of the background rectangle is saved as “back-

ground_rectangle.zip”.  

- Median filter: useful to decrease the electronic noise of images acquired with a confocal microscope 

(Figure S2). If the box is checked, please adjust the filter radius (default: 2 pixels). The denoised im-

ages are saved as C1_med.tif and C2_med.tif respectively.  

- Gaussian filter: useful to smooth punctiform signal of mitochondrial probes to facilitate cell seg-

mentation (Figure S2). If this box is checked, please adjust the filter radius (default: 4 pixels). The 

smoothed images are saved in the working folder as C1_gauss.tif and C2_gauss.tif respectively.  

After this step, only denoised images (for quantification) and potentially blurred images (for segmen-

tation) are opened ( Fig. 4 D). The fluorescence ratio of both denoised images is then calculated as a 32-

bit image in order to maximize its dynamic range ( Fig. 4 E). This image is exported in the working 

folder as ratio.tif. 
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Fig. 5. Selection of individual cell-containing regions of interest. A: The user can adjust the contrast and scroll through the frames to count the cells to be analyzed before clicking “OK” 

on this dialog box. B: The user indicates how many cells he wants to analyze (default: 1). C: The user can choose on which channel to draw the ROIs. D: For each cell, the user draws a 

rectangle before clicking “OK” on this dialog box. E: The numbered ROIs are displayed on the active image as overlays. The ROI manager (right) displays the ROI position.  

STEP 3: Creation of regions of interest with a single cell inside  

1. Count the cells to be analyzed and fill the dialog box accordingly ( Fig. 5 A and B).  

2. Choose the channel on which you want to draw the ROI ( Fig. 5 C).  

3. For each cell, draw a rectangular ROI that contains the cell on all frames of the stack ( Fig. 5 D) before 

clicking “OK” on the dialog box ( Fig. 5 E).  

The ROIs are displayed on the image as numbered overlays. Their positions and numbering are saved 

in the working folder as “analyzed_cells.zip”, it enables to check afterwards the numbering of each cell 

Fig. 5 E.  

Each ROI is automatically duplicated on both denoised acquisitions, on both blurred acquisitions and 

on the ratio image.  

STEP 4: Cell segmentation  

Identifying cells as separate objects different from the image background (cell segmentation) is a de-

terminant step for successful further analysis, especially since changes in cells shapes or cells move-

ments may occur during the acquisition.  

Next steps are performed sequentially on each duplicated ROI.  

1. Threshold the 1 
st channel ( i.e. choose a gray value above which the signal is considered as cell and be-

low which it is considered as background) ( Fig. 6 A).  

2. Click “OK” on the dialog box ( Fig. 6 B) to binarize the 1 
st channel ( Fig. 6 C).  

3. Repeat these two steps on the 2 
nd channel ( Fig. 6 D, E, F)  

4. Choose the binary image that will be used for segmentation: it can be either one of the two binary im-

ages or the sum of both. Choose whether you want to analyze edge-touching cells ( Fig. 6G).  
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Fig. 6. Cell segmentation using the macro. Both channels are thresholded (A, B, D, E) and binarized (C, F). Then, according to the user’s choice, cells are detected either on one binary 

image or on the sum of both (G).  

Summing both binary images usually optimizes cell segmentation (Figure S 3A). However, better 

results may be obtained with one of the two binary images only, e.g. if the fluorescence of the probe on a 

whole channel is insufficient to achieve a clear segmentation. It is recommended to exclude edge-touch-

ing cells, to ensure that the whole cell is considered for all measurements. The default parameters for cell 

detection are:  

- Size (μm ²): > 100 μm ².  

- Circularity: 0.00 – 1.00 (1 corresponding to a perfectly circular particle). - No hole inclu-

sion (to exclude the nucleus region).  

Depending on cell size, cell morphology and probe localization, these parameters can be modified in 

the script of the macro before running it (Figure S 3B). We advise to perform segmentation tests by vary-

ing size and circularity parameters to check whether these settings are accurate for a proper segmenta-

tion of the user’s cells.  

At the end of this step, for each cell, both binary images are automatically saved in the working folder 

as i_C1_binary.tif and i_C2_binary.tif, with i being the number of the considered cell. The mask, i.e. the 

binary image corresponding to the segmented cell after size and circularity filtering, is saved as 

“i_mask.tif”, to check cell segmentation if desired.  

STEP 5: Fluorescence intensity quantification  

1. Choose the folder where the quantification results will be saved ( Fig. 7 A).  

2. The macro automatically performs the quantification.  

3. The images are automatically closed.  

4. These results are stored in a 5-column matrix ( Fig. 7 B):  

- Column 1 (entitled “cell_number”): number of the cell  

- Column 2 (entitled “time”): acquisition time extracted from the image metadata  

- Column 3 (entitled “i_C1”): mean fluorescence intensities on the 1 
st channel  

- Column 4 (entitled “i_C2”): mean fluorescence intensities on the 2 
nd channel  

- Column 5 (entitled “ratio”): mean fluorescence intensities on the ratio image  

This stacked data format allows to gather data from time-lapses with different time bases and is ade-

quate for analysis using R software.  



176 

 

5. A report of all image processing and segmentation parameters chosen for each cell is automatically ex-

ported in the result folder ( Fig. 7 C).  

The mean fluorescence intensity quantification is performed as follows (Figure S 3B): each image of 

the mask stack is divided by 255 so that the pixel value within the cell equals 1 ( = 255/255) and back-

ground pixels equal 0 ( = 0/255). Each image of the three stacks to be analyzed is divided by the  

 

Fig. 7. Quantification results. A: A dialog box enables the user to choose the file to save the quantification results. B: The quantification results are a 5-column matrix containing the 

fluorescence intensities of both channels and on ratio image for each frame of each cell (3 rd
 
to 5 th

 
columns). Time values in minutes are extracted from the image metadata (2 nd column). 

C: Report of all image processing and segmentation parameters that have been chosen for each cell.  

corresponding image of the mask stack. This operation does not alter the signal inside the segmented 

cell but assigns “not a number” (NaN) to each background pixel. The mean fluorescence intensity over 

the ROI is calculated for each image of the three stacks. This value corresponds to the mean gray value of 

each image. Data analysis  

STEP 0: R configuration  

1. Download a recent version of R ( www.r-project.org ) and Rstudio ( https://rstudio.com/ ).  

2. Save the provided R script in the folder of your choice.  

3. Open the script using the File → open menu ( Fig. 8 A to C).  

4. Install the required packages: {tidyr} [26] , {xlsx} [27] , {reshape2} [28] , {ggplot2} [29] , {ggpubr} 

[30] , {gridExtra} [31] , {FactoMineR} [32] and {factoextra} [33] . This step can be performed either 

by using the Packages tab ( Fig. 8 D) or the install.packages function. The installed packages will stay 

installed for your next working session using R.  

5. Load the required packages by running the 1st lines of the script ( Fig. 8 C), for example by using the 

Ctrl + Enter shortcut. This step needs to be performed at each new working session.  

http://www.r-project.org/
http://www.r-project.org/
http://www.r-project.org/
http://www.r-project.org/
http://www.r-project.org/
https://rstudio.com/
https://rstudio.com/
https://rstudio.com/
https://rstudio.com/
https://rstudio.com/
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STEP 1: Qualitative variable implementation and data compilation  

Qualitative variables are required for data analysis. They must be implemented in each raw data file 

exported by the macro. Here, we added the following variables: H 2 O 2 concentration, date,  

 

Fig. 8. Opening the script and installing the packages with Rstudio. A: Rstudio interface overview. The left window enables to script directly into the R console. The “environment” tab 

(top right window) gives an overview of all the objects (here, the a, b and c variables). Plots are displayed in the bottom right window. B: The File → Open file menu enables to open any 

R script in a new window above the console. C: Overview of the script window. A single line can be run using the Ctrl + enter shortcut. The script can be run either by clicking on “run” or 

by using the Ctrl + Enter shortcut. D: The “Packages” tab enables to install and load the required packages.  

replicate number, cell passage number, image number, and a unique identifier for each cell ( Table 2 ). 

Some variables like H 2 O 2 concentration are expected to be important parameters for the analysis. Oth-

ers like the replicate number or the cell passage number can be added to examine their potential implica-

tion in the final results. Based on these variables, data can easily be filtered and analyzed accordingly. 

The cell identifier is useful to retrieve the initial image. Then, these completed datasets must be com-

piled together.  

We provide a method to perform these actions using R ( Fig. 9 ).  

1. Open a new R script using the Ctrl + Shift + n shortcut.  

2. Set as working directory the folder where the raw data are saved using the setwd function. 
Table 2  
Meaning of the dataset columns.  
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 Column name  Variable’s signification  

Variables already present in the raw ta-

bles exported by FIJI  
cell_number time  Number of the cell in the image  

Time from the start of acquisition in minutes (extracted from the image 

metadata)  

 i_C1  Mean cell fluorescence intensity on the 1 st channel  

 i_C2  Mean cell fluorescence intensity on the 2 nd channel  

 ratio  Mean cell fluorescence intensity on the ratio image  

Additional qualitative variables  C_H2O2  H 2 O 2 concentration applied on cells (levels: 0, 10, 40 and 75 μM)  
 date  Date of the experiment (yyyymmdd format)  

 replicate  Replicate number: e.g. 2 if the experiment is done for the 2nd time on the 

same day  

 passage  Number of passages after stable transfection (see M&M)  

 induction_time  Probe expression time (from doxycycline addition)  

 image_num  Image number for a given date  

 id_cell  Unique cell identifier, obtained by concatenating the date, the image number 

for a given date and the number of the cell in this image, separated by "_"  

 

Fig. 9. Data completing and compiling prior to statistical analysis. A: Example of R script for raw data importing, completing with qualitative variables and renaming. B: Visualization 

of the 1 st raw data file. C: Visualization of the 1 st data file after qualitative variables implementation. D: Example of R script for data compiling and exporting. E: Visualization of the 

complete dataset.  
setwd(‘‘folder_where_your_data_are_saved’’) # Sets the proper working directory 

3. Import the 1 
st raw data file using the read.table function ( Fig. 9 A and B).  

rawdata < -read.table(‘‘data1.csv’’, sep = ’’,’’) # Imports the dataset and names it rawdata  
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4. Add the 1 
st required qualitative variable as shown on the following example; it adds a column enti-

tled C_H2O2 which is filled of “10”. Quotation marks around “10” allow the software to consider the 

variable “C_H2O2” as a multi-level factor rather than a quantitative variable.  

rawdata [‘‘C_H2O2’’] < - ‘‘10’’ # Adds a full column of ‘‘10’’ entitled C_H2O2 

 

5. Repeat step 4 to add any other desired qualitative variable ( Fig. 9 A).  

6. One of these qualitative variables must be a unique identifier for each cell (Id_cell column, Fig. 9 

C and E). This allows (i) to represent the results as curves using the {ggplot2} package, and (ii) to easily 

retrieve the cell and experiment associated to a particular curve.  

7. Rename this 1 
st completed data frame using the following script line, which creates a new data 

frame called data1 that equals the rawdata data frame ( Fig. 9 A):  

data1 < - rawdata 

 

8. Perform steps 3 to 7 with the other raw data files, renaming each completed data file with a new 

name (for example data2, data3, …, datak).  

9. Compile these completed data files using the rbind function as follows ( Fig. 9 D and E):  

dataset < - rbind (data1, data2, …,datak) 

10. Export the complete dataset in the chosen folder using the write.table function ( Fig. 9 D):  

setwd (‘‘the pathway of the chosen working directory’’) 
write.table (dataset, file = ’’TheNameYouWant.txt’’) 
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Fig. 10. Data visualization and processing. A: Script to plot the ratio curves facetted by H 2 O 2 concentrations applied on cells (0, 10, 40 or 75 μM H 2 O 2 ). B: Script enabling to get the 

same time base for all curves. C: Spread data are exported into an excel file. D: Plot of the raw data ratio curves facetted by H 2 O 2 concentrations. E: Plot of the interpolated data using 

the same settings.  

STEP 2: Data visualization and processing  

Even though the provided script is customized to our dataset, with minor adjustments it enables the 

complete analysis of any dataset.  

1. Go back to the R script.  

2. Load the dataset by running the script lines entitled “raw data loading”.  

3. To visualize data, the provided script ( Fig. 10 A) uses the {ggplot2} package to display the ratio curves 

colored according to the experiment date and replicate. H 2 O 2 addition time is indicated by vertical 

bars. The facet_grid function is used to split the response curves as a function of the 1 
st qualitative var-

iable: H 2 O 2 concentration ( Fig. 10 D). These settings can directly be modified in the script (see 

https://ggplot2.tidyverse.org/ for more details).  

4. If the time base is not the same for all cells, run the part of the script enabling to interpolate your data 

( Fig. 10 B) using the spline function from the {stats} package (R Core Team 2019). The number of 

knots can be set to the number of data points ( = 131 in the provided example).  

5. Check that the interpolation does not noticeably alter the shape of the curves by plotting the interpo-

lated ratio curves ( Fig. 10 E).  

6. Spread this interpolated dataset using the spread function of the {tidyr} package. This step changes the 

dataset from a long table, in which all the cells are one above the other ( Fig. 9 E), to a wide table with 

one cell per column ( Fig. 10 C).  

7. Export the spread dataset as an excel file in the working directory, using the write.xlsx ({xlsx}) func-

tion ( Fig. 10 C).  

STEP 3: Choosing kinetic parameters  

1. Save the provided MATLAB script in the same folder as the excel file generated at previous step.  

2. Open the script in MATLAB.  

3. Adjust the following variables at the beginning of the script ( Fig. 11 A):  

- The imported file name if required  

https://ggplot2.tidyverse.org/
https://ggplot2.tidyverse.org/
https://ggplot2.tidyverse.org/
https://ggplot2.tidyverse.org/
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Fig. 11. Kinetic parameters calculation using the MATLAB script. A: Overview of the beginning of the MATLAB script. Strings preceded by “%” (in green) are comments. The string 

underlined in green has to be the name of the excel file containing your spread data. Numbers framed in red must be adjusted to your own number of time points. Numbers framed in 

purple enable to adjust the smoothing level. B: Parameters calculated using the MATLAB script are exported as an excel spreadsheet with one line per cell. C: Overview of the calcu-

lated parameters for one curve.  

- The number of time points before H 2 O 2 addition  

- The smoothing parameters if required  

Indeed, the curves are smoothed before the kinetic parameters are calculated. In our case, the slope of 

the curve increased sharply upon addition of H 2 O 2 . We therefore chose to smooth separately the 

two parts of each curve (before and after H 2 O 2 addition) to take this into account. For this reason, 

the number of time points before H 2 O 2 addition is required.  

4. Run the script by clicking “run” ( Fig. 11 A).  

The following parameters, summarized in Fig. 11 C, are calculated on smoothed curves:  

- The maximum ratio, rmax  

- The time of the maximum ratio in minutes, tmax  

- The slope at the maximal inflexion point in minutes −
1 , noted infl 
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Fig. 12. Kinetic parameters of ratio curve analysis after cell exposure to 0, 10, 40 and 75 μM H 2 O 2 (Kruskal-Wallis and Mann- Whitney tests).  

- The time of the maximal inflexion point in minutes, tinfl 

- The ratio value at the maximal inflexion point, noted rinfl 

- The lag time, in minutes, noted tlag , is estimated by extending the tangent at tinfl to the initial baseline 

( y = rinit, where rinit is the median ratio before H 2 O 2 addition).  

Except the maximal ratio, these parameters cannot be estimated for flat curves, as observed in ab-

sence of treatment. The tmax, infl, tinfl, rinfl and tlag parameters are calculated for curves whose 

maximum ratio is arbitrarily at least two-fold the initial ratio and reached within 30 min. This filter 

can directly be customized in the script.  

5. The calculated parameters are automatically saved as an excel spreadsheet in the working folder  

( Fig. 11 B).  

6. From the R script, run the script lines entitled “Analysis of the parameters calculated by MATLAB”. 

This part of the script merges the kinetic parameters with the complete dataset and plots each parameter 

as a function of qualitative variable 1 (H 2 O 2 concentration in our example).  

As our samples are small (less than 30 individuals per H 2 O 2 concentration tested), we chose to super-

impose boxplots and dotplots to visualize the parameters as a function of H 2 O 2 concentration. The box-

plots give a simple visualization of the variables by showing median and extreme values. The overlap-

ping dotplots precisely show the data distribution since each cell is shown. The p- values associated with 

the Kruskal-Wallis multiple comparison test are calculated and displayed on each graph using the 

stat_compare_means ({ggpubr}) function. The null hypothesis tested by this nonparametric test is H0 

= ”All H 2 O 2 concentrations give identical results”. We rejected this hypothesis ( i.e. we considered that 

there was at least one significant difference) as soon as the associated p-value was below 0.05. Mann 
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Whitney pairwise comparison tests were also performed to compare H 2 O 2 concentrations two by two. 

The plots are presented in Fig. 12 . We observed that:  

- The maximal ratio is reached later for 10 μM H 2 O 2 than for 40 and 75 μM H 2 O 2 
. 

 

Fig. 13. Final ratios analysis after cells exposure to 0, 10, 40 and 75 μM H 2 O 2 during ≈ 1 h (Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests).  

- The maximal ratio is minimal for cells treated with 0 μM H 2 O 2 . It is lower for 10 μM than for 40 and 75 

μM H 2 O 2 .  

- The inflexion point is reached later for 10 than for 40 and 75 μM H 2 O 2 . Surprisingly, it is reached later 

for 75 than for 40 μM H 2 O 2 (but with a higher p-value).  

- The slope at the inflexion point is lower for 10 μM than for 40 and 75 μM H 2 O 2 .  

- The lag time is longer for 10 than for 40 and 75 μM H 2 O 2 .  

All these observations strongly suggest that the lower the H 2 O 2 concentration, the slower the ratio 

increases and the lower the maximal ratio. These conclusions are valid for low H 2 O 2 concentrations, 

but we do not observe any significant difference between the kinetic parameters of the curves obtained 

with 40 and 75 μM H 2 O 2 .  

Overall, these results highlight that, in our cell model, HyPer ratio increase is lower and slower for cells 

treated with 10 μM H 2 O 2 than for cells treated with 40 and 75 μM. Consistency of these results with 

those presented in the following sections is shown in Table III (see Supplementary).  

STEP 4: End-point ratio analysis  

1. Run the R script section entitled “Analysis of the final median ratios”. The median ratio between 60 

and 65 min is calculated for each curve and this new variable, named r_end, is added to the dataset 

( Fig. 11 C). Final ratios are then plotted as a function of H 2 O 2 concentration ( Fig. 13 ).  

We observed that the final ratio increased with H 2 O 2 concentration, reaching a plateau at 40 μM H 2 

O 2 . Therefore, in our cell model, HyPer ratio returned to its basal state more efficiently for cells treated 
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with 10 μM H 2 O 2 than for cells treated with 40 and 75 μM H 2 O 2 . These results are consistent with re-

sults of step 3 ( Fig. 12 ).  

STEP 5: Assigning a global score to each curve using functional principal components analysis  

In this section, each curve is replaced by a single score using functional Principal Components Analy-

sis (fPCA). This approach enables to preserve almost the entire variability of the initial dataset, allowing 

a fast and accurate comparison of the responses obtained under the different experimental conditions. 

Moreover, in contrast to the previous kinetic parameters, this approach can be used for  

 

Fig. 14. Functional principal components analysis of the dataset. A: Script for the functional data object generation from the spread dataset. Adjust the numbers framed in red according 

to your dataset and desired smoothing level. B: Visualization of the dataset 1 st two principal variation modes. The 1 st harmonic (left) is a pharmacokinetic-type function whose score 

quantifies the amplitude of the variation and the overall height. This is the overwhelming mode of variation in our dataset as it accounts for 99% of its variability. The score on the 

second harmonic (right) indicates whether the curve tends to have a high maximum ratio and a low final ratio. This mode of variation only accounts for 0.4% of the variability in our 

dataset, so we chose to neglect it. C: Curves colorization according to their score on harmonic 1. The lower the score of a curve, the closer its color is to light orange. The higher the score 

of a curve, the closer its color is to dark blue. The higher the score of a curve, the higher it is and the greater its amplitude. D: Curves score on the 1 st harmonic of fPCA after cells expo-

sure to 0, 10, 40 and 75 μM H 2 O 2 (Kruskal-Wallis and Mann-Whitney tests).  

all curves including flat shaped curves. According to fPCA principle, each curve is decomposed into a 

sum of components called harmonics representing their main variation modes.  

1. Go to the R script section entitled “functional PCA”.  

2. Load both the stacked and spread datasets by running the appropriate script lines.  

3. Convert the spread dataset into a functional data object by executing the corresponding section of the 

script ( Fig. 14 A). A spline basis is created, whose parameters need be adjusted: rangeval must be set to 

the time range and nbasis to the number of spline functions of order norder that are summed to fit the 

curves. The higher the values of these two parameters, the lower the smoothing will be ( Fig. 14 A).  

4. Perform the functional PCA and plot the types of variation represented by the 1 
st two harmonics  

( Fig. 14 B).  

The 1 
st harmonic, namely the function type that is able to best describe the set of curves, is a pharma-

cokinetics-like function with a lag time followed by a growing phase and by a slow decrease ( Fig. 14 B, 
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left). This harmonic accounts for 99% of our dataset variability. The 2 
nd harmonic only accounts for 

0.4% of the variability and can thus be neglected ( Fig. 14 B).  

5. Plot all ratio curves colored according to this score ( Fig. 14 C).  

The plot unambiguously shows that the higher the score of a curve on the first harmonic, the higher 

the overall ratio: cells with an overall high cytoplasmic H 2 O 2 concentration have a high score and cells 

with an overall low cytoplasmic H 2 O 2 concentration, e.g. cells treated with 0 μM H 2 O 2 , have a low 

score.  

6. Plot the score on the 1 
st harmonic of fPCA as a function of the qualitative variable of your choice (the H 

2 O 2 concentration in our example) ( Fig. 14 D).  

We noticed that the score increases with H 2 O 2 concentration, except for 40 and 75 μM H 2 O 2 where 

no significant difference is observed. The score on the 1 
st harmonic of the fPCA is thus an excellent way 

to summarize a complex dataset.  

STEP 6: Principal components analysis of all parameters  

To get an overview of the above kinetic parameters and scores, we performed a Principal Compo-

nents Analysis (PCA) on all these variables. PCA is a procedure enabling to simplify a dataset by replac-

ing an important number of variables by a limited number of new variables. These new variables are 

called axes and are computed to account for the variability of the original dataset [34] .  

1. Go to the R script section entitled “PCA with every qualitative parameter”.  

2. The individuals factor maps ( i.e. the projection of each cell in the plane formed by the 1 
st two axes) and 

the correlation circle ( i.e. the projection of the variables in the same plane) are automatically displayed.  

3. The {factoextra} package enables to plot these data in a more esthetic and customizable way. Individ-

uals and variables were colored according to the H 2 O 2 concentration ( Fig. 15 A), and to the quality of 

their representation (cos 
2 ), respectively ( Fig. 15 B). The closer to 1 the cos 

2 value is (green vectors), 

the better the corresponding variable is represented in the plane formed by the 1st two axes of the PCA. 

Variables with a cos 
2 close to 0 (red curves) are poorly represented.  

4. Individuals and variables factor maps can also be superimposed ( Fig. 15 C).  

From these plots, we note that the 1 
st two axes account for 78.39% of the total variability. The projec-

tion of the variables onto the plane formed by these two axes is thus a good image of the complete dataset 

Fig. 15 . Excepting the ratio at the inflexion point, all the variables are well represented on this projection 

( Fig. 15 C). The ratio at the inflexion point is thus set aside in the following interpretations.  

The variable projection highlights two independent (orthogonal) groups of variables being collinear 

to each other ( Fig. 15 D). These sets of variables are complementary:  

- Set 1: kinetics of the ratio increase (blue vectors). The time the inflexion point is reached, the lag 

time, and the time the maximum is reached, are highly correlated. Expectedly, this set of variables is 

highly anticorrelated with the slope at the inflexion point, corresponding to the speed of ratio increase.  
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- Set 2: overall ratio height (purple vectors). The maximal ratio, the final ratio and the score on the 1 
st 

harmonic of the fPCA are highly correlated. This set of variables is not correlated with the one described 

above. Both sets of variables are thus complementary with each other.  

The joint observation of the circle of correlations and the projection of individuals leads to the follow-

ing conclusions ( Fig. 15 D):  

- The cells treated by 0 μM H 2 O 2 are grouped together along the set 1 of variables, because tinfl, tlag, 

tmax and infl were not calculated for these cells. Consistently, they exhibit low overall ratio heights.  

- The cells treated by 10 μM H 2 O 2 on the one hand and by 40 or 75 μM H 2 O 2 on the other hand are well 

discriminated along both sets of variables. Consistently, 10 μM H 2 O 2 -treated cells have both a slower 

(or more delayed) ratio increase and a lower overall ratio than 40 or 75 μM H 2 O 2 -treated cells.  

Overall, these analyses show that the response is faster and higher as the H 2 O 2 concentration in-

creases. Individual cells treated with 0, 10, 40 or 75 μM H 2 O 2 can be efficiently discriminated, using var-

ious statistical parameters as shown in Fig. 15 D. 

 

Fig. 15. PCA on all quantitative variables. A: Individuals projection in the plane formed by the first 2 axes of the PCA with coloration according to the H 2 O 2 concentration. B: Correlation 

circle with vectors coloration according to the quality of representation of variables. The shorter the vector representing a variable and the closer to 0 its cos 2
 
, the less well it is represented. 

Here, all variables are satisfactorily represented except for rinfl. C: Projection of the entire dataset (variables and individuals) in the plane formed by the first two axes of the PCA. 

Individuals are colored according to the H 2 O 2 concentration. The center of gravity of each point cloud is presented as a larger point. Two independent (orthogonal) groups of variables 

collinear to each other were identified. Variables in the set 1 (blue vectors) describe the ratio increase kinetics, while variables in the set 2 (purple vectors) describe the overall ratio height.  

Method validation  
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Related to the widespread utilization of GFP- and YFP-based biosensors in the scientific community, 

methods have been proposed by several authors with the common objective of rendering microscopy 

data analysis less fastidious and time-consuming [18 , 19] . In this study, we describe a procedure, which 

is simple to use, reproducible and robust, to analyze microscopy data obtained from ratiometric biosen-

sors. Considering cell morphology changes during the acquisition time is a major advantage of our pro-

vided macro. Following image acquisition and quantification, we further developed a complete set of 

tools for analysis, including the automatic determination of key “diagnostic” kinetics parameters (repre-

sentative time, slope and ratio values, see STEP3) for appropriate curve mathematical definition. Func-

tional PCA was introduced to simplify each curve by a single score yet retaining variability. This dataset 

can be analyzed using parametric or non-parametric statistical tests, depending on data size and distribu-

tion. Final PCA on all quantitative variables allows a global overview of the conclusions, through a clear 

and visual presentation of the results.  

As previously mentioned, our free method mainly uses open source softwares (FIJI and R) and associ-

ated packages, allowing easy access to all. Although some parameters were calculated using the 

MATLAB software, calculation can be performed using any curve analysis free software like Scilab or 

spreadsheet program like LibreOffice Calc.. Moreover, scripts or macros are easily editable and intelli-

gible thanks to many embedded commentaries. Modifications for particular needs are thus straightfor-

ward.  

Through this presentation, the user is guided step by step. Moreover, since the process is semi- auto-

mated, the user can check and adjust the parameters at key steps, avoiding errors in data processing. In 

contrast, this could not be easily performed when using fully automated methods. Further, checking in-

termediary results or retrieving analysis parameters is made possible thanks to results saving at each step 

of the process.  

To evaluate the performance of our procedure in analyzing data and reaching biological conclusions, 

we used an experimental scenario involving cultured epithelial rabbit kidney RK13 cells expressing the 

ratiometric HyPer probe in the cytoplasm. Cells were treated with increasing H 2 O 2 concentrations (0, 

10, 40 and 75 μM) and time-lapse fluorescence microscopy data were collected. Substantial changes oc-

curred in the measured parameters when increasing the exogenous H 2 O 2 concentration. Statistical sig-

nificance was established for all parameters between 0 and 10 μM, and between 10 and 40 μM H 2 O 2 (data 

are summarized in Table III, see Supplementary), showing an efficient discrimination between cells 

treated with various H 2 O 2 concentrations ranging from 0 to 40 μM by our method. This demonstration 

in a standard experiment involving dose-dependent oxidation of the sensors validates that the set of tools 

is capable of reflecting biological changes, accurately and quantitatively.  

Noticeably, no statistically significant difference was found between 40 and 75 μM H 2 O 2 for most of 

the parameters. It is possible that HyPer fluorescence ratio evolution within this range of H 2 O 2  
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concentrations is not linear anymore, consistently with previous studies that described that probe sig-

nal is linear within the 5–25 μM range in E. coli and eukaryotic cells [24] or within the 0–10 μM range in 

human cells [35] . It is also possible that the actual intracellular H 2 O 2 concentration might not linearly 

correlate with increasing exogenous H 2 O 2 concentration, as intracellular antioxidant proteins such as 

peroxiredoxins and catalases may act to metabolize H 2 O 2 when it is above a certain threshold [36] . It is 

very likely that the absence of statistically significant difference between some of the parameters within 

the 40–75 μM range originates in cell physiology or in sensors oxidation dynamics in vivo .  

One potential discrepancy also appeared. We identified that tinfl was higher for 75 than for 40 μM H 2 

O 2 (otherwise expected to remain equal or to decrease as H 2 O 2 concentration increases), in a statistically 

significant manner (see Fig. 12 ). This discrepancy may very well be due to the parameters calculation im-

precision, as the curves have a step of 0.5 min and the inflection point generally appears a few minutes af-

ter H 2 O 2 addition. Decreasing time between time points during acquisition, if technically feasible, 

should likely resolve this point.  

As a conclusion, we provide here a step-by-step semi-automated method to analyze microscopy data 

obtained from ratiometric biosensors. This method proved to be effective and accurate, and provides ro-

bust statistical analysis. Results are shown as a visual diagram. Its applications to various experimental 

contexts and within different organelles should be helpful to many researchers interested in the utiliza-

tion of ratiometric sensors.  

Construction of the HyPer-expressing cell line  

- Construction of HyPer cyto NES expression vector  

The original pHyPer-cyto vector encoding HyPer was purchased from Evrogen [24] . Nucleus- ex-

cluded HyPer was constructed by amplifying the HyPer sequence using primers 719 and 720 (Table V, 

Supplementary) introducing a Nuclear Export Signal (NES). The PCR product, fusing NES in frame to 

the 
 end of HyPer, was then cloned in pCMV/myc/cyto vector (Life Technologies) at PstI/NotI sites, 

leading to pCMV HyPer cyto NES plasmid. HyPer cyto NES encoding sequence was then amplified by 

PCR using primers HyPer cyto NES for and HyPer cyto NES rev (Table V, Supplementary), and cloned 

at the Sal I/ Nde I sites in the pTRE3G plasmid (Clontech laboratories) for inducible gene expression.  

- Construction and culture of the RK13 HyPer cyto cell line  

We used the rabbit kidney epithelial lineage RK13 [37] . We first established a stable Tet3G expressing 

cell line by transfection with the pTetOn3G vector (Clontech) using Lipofectamine 20 0 0 (Ther-

moFisher) and selection with 500 μg/mL G418 (Sigma-Aldrich). About three million RK13 pTetOn3G 

cells were then stably cotransfected with 2 μg pTRE3G HyPer cyto NES (not encoding any antibiotic re-

sistance) and 100 ng of a selection plasmid encoding puromycin resistance by electroporation using the 

Nucleofector system (Lonza). The transfection was performed in Opti-MEM medium with fetal bovine 
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serum (FBS) (Eurobio) but without antibiotics using the pre-recorded program optimized for MDCK 

cells. After selection of transfected cells with 1 μg.mL −
1 puromycin (Sigma-Aldrich), a clonal cell line 

was isolated from the population by limiting dilution to maximize the level of probe expression as well as 

the proportion of probe-expressing cells. Aliquots of cells were frozen on the first passage after checking 

for the absence of mycoplasma using the MycoAlert mycoplasma detection kit (Lonza).  

The cells were passaged to the fifth once a week in Opti-MEM medium (Gibco) supplemented with 

10% FBS, 100 I.U.mL −
1 penicillin, 100 μg.mL −

1 streptomycin (PS) (Eurobio), 1 μg.mL −
1 puromycin and 

500 μg.mL −
1 G418. Cells were kept at 37 °C under a water-saturated atmosphere containing 5% CO 2 .  

Fluorescence microscopy  

Two days before acquisition, 10 0 0 cells were seeded on the coverslip of a 35 mm glass bottom dish 

(MatTek) in 500 μL OptiMEM supplemented with 10% FBS and PS. Cells were incubated until they ad-

here to the glass (90 min at 37 °C). Then, the medium was replaced by 2 mL FluoroBrite DMEM (Gibco) 

with 10% FBS, 1 I.U..mL −
1 PS, 2 mM l -glutamine, 25 mM HEPES pH 7.3 and 1 μg.mL −

1 doxycycline 

and the cells were incubated for 48 h ± 2 h at 37 °C before microscopy acquisitions.  

Timelapse images were acquired using a Zeiss AxioVert.A1 wide field fluorescence microscope (LD 

Plan-Neofluar 40x magnification/0.6 Korr M27 dry objective) using LED illumination at 423/44 and 

469/38 nm (colibri-7). Images were acquired in 12 bit using an AxioCam MR R3 imaging device (Zeiss). 

Two-channel time-lapse images were acquired by exciting cells sequentially at 423 and at 469 nm. Ac-

quisition at 423 nm was performed first for each frame. For both channels, light emitted between 500 and 

550 nm was collected.  

The parameters used for the acquisitions must be the same for all the experiments compared with each 

other. To set the optimal conditions, the objective is to maximize the signal on both channels while main-

taining a low phototoxicity due to the excitation itself. In particular, it is important to check that the ratio 

remains constant under the chosen acquisition conditions in the absence of exogenous redox treatment. 

The authors also recommend having an initially similar fluorescence intensity on both channels (see [20] 

for further details). The excitation parameters we used are summarized in Table IV (see Supplementary) 

for information purposes. We performed 65-minute acquisitions with 2 images per minute. After 5-min 

acquisition, 1 mL culture medium with a given H 2 O 2 concentration was added to the cells. Culture me-

dium alone was added to the control cells. The .czi stacks we obtained were directly processed and ana-

lyzed using the macro presented in the present paper.  

Softwares used for macro development and subsequent data analysis  

- Macro development  
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We used the FIJI distribution of ImageJ to develop the macro, that can be executed either with the sim-

ple ImageJ or with FIJI. FIJI is an open source project based on the ImageJ software [38–40] . - R, RStu-

dio and associated packages  

R is a powerful language for statistical computing and graphics based on an open source environment 

highly compatible with every operating system [41] . The Rstudio interface was used for programming 

[42] .  

The following packages were used:  

• {tidyr} for data spreading [26]  

• {xlsx} for excel spreadsheet exporting [27]  

• {reshape2} for data melting [28]  

• [43] for functional PCA performing [44]  

• {ggplot2} for esthetic plotting [29]  

• {ggpubr} for p-value associated with nonparametric tests displaying on plots [30]  

• {gridExtra} for graphs faceting [31]  

• {FactoMineR} for PCA performing [32]  

• {factoextra} for PCA results visualization [33]  

- MATLAB  

MATLAB is a particularly suitable language for matrices manipulation. To write the script for pa-

rameters calculation, the MATLAB version 9.5.0.1033004 [45] was used.  
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Figure S 1: Dynamic range and signal-to-noise enhancement using additive binning and back-

ground subtraction. 

A: A theoretical 12-pixel-side raw image is displayed with the grayscale value of each pixel as an 

overlay. 

B: 2×2 additive binning increases its dynamic range despite a loss of resolution. 

C: Background subtraction makes the signal-to-noise ratio tend to infinity for a homogeneous back-

ground. 

These three images are displayed with the same contrast. 

 

 
Figure S 2: Image quality enhancement and facilitation of cell segmentation enabled by 

macro-provided processing 

A: Raw images (left) and binned images (right) are shown with the same contrast. 

B: Histograms of the same image with (red) and without (blue) 2×2 additive binning. Binning ena-

bles to enhance the dynamic range. 
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C: A 2 pixel-radius median filter strongly decreases the salt & pepper noise often associated with 

confocal microscopy acquisitions. 

D: A 8 pixel-radius Gaussian filter efficiently blurs the punctiform signal associated with mitochon-

drial probes and thus facilitates segmentation. 

 

 

Figure S 3: Cell segmentation and intensity quantification using the macro. 

A: Example of cell segmentation using the macro. Here, following H2O2 treatment, the cell is less 

bright on channel 1 (right panel, left image) than on channel 2 (right panel, middle image). The sum 

of both thresholded images (left panel) allows segmenting the cell accurately on all slices of each of 

the two channels and the ratio. 

B: Default parameters, as well as parameters used for size and circularity filtering of particles to an-

alyze, can be customized at the beginning of the script. Comments (in green) indicate the possible 

alternatives. 

C: Principle of mean grey intensity within cell segmentation using the macro: the mask is divided 

by 255 so that the pixels within the cell are 1 and the background pixels are 0 (middle image). Then, 

the image to quantify (left) is divided by this binary image. The background pixels on the resulting 

image (right) are thus “not a number” (NaN). The mean grey value of the latter image is quantified 

by the macro. This step is repeated for both channels and ratio of each cell. 

 

Supplementary tables 

Table S1: Summary table for biological conclusions. Inconsistent conclusions are highlight-

ened. 
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Parameter Condition for parameter 
calculation 

Conclusion  

harmonic_1 none Higher for 40 and 75 µM than for 10 µM H2O2 
Higher for 10 µM than for 0 µM H2O2 

r_end none Higher for 40 and 75 µM than for 10 µM H2O2 
Higher for 10 µM than for 0 µM H2O2 

tmax tmax<30&rmax>2rinit Higher for 10 µM than for 40 and 75 µM H2O2  

rmax none Higher for 40 and 75 µM than for 10 µM H2O2 
Higher for 10 µM than for 0 µM H2O2 

tinfl tmax<30&rmax>2rinit Higher for 10 than for 40 and 75 µM H2O2 
Higher for 75 than for 40 µM H2O2 

infl tmax<30&rmax>2rinit Higher for 40 and 75 µM H2O2 than for 10 µM H2O2 

rinfl tmax<30&rmax>2rinit Higher for 10 than for 40 and 75 µM H2O2 

tlag tmax<30&rmax>2rinit Higher for 10 than for 40 and 75 µM H2O2 

 

Table S2: Excitation parameters overview for time-lapse acquisition 

 Excitation  Emission  Light source intensity Exposure 

Channel 1 423/44 525/25 8% 400 ms 

Channel 2 469/38 525/25 15% 500 ms 

 

Table S3: Sequences of primers used for cloning. Restriction sites are underlined. NES is 

shown in bold italic in Oligo720. 

Primer name Primer sequence 

Oligo719 (PstI) CCCCTGCAGATGGAGATGGCAAGCCAGCAGGGCG 

Oligo720 (NotI) CCCGCGGCCGCTTAGCCCAAGGTCAA-

GCGCTCCAAGGGGGGCAAGCCGCCGCCAAC-

CGCCTGTTTTAAAACTTTATCG 

HyPer cyto NES for 

(SalI) 

5’ CGTAAAAAGTCGACACCATGGAGATGGCAAGC 

HyPer cyto NES rev 

(NdeI) 

5’ GCTTCCCATATGGCCCAAGGTCAAGCG 

 

 

 

 

3.5. Effet rédox de l’expression endogène de PrP et d’A1-40 

Le premier objectif de ce projet de thèse était d’étudier l’effet sur le stress oxydant de 

l’expression endogène des formes physiologiques de PrP et d’A dans nos modèles cellu-

laires. Dans ce but, nous avons suivi grâce aux sondes protéiques exprimées dans le cyto-

plasme la réponse des cellules à différentes concentrations d’H2O2, pour évaluer l’effet de 

l’expression de ces protéines sur la sensibilité des cellules au stress oxydant induit par H2O2.  
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3.5.1. Réponse de la sonde HyPer dans le cytoplasme à H2O2 

 

3.5.1.1. Allure des courbes 

Nous avons suivi grâce à la sonde HyPer les variations de la concentration cytoplas-

mique en H2O2 en réponse à l’ajout au milieu de culture des cellules de 0, 10, 40 et 75 µM 

d’H2O2 pour les trois lignées cellulaires exprimant la sonde seule, la sonde et A1-40, la sonde 

et PrP. Les courbes sont d’allures relativement homogènes, avec une augmentation rapide 

du ratio suite à l’ajout d’H2O2, qui indique une bonne sensibilité des sondes.  

 

 

Figure 63 : Variation de la concentration cytoplasmique en H2O2 après ajout exogène 

d’H2O2 pour des cellules exprimant ou non PrP ou A1-40 

Variation du ratio de HyPer en réponse à 0, 10, 40 ou 75 µM d’H2O2 dans les lignées de 

cellules exprimant HyPer dans le cytoplasme (ligne du haut), HyPer dans le cytoplasme et 

A1-40 (ligne du milieu), HyPer dans le cytoplasme et PrP (ligne du bas). Les courbes sont 

colorées en fonction de la date et du réplicat de chaque expérience. Les barres verticales 

indiquent le temps de l’ajout d’H2O2. 

 

3.5.1.2. ACP de l’ensemble des variables quantitatives 

Différents paramètres sont calculés pour décrire les courbes : le temps du point d’in-

flexion maximal, la pente de la courbe au niveau de ce point d’inflexion, le ratio au point 
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d’inflexion, le temps de latence, le ratio initial, le ratio final, le ratio maximal, le temps d’ap-

parition du ratio maximal et le score sur le premier mode de variation. La Table XVII présente 

les abréviations utilisées dans la suite du manuscrit. Le calcul des paramètres ainsi que le 

principe de l’ACP fonctionnelle et les tests statistiques utilisés sont détaillés dans la section 

Matériels et méthodes (2.9.2, p. 118).  

Table XVII : Paramètres descriptifs des courbes de réponse des sondes à H2O2 

Abréviation Description 

tinfl Temps d’apparition du point d’inflexion maximal 

infl Pente de la courbe au niveau du point d’inflexion 

rinfl Ratio au point d’inflexion 

tlat Temps de latence 

rinit Ratio initial médian (au cours des 5 premières minutes d’acquisition) 

rfin Ratio final médian (au cours des 5 dernières minutes d’acquisition) 

rmax Ratio maximal 

tmax Temps d’apparition du ratio maximal 

harm1 Score sur le premier mode de variation 

 

 Certaines de ces nouvelles variables pourraient être très corrélées entre elles, 

puisqu’elles donnent des informations similaires. Par exemple, tinfl et tlat sont tous deux 

caractéristiques de la cinétique de l’augmentation de la concentration en H2O2 dans les cel-

lules. Regrouper les variables redondantes permettrait alors de simplifier l’analyse du jeu de 

courbes. Dans ce but, une ACP classique (Lê et al., 2008) est réalisée sur l’ensemble des 

variables quantitatives. Cette analyse permet de simplifier le jeu de données en le projetant 

sur un petit nombre d’axes, également appelés dimensions, et ainsi d’en obtenir une vue 

d’ensemble. Chaque dimension est une combinaison linéaire des différentes variables quan-

titatives analysées. Les deux premières dimensions de l’ACP rendent compte de 71% de la 

variabilité totale (Figure 64A), ce qui est suffisant pour visualiser globalement le jeu de don-

nées en deux dimensions (Duby and Robin, 2006). Sur le cercle des corrélations (Figure 64A), 

les variables sont colorées en fonction de la qualité de leur représentation dans le plan formé 

par ces deux dimensions : les variables dont le cos2 est proche de 1 (vecteurs verts) sont bien 

représentées, celles dont le cos2 est proche de 0 (vecteurs rouges) sont mal représentées. 

Ici, toutes les variables sont bien représentées, à l’exception du ratio au point d’inflexion et 
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du temps auquel le ratio maximal est atteint : l’ACP ne permettra donc pas de tirer de con-

clusion au sujet de ces deux dernières variables. 

Parmi les variables bien représentées, deux groupes indépendants de variables forte-

ment corrélées entre elles peuvent être identifiés : un premier groupe comporte le temps de 

latence, le temps du point d’inflexion maximal (fortement corrélés entre eux), et la pente au 

niveau de ce point d’inflexion (fortement anticorrélée aux deux premières variables). Ce 

groupe de variables décrit la vitesse de l’augmentation de la concentration cytoplasmique 

en H2O2 suite au traitement. De façon cohérente, les cellules traitées par 10 µM d’H2O2 se 

situent globalement dans le quart supérieur gauche du graphe, ce qui correspond à un 

temps de latence et à un temps au niveau du point d’inflexion élevés et à une pente faible 

au niveau du point d’inflexion, autrement dit à une augmentation lente de la concentration 

cytoplasmique en H2O2 (Figure 64B). Le deuxième groupe de variables fortement corrélées 

entre elles, orthogonal au premier, comprend le score sur le premier axe de l’ACP fonctio-

nelle, le ratio maximal et le ratio final (Figure 64A). Des valeurs élevées pour ces variables 

correspondent à des cellules dont la concentration cytoplasmique en H2O2 est globalement 

élevée au cours de l’acquisition. Les cellules traitées par 0 µM d’H2O2, pour lesquelles les 

variables du premier groupe n’ont pas pu être calculées, sont, de façon logique, regroupées 

le long de la direction des vecteurs des variables appartenant à ce deuxième groupe, et dans 

le quart inférieur gauche du graphe, ce qui correspond à une concentration faible en H2O2. 

Les cellules traitées par 40 et 75 µM d’H2O2 se situent plutôt dans la partie droite du graphe, 

et présentent donc des concentrations globales en H2O2 relativement élevées et une aug-

mentation rapide de la concentration cytoplasmique en H2O2 suite au traitement (Figure 

64B).  

Si l’on s’intéresse aux centres de gravité des nuages de points correspondant aux 

cellules exprimant la sonde seule (triangle bleu), A1-40 (cercle violet) et PrP (carré vert), on 

peut remarquer que les centres de gravité des cellules exprimant A1-40 et PrP sont très 

proches l’un de l’autre, et plus proches de la partie gauche du graphe que le centre de gravité 

des cellules n’exprimant que la sonde (Figure 64B). Cela suggère que les cellules exprimant 
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A1-40 ou PrP présentent une concentration cytoplasmique en H2O2 globalement moins éle-

vée et dont l’augmentation est plus lente par rapport aux cellules exprimant la sonde seule. 

Cela suggère que l’expression d’A1-40 et PrP atténue l’effet pro-oxydant du traitement par 

H2O2.  

 
Figure 64 : Résultats de l'ACP réalisée sur l'ensemble des variables quantitatives 

A : Cercle des corrélations. Les variables sont colorées en fonction de la qualité de leur re-

présentation dans le plan formé par les deux premiers axes : plus le cos2 d’une variable est 

proche de 1 (vecteurs verts), mieux elle est représentée. Plus son cos2 est proche de 0 (vec-

teurs rouges), moins bien elle est représentée. 

B : Projection de l’ensemble des individus dans le plan formé par les deux premiers axes de 

l’ACP. La forme des points et la couleur de leur contour indiquent le polypeptide exprimé de 

façon endogène. La couleur de remplissage des points indique la concentration en H2O2 

utilisée. Le cercle violet, le carré vert et le triangle bleu de plus grande taille, proches de 

l’origine, présentent les centres de gravités des nuages de points correspondant aux cellules 

exprimant respectivement A1-40, PrP et la sonde seule. 

 

3.5.1.3. Analyse quantitative des paramètres descriptifs 

L’ACP suggère ainsi un effet protecteur de l’expression de PrP et d’A, mais ne permet 

pas de conclure quant à sa significativité. Nous avons donc comparé par des tests statis-

tiques les différents paramètres descriptifs calculés avec et sans expression de PrP et d’A.  

 

3.5.1.3.1. Concentrations initiales en H2O2 

Dans un premier temps, les ratios initiaux, représentatifs de la concentration cytoplas-

mique initiale en H2O2, sont comparés en fonction du polypeptide exprimé de façon endo-

gène : les valeurs de ratio correspondant aux 5 premières minutes de chaque courbe sont 
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extraites et, pour chaque cellule, le ratio initial médian est calculé (Figure 65). Malgré l’effectif 

élevé, on n’observe pas de différence significative entre les ratios initiaux des trois lignées 

cellulaires (Figure 65), ce qui indique que l’expression endogène d’A1-40 et PrP pendant 48 h 

n’a pas d’influence observable sur la concentration cytoplasmique en H2O2 en absence de 

traitement.  

 

 

Figure 65 : Concentration initiale en H2O2 avec et sans expression d’A1-40 et de PrP 

Les ratios médians des cinq premières minutes d’acquisition sont calculés pour chaque cel-

lule.  

 

3.5.1.3.2. Cinétique d’augmentation de la concentration cytoplasmique en H2O2 

Les paramètres permettant de décrire la cinétique de l’augmentation de la concen-

tration cytoplasmique en H2O2 suite au traitement exogène par de l’H2O2 sont calculés et 

comparés avec et sans expression endogène d’A1-40 et PrP : 

- Temps auquel le ratio maximum est atteint 

- Temps d’apparition du point d’inflexion maximal 

- Temps de latence 

- Pente au point d’inflexion. 
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La Figure 66 présente le détail de la comparaison de ces paramètres avec et sans 

expression d’A1-40 et de PrP pour les différentes concentrations en H2O2 testées. Ces para-

mètres n’ont de sens que pour les courbes qui présentent un point d’inflexion, ce qui ex-

plique qu’ils ne soient pas calculés pour les cellules exposées à 0 µM d’H2O2, dont les courbes 

de ratio sont relativement constantes.  

Pour les cellules exprimant A1-40, le temps auquel le ratio maximal est atteint (Figure 

66A), le temps du point d’inflexion maximal (Figure 66B) et le temps de latence (Figure 66C) 

sont plus élevés que pour les cellules n’exprimant que la sonde suite aux traitements par 10 

et 40 µM d’H2O2. Cela indique que l’expression d’A1-40 rend l’augmentation de la concen-

tration cytoplasmique en H2O2 plus tardive suite à ces deux traitements. La pente au point 

d’inflexion est plus faible pour les cellules exprimant A1-40 suite aux traitements par 10 et 

40 µM d’H2O2 (Figure 66D) : l’expression d’A1-40 est donc associée à une augmentation de 

la concentration cytoplasmique en H2O2 plus lente suite aux traitements par 10 et 40 µM 

d’H2O2. 

Pour les cellules exprimant la PrPC, le temps du ratio maximal (Figure 66A) et le temps 

de latence (Figure 66C) sont plus élevés que pour les  cellules n’exprimant que la sonde suite 

au traitement par 10 µM d’H2O2, et le temps du point d’inflexion (Figure 66B) est plus élevé 

suite aux traitements par 10 et 75 µM d’H2O2. Cela indique que l’expression de la PrPC retarde 

l’augmentation de la concentration cytoplasmique en H2O2 suite au traitement par 10 µM 

d’H2O2 : à cette concentration, les conclusions tirées grâce à ces trois temps caractéristiques 

sont en effet cohérentes entre elles. La pente au point d’inflexion est plus faible pour les 

cellules exprimant la PrPC suite au traitement par 10 µM d’H2O2, donc l’expression de la PrPC 

rend également l’augmentation de la concentration cytoplasmique en H2O2 plus lente suite 

à ce traitement. 
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Figure 66 : Paramètres descriptifs de la cinétique de l’augmentation de la concentra-

tion cytoplasmique en H2O2 avec et sans expression d’A1-40 et PrP 

A : Temps auquel le ratio maximal est atteint. 

B : Temps auquel le point d’inflexion maximal est atteint. 

C : Temps de latence. 

D : Pente au niveau du point d’inflexion maximal. 

Les comparaisons en vert correspondent à des différences significatives au seuil de 5% après 

correction de Holm-Bonferroni. 

 

L’expression d’A1-40 et de PrP rend ainsi l’augmentation du ratio à la fois plus tardive 

et plus lente suite au traitement par des concentrations de 10 ou 40 µM d’H2O2 pour A1-40, 

et de 10 µM d’H2O2 pour PrP. Or, l’H2O2 est capable d’induire un stress oxydant cellulaire, 

toxique (Coyle et al., 2006). L’atténuation de l’augmentation de la concentration cytoplas-

mique en H2O2 par l’expression d’A1-40 ou PrP peut donc être interprétée comme un effet 

protecteur de ces polypeptides vis-à-vis du stress oxydant induit par ce traitement.  

 

3.5.1.3.3. Concentration cytoplasmique globale en H2O2 

 Les paramètres permettant de décrire la concentration cytoplasmique en H2O2 en 

certains points clés et de façon globale sont également calculés et comparés entre eux : 
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- Le ratio au point d’inflexion 

- Le ratio maximal 

- Le ratio final 

- Le score sur la première harmonique de l’ACP fonctionnelle (qui représente ici 

98,7% de la variabilité). 

Les comparaisons sont présentées sur la Figure 67. 

L’expression d’A1-40 ne modifie pas le ratio au point d’inflexion (Figure 67A). Par rap-

port aux cellules exprimant la sonde seule, elle est associée à un ratio maximal plus faible 

suite au traitement par 10 µM d’H2O2 (Figure 67B), à un ratio final plus faible suite aux trai-

tements par 0 et 75 d’H2O2 (Figure 67C) et à un score plus faible sur la première harmonique 

de l’ACP fonctionnelle suite au traitement par 40 µM d’H2O2 (Figure 67D). Ces trois derniers 

paramètres suggèrent donc une concentration cytoplasmique en H2O2 plus faible pour les 

cellules exprimant A1-40, mais pas pour les mêmes concentrations d’H2O2 exogènes. On ne 

peut donc pas tirer de conclusion définitive quant à l’effet d’A1-40 sur la concentration cy-

toplasmique globale en H2O2, même si ce peptide semble plutôt associé à une concentration 

cytoplasmique en H2O2 plus faible. 

L’expression de la PrPC est associée à un ratio plus faible au point d’inflexion suite au 

traitement par 10 µM d’H2O2 (Figure 67A), à un ratio maximal plus faible suite aux traite-

ments par 0 et 10 µM d’H2O2 (Figure 67B), à un ratio final plus faible suite au traitement par 

0 µM d’H2O2 (Figure 67C) et à un score sur la première harmonique de l’ACP fonctionnelle 

plus faible suite au traitement par 10 µM d’H2O2. Ainsi, à l’exception du ratio final, tous ces 

paramètres indiquent que l’expression de la PrPC conduit à une concentration cytoplasmique 

en H2O2 significativement plus faible en réponse au traitement par 10 µM d’H2O2. A part le 

score sur la première harmonique de l’ACP fonctionnelle, ils indiquent également une con-

centration en H2O2 plus faible suite au traitement par 0 µM d’H2O2, c’est-à-dire en réponse 

à la seule acquisition. 
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Figure 67 : Paramètres descriptifs de la concentration cytoplasmique en H2O2 suite au 

traitement, en différents points clés et de manière globale 

A : Ratio au niveau du point d’inflexion. 

B : Ratio maximal. 

C : Ratio final médian calculé sur les 5 dernières minutes de l’acquisition. 

D : Score sur la première harmonique de l’ACP fonctionnelle. 

 

 

 L’expression endogène d’A1-40 et de PrPC sont ainsi protectrices vis-à-vis d’un traite-

ment oxydant exogène dans nos modèles cellulaires. L’analyse détaillée des courbes indique 

qu’A1-40 est capable de ralentir et de retarder l’augmentation de la concentration en H2O2, 

mais son effet sur la concentration en H2O2 au niveau des points clés apparaît incertain. La 

PrPC, quant à elle, est à la fois associée à une augmentation de la concentration cytoplas-

mique en H2O2 ralentie et retardée, et à une concentration cytoplasmique en H2O2 plus faible 

suite au traitement pro-oxydant. Cela implique probablement des mécanismes de protection 

différents pour les deux polypeptides. Cet effet protecteur n’est observable que pour des 

concentrations en H2O2 suffisamment faibles : 10 et 40 µM d’H2O2 pour A, et 10 µM d’H2O2 

pour PrP.  Le traitement par 75 µM d’H2O2 pourrait conduire à un stress oxydant trop élevé 

pour être modulable par l’expression de ces polypeptides. Le fait qu’A1-40 soit protecteur 

vis-à-vis de concentrations en H2O2 plus élevées que PrP pourrait être dû, soit à la différence 



204 

 

des mécanismes en jeu, soit à sa concentration molaire plus élevée dans les cellules (Table 

XV, p. 152). 

 

3.5.2. Réponse de la sonde Grx1-roGFP2 dans le cytoplasme à H2O2 

Le suivi de la sonde HyPer met donc en évidence un effet protecteur de l’expression 

endogène de PrPC et d’A1-40 vis-à-vis de traitements exogènes par H2O2, qui se traduit par 

un ralentissement et un retard dans l’augmentation de la concentration cytoplasmique en 

H2O2 suite au traitement, et, concernant PrP, à une atténuation de cette augmentation. 

Comme le glutathion est l’un des antioxydants les plus efficaces et abondants dans les cel-

lules, il est envisageable qu’il soit impliqué dans cet effet antioxydant. 

 

3.5.2.1. Allure des courbes 

Pour analyser le rôle potentiel du glutathion dans l’effet protecteur exercé par PrPC et 

A1-40 vis-à-vis des traitements par certaines concentrations d’H2O2, nous avons suivi les va-

riations du niveau d’oxydation du glutathion cytoplasmique en réponse à des traitements 

par 0, 10, 40 et 75 µM d’H2O2 dans les lignées de cellules exprimant la sonde Grx1-roGFP2 

dans le cytoplasme, avec et sans expression de PrP ou d’A1-40. La Figure 69 présente les 

variations du ratio de la sonde Grx1-roGFP2 cytoplasmique dans les trois lignées cellulaires 

exprimant la sonde seule, la sonde et PrP ou la sonde et A.  

Les courbes sont hétérogènes, tout particulièrement pour la lignée de cellules expri-

mant A1-40 (Figure 69). L’intensité de fluorescence de cette lignée est très faible avec les 

paramètres d’excitation utilisés, tout particulièrement sur le canal correspondant au point 

isobestique de la sonde, ce qui conduit à une plus grande variabilité des résultats et à des 

courbes bruitées, puisque le dénominateur du ratio est proche de 0. 
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Figure 68 : Cinétique de l'oxydation du glutathion cytoplasmique en réponse à diffé-

rentes concentrations d’H2O2 exogène avec et sans expression d’A1-40 et PrP 

Variation du ratio de Grx1-roGFP2 en réponse à 0, 10, 40 ou 75 µM d’H2O2 dans les lignées 

de cellules exprimant Grx1-roGFP2 dans le cytoplasme (ligne du haut), Grx1-roGFP2 dans le 

cytoplasme et A1-40 (ligne du milieu), Grx1-roGFP2 dans le cytoplasme et PrP (ligne du bas). 

Les courbes sont colorées en fonction de la date et du réplicat de chaque expérience. 

Les barres verticales indiquent le temps de l’ajout d’H2O2. 

 

Pour n’analyser que des courbes raisonnablement bruitées et moins hétérogènes, 

nous avons donc fait le choix d’éliminer les points pour lesquels l’intensité de fluorescence 

est trop faible sur le canal correspondant au point isobestique de la sonde (acquisition à 423 

nm). Pour choisir le seuil appliqué, nous nous sommes basés sur le graphe représentant le 

ratio en fonction de l’intensité de fluorescence suite à l’excitation à 423 nm (Figure 69A). Les 

cellules pour lesquelles cette intensité de fluorescence est trop faible ont un ratio extrême-

ment variable. Le seuil de 75 niveaux de gris permet d’éliminer ces données très bruitées, 

tout en conservant un maximum de courbes. La Figure 69B présente les courbes retenues, 
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qui sont relativement homogènes entre elles. L’intensité de fluorescence des cellules coex-

primant Grx1-roGFP2 dans le cytoplasme avec A1-40 étant inférieure au seuil fixé ((Figure 

69A), points orange), ces cellules ont toutes été éliminées de l’analyse : nous ne pourrons 

donc comparer le niveau d’oxydation du glutathion en réponse à H2O2 que pour les cellules 

exprimant la sonde seule et en coexpression avec PrP. Pour ces deux lignées, environ 10% 

des courbes ont été éliminées de l’analyse (21 courbes sur un total de 190). 

 

 
Figure 69 : Elimination des données les plus bruitées de cinétique de l'oxydation du 

glutathion cytoplasmique en réponse à différentes concentrations d’H2O2 

A : Ratio en fonction de l’intensité de fluorescence mesurée sur l’acquisition à 423 nm pour 

chaque point analysé. 

B : Variation du ratio de Grx1-roGFP2 en réponse à 0, 10, 40 ou 75 µM d’H2O2 dans les lignées 

de cellules exprimant Grx1-roGFP2 dans le cytoplasme, seule (ligne du haut) ou en coex-

pression avec PrP (ligne du bas), après élimination des données issues des cellules de faible 

intensité de fluorescence. Les courbes sont colorées en fonction de la date et du réplicat de 

chaque expérience. 

 

Que les cellules expriment ou non PrP, le ratio reste relativement constant en fonction 

du temps pour les cellules exposées à 0 µM d’H2O2 (Figure 69B, première colonne), ce qui 

confirme l’absence de phototoxicité importante de ces conditions d’imagerie. Le glutathion 

s’oxyde rapidement en réponse à 10 µM d’H2O2, ce qui montre une bonne sensibilité de la 

sonde, puis le niveau d’oxydation diminue faiblement avant d’atteindre un plateau (Figure 

69B, deuxième colonne). Pour les cellules traitées par 40 et 75 µM d’H2O2 (Figure 69B, troi-

sième et quatrième colonne), la plupart des courbes ont une allure similaire à celle qui est 

observée pour les réponses à 10 µM d’H2O2, mais avec un ratio maximal qui semble plus 

élevé, et une plus grande amplitude entre le maximum atteint et le plateau final. Quelques 
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cellules présentent une deuxième augmentation du ratio en fin d’acquisition, surtout parmi 

celles qui sont traitées par 75 µM d’H2O2 (Figure 69, deux colonnes de droite). Le phénotype 

des cellules donnant ce type de réponse paraît normal (voir la Figure 70 pour un exemple). 

Environ 15% des courbes présentent ce type de profil. 

 

Figure 70 : Deux réplicats de suivi de la réponse de Grx1-roGFP2 à 75 µM d'H2O2 

A : Aperçu de deux acquisitions réalisées dans les mêmes conditions, avec des cellules coex-

primant Grx1-roGFP2 dans le cytoplasme et PrP, avec ajout de 75 µM d’H2O2 au cours de 

l’acquisition. Chaque ligne correspond à un réplicat. Les images acquises une minute avant 

l’ajout d’H2O2 (première colonne), deux minutes après l’ajout (deuxième colonne), quinze 

minutes après l’ajout (troisième colonne) et une heure après l’ajout (quatrième colonne) sont 

extraites, leur ratio est calculé et visualisé par de fausses couleurs, indiquées par la barre de 

calibration (à droite). 

B : Courbes de ratio moyennes sur les deux champs visualisés à gauche. Le graphe du haut 

correspond au champ 1 et le graphe du bas au champ 2. 

 

3.5.2.2. Analyse quantitative des paramètres descriptifs 

L’objectif de cette section est d’analyser l’influence de l’expression de la PrPC (i) sur le 

niveau d’oxydation basal du glutathion, (ii) sur la cinétique d’oxydation du glutathion en 

réponse à un traitement exogène par H2O2, et (iii) sur le niveau d’oxydation du glutathion, 

global et en différents points clés, suite au traitement par H2O2.  

 

3.5.2.2.1. Niveau d’oxydation initial du glutathion 

La Figure 71 compare les ratios initiaux médians de la sonde, calculés sur les cinq 

premières minutes d’acquisition. Malgré les effectifs élevés, le test de Mann-Whitney n’est 
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pas significatif. Cela indique que l’expression de PrP pendant 48 heures ne modifie pas de 

façon significative le niveau d’oxydation basal du glutathion dans ces cellules. 

 
Figure 71 : Niveau d'oxydation initial du glutathion avec et sans expression de PrP 

Les ratios médians des cinq premières minutes d’acquisition sont calculés pour chaque cel-

lule. Les points sont colorés en fonction de la date et du réplicat de chaque expérience. 

 

3.5.2.2.2. Cinétique de l’oxydation du glutathion 

La Figure 72 présente les paramètres décrivant la cinétique de l’oxydation du gluta-

thion suite à l’ajout exogène d’H2O2 : temps auquel le ratio maximum est atteint, temps 

d’apparition du point d’inflexion maximal, temps de latence et pente au point d’inflexion. 

Ces paramètres ne sont calculés que sur les vingt-cinq premières minutes d’acquisition, de 

façon à ne considérer que la première augmentation du ratio, qui fait suite à l’ajout d’H2O2, 

et pas le deuxième pic qui apparaît pour certaines courbes. Ces paramètres n’ont de plus 

pas de sens pour les courbes plates : nous avons donc conservé pour leur calcul uniquement 

les courbes dont le ratio maximal est supérieur à 1,2 fois le ratio mesuré après 5 min d’ac-

quisition, donc juste avant l’ajout d’H2O2. Ce filtre a conduit à l’élimination de la totalité des 

courbes de réponse à 0 et 10 µM d’H2O2. Pour les courbes de réponse à 40 µM d’H2O2, le 

filtre a éliminé 67% des 21 courbes correspondant aux cellules exprimant la sonde seule, et 
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seulement 33% des 24 courbes correspondant aux cellules exprimant PrP, ce qui correspond 

à 49% du total des courbes. Pour les courbes de réponse à 75 µM d’H2O2, 41% des 17 

courbes correspondant aux cellules exprimant la sonde seule et 18% des 28 courbes corres-

pondant aux cellules exprimant PrP sont considérées comme plates et éliminées, ce qui cor-

respond à 30% du total des courbes. Ainsi, les paramètres calculés avec ces courbes doivent 

être considérés avec précaution, car une part non négligeable de courbes a dû être éliminée 

de l’analyse. Il est néanmoins intéressant de noter que, que ce soit en réponse à 40 ou à 75 

µM d’H2O2, il y a une plus grande proportion de courbes plates ou presque plates pour les 

cellules n’exprimant que la sonde que pour les cellules coexprimant la sonde avec la PrPC : 

cela pourrait suggérer que l’oxydation du glutathion en réponse à H2O2 est plus importante 

en présence de PrPC. 

Malgré le faible effectif, le  point d’inflexion maimal est atteint significativement plus 

vite avec expression de PrP suite à l’exposition à 40 µM d’H2O2 (Figure 72B), et le temps de 

latence est significativement plus faible pour les cellules exprimant PrP suite au traitement 

par 40 et 75 M d’H2O2 (Figure 72C). 

 

Figure 72 : Paramètres descriptifs de la cinétique d'oxydation du glutathion dans la 

réponse précoce à H2O2 

A : Temps auquel le premier ratio maximal est atteint.  

B : Temps auquel le premier point d’inflexion est atteint. 

C : Temps de latence de la réponse à H2O2. 

D : Pente de la courbe de ratio au niveau du premier point d’inflexion. 

Il semble donc que l’expression de la PrPC soit associée à une oxydation plus rapide 

du glutathion en réponse au traitement par 40 µM d’H2O2, et peut-être par 75 µM d’H2O2. 

Le fait que les tests sur le temps du ratio maximal et sur la pente au point d’inflexion ne 

soient pas significatifs pourrait être dû aux effectifs trop faibles.  
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3.5.2.2.3. Proportion globale de glutathion oxydé dans le cytoplasme 

Les paramètres graphiques présentés sur le panel du haut de la Figure 73 décrivent 

ici la proportion de glutathion oxydé en certains points clés et de façon globale : 

- Le ratio au point d’inflexion 

- Le ratio maximal 

- Le ratio final 

- Le score sur la première harmonique de l’ACP fonctionnelle (qui représente ici 

99,9% de la variabilité). 

A l’exception du ratio au point d’inflexion, ces paramètres ont pu être calculés sur 

l’ensemble des courbes correspondant à des cellules suffisamment brillantes : les effectifs 

sont donc plus élevés et les résultats risquent moins d’être biaisés que ceux du paragraphe 

précédent.  

L’expression de la PrPC par les cellules est associée à un ratio plus élevé au point 

d’inflexion suite au traitement par 75 µM d’H2O2 (Figure 73A), à un ratio maximal plus élevé 

suite aux traitements par 0 et 75 µM d’H2O2 (Figure 73B), à un ratio final médian plus élevé 

suite au traitement par 0 µM d’H2O2 (Figure 73C) et à un score sur la première harmonique 

de l’ACP fonctionnelle plus élevé suite aux traitements par 0 et 75 µM d’H2O2.  
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Figure 73 : Paramètres descriptifs de la proportion de glutathion oxydée, en différents 

points et de manière globale, après un traitement par H2O2 

A : Ratio au niveau du premier point d’inflexion. 

B : Ratio maximal au cours de l’acquisition. 

C : Ratio final médian calculé sur les 5 dernières minutes de l’acquisition. 

D : Score sur la première harmonique de l’ACP fonctionnelle. 

 

Il apparaît que la proportion de glutathion oxydé est plus importante pour les cellules 

exprimant la PrPC suite au traitement par 0 et par 75 µM d’H2O2, à la fois au niveau des points 

observés et de manière globale. Pour les cellules traitées par 0 µM d’H2O2, les expériences 

avec la sonde HyPer ont montré que l’expression de PrP limitait la légère augmentation de 

la concentration cytoplasmique en H2O2 due à la légère phototoxicité de l’acquisition. Il est 

possible que cet effet soit dû à l’oxydation plus importante du glutathion mise en évidence 

par ces expériences, qui pourrait être couplée à la réduction de l’H2O2. Cet effet n’est re-

trouvé ni pour les cellules traitées par 10 µM d’H2O2, ni pour les cellules traitées par 40 µM 

d’H2O2. Pour ces dernières, l’oxydation du glutathion en réponse à H2O2 est plus rapide en 

présence de PrPC, mais pas plus importante. Pour les cellules traitées par 75 µM d’H2O2, 

l’oxydation du glutathion en réponse au traitement est plus rapide en présence de PrPC, mais 

également plus importante.  

Globalement, pour les traitements par de faibles concentrations d’H2O2, l’expression 

de la PrP est associée à une augmentation plus lente de la concentration cytoplasmique en 
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H2O2, ce qui peut être interprété comme un effet protecteur de la protéine vis-à-vis du stress 

oxydant. Cet effet est associé à une augmentation plus rapide ou plus forte de la proportion 

de glutathion oxydé dans le cytoplasme. On peut donc penser que la PrPC facilite le couplage 

entre oxydation du glutathion et réduction de l’H2O2 : un rôle des glutathion péroxydases, 

qui catalysent cette réaction, est donc envisageable. 

 

3.5.3. Contrôle de l’absence d’effet rédox de l’expression des sondes 

Comme les sondes peptidiques codées génétiquement sont des couples rédox, il 

n’est pas impossible que leur seule expression ait une influence sur le stress oxydant cellu-

laire, particulièrement pour la sonde Grx1-roGFP2 : en effet, la surexpression de la glutaré-

doxine est capable de protéger différents modèles cellulaires vis-à-vis du stress oxydant, y 

compris induit par A (Akterin et al., 2006; Pham et al., 2015). Comme l’expression des sondes 

par nos modèles cellulaires est hétérogène d’une cellule à l’autre, ce qui se traduit par des 

niveaux de fluorescence variables, nous avons souhaité vérifier que cette variabilité de niveau 

d’expression de la sonde et, le cas échéant, de la surexpression de Grx1, n’était pas corrélée 

à la variabilité observée dans les réponses des cellules à l’H2O2 exogène. Dans ce but, nous 

nous sommes intéressés à la relation entre, d’une part, l’intensité de fluorescence des cellules 

avant tout traitement rédox, qui est associée à la concentration de la sonde (et donc, pour 

les cellules exprimant Grx1-roGFP2, au niveau de surexpression de Grx1), et, d’autre part, le 

score sur la première harmonique de l’ACP fonctionnelle, qui peut être considéré comme 

représentatif du stress oxydant, puisqu’il est associé à la concentration globale en H2O2 pour 

les cellules exprimant HyPer et au niveau global d’oxydation du glutathion pour les cellules 

exprimant Grx1-roGFP2. La Figure 74 présente les résultats obtenus pour les 5 lignées cellu-

laires utilisées, avec les 4 concentrations en H2O2 testées. Globalement, il ne se dégage pas 

de relation entre intensité de fluorescence initiale de chaque cellule et score sur la première 

harmonique de l’ACP fonctionnelle et les p-valeurs associées aux tests de corrélation de 

Spearman sont pour la plupart supérieurs à 5%, ce qui confirme qu’il n’y a pas de corrélation 

significative entre ces deux variables. Ainsi, dans nos expériences, les différences de stress 
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oxydant observées entre les différentes lignées cellulaires ne peuvent pas être imputées à la 

seule différence d’expression des sondes. 

 
Figure 74 : Corrélation entre score sur la première harmonique de l’ACP fonctionnelle 

et intensité de fluorescence 

A : Relation entre l’intensité de fluorescence initiale sur l’acquisition à 469 nm et score sur la 

première harmonique de l’ACP fonctionnelle pour les cellules exprimant HyPer dans le cyto-

plasme avec et sans coexpression avec A1-40 ou PrP. 

B : Relation entre l’intensité de fluorescence initiale sur l’acquisition à 469 nm et le score sur 

la première harmonique de l’ACP fonctionnelle pour les cellules exprimant Grx1-roGFP2 dans 

le cytoplasme, seule ou en coexpression avec PrP. 

R est le coefficient de corrélation des rangs de Spearman et p est la p-valeur associée au test 

d’hypothèse nulle H0 = « R=0 ». 

 

 

3.5.4. Conclusion 

Nos résultats indiquent ainsi que l’expression de la PrP protège les cellules vis-à-vis 

de l’augmentation de la concentration cytoplasmique en H2O2 induite par les traitements 

exogènes par 0 et 10 µM d’H2O2 et est associée à une oxydation du glutathion plus rapide 

suite aux traitements exogènes par 40 et 75 µM d’H2O2, et, plus élevée en réponse à 0 µM 

d’H2O2. On peut donc penser que la PrPC favorise le couplage entre réduction de l’H2O2 et 

oxydation du glutathion, ce qui pourrait indiquer un rôle des glutathion péroxydases. 

L’expression par les cellules d’A1-40 atténue l’augmentation de la concentration cy-

toplasmique en H2O2 suite à des traitements exogènes par 10 et 40 µM d’H2O2. Le fait qu’A 

soit protecteur vis-à-vis de concentrations plus élevées en H2O2 que PrP pourrait indiquer 
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un mécanisme différent : en effet, la glutathion péroxydase est la principale enzyme cataly-

sant la réduction d’H2O2 jusqu’à 10 µM. La réduction des plus grandes quantités d’H2O2 est 

principalement catalysée par la catalase (Makino et al., 1994). 

 

 

3.6. Effet de différents assemblages d’A1-40 et de PrP recombinants sur le stress 

oxydant 

Dans les conditions physiologiques normales, nos travaux indiquent que la PrPC est 

protectrice vis-à-vis d’un oxydant exogène, ce qui est cohérent avec les données de la litté-

rature qui la décrivent comme neuroprotectrice et antioxydante. La littérature montre qu’elle 

joue par ailleurs un rôle de récepteur à différents assemblages de protéines. Dans les con-

ditions physiologiques, elle pourrait avoir une fonction de récepteur au monomère d’A1-40 

(voir partie 3.1, p. 123). Dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, elle joue un rôle dans la 

médiation de la toxicité de certains assemblages, notamment oligomériques, d’A (Salazar 

and Strittmatter, 2017). Elle est essentielle pour la médiation de la toxicité de la PrPSc dans 

le cadre des maladies à prions (Cronier et al., 2012; Evans and Millhauser, 2017) et, dans la 

pathogénèse de ces maladies, elle pourrait favoriser la cytotoxicité de certains assemblages 

subfibrillaires de PrP (Simoneau et al., 2007). Comme le stress oxydant est central dans la 

pathogénèse des maladies neurodégénératives auxquelles ces assemblages sont associés, 

leur cytotoxicité pourrait passer par un stress oxydant, qui pourrait dépendre de l’expression 

de la PrPC. Pour tester cette hypothèse, nous avons comparé la réponse rédox des cellules 

exprimant ou non la PrPC à différents assemblages de protéines se rapprochant d’assem-

blages pathologiques. 

 

3.6.1. Production et caractérisation des assemblages de protéines 

De façon à utiliser des assemblages de PrP et d’A1-40 homogènes et bien caractérisés, 

nous avons utilisé du peptide A1-40 et de la PrP (allèle VRQ) recombinants produits au la-

boratoire. Nous nous sommes intéressés à l’effet sur le stress oxydant du peptide A1-40 sous 

forme de monomère, espèce majoritaire dans les conditions physiologiques, ou de fibres, 
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similaires à celles constituant les plaques séniles observées dans le cerveau de certains pa-

tients atteints de la maladie d’Alzheimer. Nous nous sommes également intéressés à l’effet 

sur le stress oxydant de la protéine prion sous formes monomérique, oligomérique et fibril-

laire. 

La préparation du monomère d’A1-40 recombinant est décrite en détails dans la 

section Matériels et méthodes. Les fibres d’A1-40 sont formées in vitro à partir du même lot 

de peptide recombinant monomérique. Un premier lot de fibres est préparé en présence de 

thioflavine T (ThT). L’augmentation de la fluorescence de la ThT démontre que les 

assemblages obtenus sont des fibres amyloïdes, mais elle empêche leur utilisation directe 

pour les expériences de microscopie. En effet, en présence des fibres amyloïdes, la ThT est 

très fluorescente, avec un maximum d’excitation à 450 nm et un maximum d’émission à 482 

nm (Naiki et al., 1989). Ce signal est donc visible sur le canal 2 de l’acquisition en time-lapse 

(Table X, p. 106), ce qui conduit à un très fort bruit de fond sur ce canal qui fausse la quan-

tification de la fluorescence des sondes. Nous avons donc utilisé des fibres d’A1-40 produites 

sans ThT, dont la formation a été amorcée par une petite quantité de ce premier lot de fibres. 

Les fibres utilisées ont été observées par microscopie à force atomique (Figure 75A). On ne 

détecte ni oligomère ni agrégat amorphe, les assemblages d’A observés sont de longues 

fibres qui semblent pour la plupart formées d’au moins deux protofilaments torsadés (Figure 

75A). Ce type de structure en torsade a été décrit dans la littérature (Figure 14, p. 50), par 

exemple pour des fibres d’A1-42 formées in vitro, que ce soit de novo (Gremer et al., 2017) 

ou à partir d’une amorce de fibres extraites d’un cerveau de patient atteint de la maladie 

d’Alzheimer (Lu et al., 2013).  

De même, les oligomères et les fibres de PrP sont préparés à partir du même lot de 

protéine VRQ monomérique recombinante, dont la préparation est décrite dans la section 

Matériels et méthodes. La simple incubation de la protéine prion recombinante à 55°C 

pendant 6 heures conduit à son agrégation en plusieurs populations d’oligomères, dont les 

plus gros sont purifiés par chromatographie d’exclusion de taille (Figure 32, 115). Ces 

oligomères sont polydisperses et ont des tailles comprises entre 20 et 50 protomères 

(Armiento et al., 2017). Ils sont cytotoxiques sur des neurones primocultivés : une mort 
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cellulaire significative est observée après 72 heures d’exposition à des concentrations de 

2,78 à 5,56 µM équivalent monomère (Simoneau et al., 2007). Des expériences menées au 

laboratoire ne montrent en revanche pas d’infectiosité de ces oligomères chez la souris. Les 

fibres de PrP sont formées in vitro comme décrit dans la section Matériels et méthodes, puis 

caractérisés par microscopie à force atomique. Les assemblages observés sont bien des 

fibres, plus courtes que celles d’A, et semblant s’assembler entre elles par coalescence 

(Figure 75B), probablement en raison de leur concentration élevée. Des travaux en cours 

dans l’équipe montrent que ces fibres sont infectieuses chez des souris transgéniques. 

 

 
Figure 75 : Observation des fibres d'A1-40 et de PrP recombinant par microscopie à 

force atomique (H. Klute) 

A : Observation des fibres d’A1-40 recombinant. 

B : Observation des fibres de PrP recombinante. 

Les fibres sont diluées à une concentration de 0,2 µM équivalent monomère en tampon 

citrate de sodium pH 3,4 puis déposées sur mica. L’échantillon adsorbé est lavé trois fois 

puis sa surface est couverte de tampon puis observée avec un AFM Bruker Nano GmbH (JPK) 

équipé d’un cantilever qPBioAC CB2 en mode quantitative imaging (QI). 
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3.6.2. Présentation des expériences et analyse globale des résultats 

Nous avons suivi la concentration cytoplasmique en H2O2 dans les cellules pendant 3 

heures juste après l’ajout des assemblages, puis pendant 35 min après 24 et 48 heures d’in-

cubation avec les assemblages. Cette concentration en H2O2 a été choisie car l’expression de 

la PrPC exerce un effet protecteur vis-à-vis de ce traitement dans nos modèles cellulaires, il 

est donc intéressant de voir si cet effet protecteur est renforcé ou, au contraire, aboli, par la 

potentielle interaction de la PrPC avec les assemblages. Les assemblages sont utilisés à une 

concentration de 10 µM. C’est la gamme de concentrations à laquelle des effets cytotoxiques 

ou des effets sur l’homéostasie rédox ont pu être mis en évidence in cellulo pour différents 

assemblages d’A (Kontush, 2001) et de PrP (Simoneau et al., 2007). La Figure 76 présente 

de façon schématique les expériences réalisées. Chaque expérience est répliquée trois fois.  

 

Figure 76 : Expériences de suivi de la sonde HyPer en réponse à des assemblages exo-

gènes d’A1-40 et de PrP 

Deux boîtes sont ensemencées avec des cellules de la lignée à analyser : il peut s’agir de 

cellules exprimant HyPer dans le cytoplasme, ou coexprimant HyPer dans le cytoplasme avec 

PrP. L’expression de la sonde et éventuellement de PrP est induite par la doxycycline pendant 

48 heures. Les assemblages d’A1-40 ou de PrP sont ajoutés simultanément sur les deux 

boîtes. Pour l’une des deux boîtes, cet ajout est effectué après 10 minutes d’acquisition en 

microscopie à fluorescence. La fluorescence des sondes suite à l’ajout des assemblages est 

suivie pendant 3 heures. Pour la deuxième boîte, la fluorescence des sondes est suivie pen-

dant 35 min après 23,5 puis 47,5 heures d’exposition aux assemblages (sur deux champs 

différents). A l’issue de cette deuxième acquisition, une acquisition de 65 min est lancée sur 

le même champ, avec ajout de 10 µM d’H2O2 après 5 min d’acquisition. 
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 On obtient ainsi quatre jeux de courbes : un pour chaque temps d’exposition aux 

assemblages. Ces jeux de courbes doivent être analysés séparément. Comme précédem-

ment, chaque courbe est décrite par une ou plusieurs variables quantitatives.  

 

 

Figure 77 : Scores sur la première harmonique de l'ACP fonctionnelle après différents 

temps d'exposition aux assemblages de protéines 

A, B, C : Courbes obtenues 0 à 3 h après exposition aux assemblages (A), 23,5 à 24 h après 

exposition aux assemblages (B) et 47,5 à 48 h d’exposition aux assemblages, colorées en 

fonction de leur score sur le premier mode de variation. 

D, E, F : Comparaisons du score sur le premier mode de variation entre les cellules exposées 

aux assemblages et les cellules exposées au tampon pour les différents temps d’exposition 

(de gauche à droite : 0 à 3 h, 23,5 à 24 h et 47,5 à 48 h). 

G, H, I : Comparaison du score sur le premier mode de variation entre les cellules exprimant 

PrP et les cellules n’exprimant que la sonde suite à l’exposition aux differents assemblages 

pour les trois temps d’exposition (de gauche à droite : 0 à 3 h, 23,5 à 24 h et 47,5 à 48 h). 

Am : monomère d’A1-40 ; tp Am : tampon de reprise du monomère d’A1-40 ; Af : fibres 

d’A1-40 ; tp Af : tampon de reprise des fibres d’A1-40 ; PrPm : monomère de PrP ; PrPf : 

fibres de PrP ; tp PrPm/f : tampon de reprise du monomère et des fibres de PrP ; PrPo : oli-

gomères de PrP ; tp PrPo : tampon de reprise des oligomères de PrP. 
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Concernant les images acquises sans ajout d’H2O2, les courbes ont une allure presque 

linéaire et le calcul des paramètres cinétiques n’est pas possible, mais elles sont quasi-par-

faitement décrites par leur premier mode de variation : chaque courbe est donc résumée par 

son score sur cette harmonique (Figure 77A, B, C). Ce score est ensuite comparé (i) entre les 

cellules exposées à chaque assemblage et au tampon correspondant, que les cellules expri-

ment ou non PrP (Figure 77D, E, F), et (ii) entre les cellules exprimant ou non PrP, pour chacun 

des assemblages testés (Figure 77G, H, I).  

 

Concernant les courbes de réponse à H2O2 après 48 heures d’exposition aux assem-

blages, les paramètres descriptifs sont calculés et analysés. Les valeurs de chaque paramètre 

sont comparées, d’une part entre cellules exposées à l’assemblage de protéines et cellules 

exposées au tampon correspondant (Figure 78), et d’autre part entre cellules exprimant la 

PrPC et cellules n’exprimant que la sonde (Figure 78). 

 

Figure 78 : Paramètres descriptifs des courbes de réponse à H2O2 en fonction de l’ex-

position ou non à des assemblages de protéines 
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A : Temps auquel le ratio maximal est atteint (min). 

B : Temps auquel le point d’inflexion maximal est atteint (min). 

C : Temps de latence (min). 

D : Pente du ratio au niveau du point d’inflexion (min-1). 

E : Ratio au niveau du point d’inflexion (sans dimension). 

F : Ratio initial médian au cours des 5 premières minutes d’acquisition (sans dimension). 

G : Ratio maximal (sans dimension). 

H : Ratio final médian au cours des 5 dernières minutes d’acquisition (sans dimension). 

I : Score sur le premier mode de variation (sans dimension). 

Les p-valeurs en vert et en orange correspondent à des tests significatifs au seuil de 5% 

après correction de Holm-Bonferroni. 

Am : monomère d’A1-40 ; tp Am : tampon de reprise du monomère d’A1-40 ; Af : fibres 

d’A1-40 ; tp Af : tampon de reprise des fibres d’A1-40 ; PrPm : monomère de PrP ; PrPf : 

fibres de PrP ; tp PrPm/f : tampon de reprise du monomère et des fibres de PrP ; PrPo : oli-

gomères de PrP ; tp PrPo : tampon de reprise des oligomères de PrP 

 

 

 
Figure 79 : Paramètres descriptifs des courbes de réponse à H2O2 en fonction de l’ex-

pression de PrP ou non 

A : Temps auquel le ratio maximal est atteint (min). 

B : Temps auquel le point d’inflexion maximal est atteint (min). 

C : Temps de latence (min). 

D : Pente du ratio au niveau du point d’inflexion (min-1). 

E : Ratio au niveau du point d’inflexion (sans dimension). 

F : Ratio initial médian au cours des 5 premières minutes d’acquisition (sans dimension). 

G : Ratio maximal (sans dimension). 
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H : Ratio final médian au cours des 5 dernières minutes d’acquisition (sans dimension). 

I : Score sur la première harmonique de l’AP fonctionnelle (sans dimension). 

Am : monomère d’A1-40 ; tp Am : tampon de reprise du monomère d’A1-40 ; Af : fibres 

d’A1-40 ; tp Af : tampon de reprise des fibres d’A1-40 ; PrPm : monomère de PrP ; PrPf : 

fibres de PrP ; tp PrPm/f : tampon de reprise du monomère et des fibres de PrP ; PrPo : oli-

gomères de PrP ; tp PrPo : tampon de reprise des oligomères de PrP 

 

 

3.6.3. Présentation des résultats assemblage par assemblage 

Pour visualiser plus facilement les résultats obtenus, un bilan est réalisé pour chaque 

assemblage de protéine à partir des trois figures précédentes. Les courbes sont visualisées 

de deux façons : colorées soit en fonction de l’exposition à l’assemblage de protéines ou au 

tampon (Figure 80A), soit en fonction de l’expression ou non de PrP (Figure 80B). Dans les 

deux cas, les p-valeurs associées au test de comparaison des scores sur le premier mode de 

variation sont affichées sur les courbes. Les résultats de comparaison des paramètres ciné-

tiques calculés pour les courbes de réponse à H2O2 sont résumés par un tableau.  

 

Figure 80 : Vue d’ensemble de l’analyse des données de réponse rédox à chaque as-

semblage exogène 

A : Comparaison des courbes obtenues avec exposition à l’assemblage et au tampon des 

cellules exprimant ou non la PrP. 

B : Comparaison des courbes obtenues avec et sans expression de PrP. 
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Les p-valeurs affichées sur les graphes correspondent au test de comparaison entre les 

scores sur la première harmonique. Les p-valeurs affichées en vert correspondent à une p-

valeur plus faible avec exposition à l’assemblage par rapport au tampon après correction de 

Holm-Bonferroni (B) ou avec expression de PrP par rapport à l’expression de la sonde seul 

(C). Les p-valeurs en rouge correspondent à un score significativement plus élevé. 

 

 

3.6.3.1. Monomère d’A1-40 

Le peptide A1-40 monomérique est le plus abondant dans les conditions physiolo-

giques. In vitro, ce peptide est capable d’interagir avec la PrPC et d’initier son oligomérisa-

tion. In vivo, cela pourrait conduire à la clusterisation de la protéine et à l’initiation d’une 

cascade de signalisation (3.1, p. 123). La PrPC a un effet antioxydant rapporté dans la littéra-

ture (Onodera, 2017) et démontré dans nos modèles cellulaires (3.4). Le peptide A1-40 ap-

paraît également protecteur vis-à-vis du stress oxydant dans nos modèles cellulaires sans 

expression de PrP (3.4). Il est intéressant d’analyser le potentiel rôle de la PrPC dans la mé-

diation de ce signal antioxydant induit par le monomère d’A1-40.  

La Figure 81 présente l’ensemble des courbes obtenues. Pour les trois premières 

heures d’exposition des cellules au monomère ou au tampon, l’augmentation de la concen-

tration cytoplasmique en H2O2 due à l’acquisition est atténuée de manière significative pour 

les cellules exposées au monomère d’A1-40 monomérique par rapport aux cellules exposées 

au tampon, et ce, que les cellules expriment ou non la PrPC (Figure 81A, colonnes de gauche). 

Cela indique que, au cours des trois premières heures consécutives à l’ajout d’A1-40 dans le 

milieu cellulaire, ce peptide protège les cellules vis-à-vis du stress oxydant induit par la pho-

totoxicité, et ce, que les cellules expriment ou non la PrP.  

Au bout de 24 heures, il n’y a plus de différence significative entre les cellules expo-

sées au peptide ou au tampon, qu’il y ait ou non expression de PrPC (Figure 81A, deuxième 

colonne). Pour les cellules exposées au tampon, on ne détecte pas d’effet rédox de l’expres-

sion de la PrPC pour ce pas de temps (Figure 81B, deuxième colonne, graphe du haut), mais, 

parmi les cellules exposées au peptide A1-40, celles qui expriment PrP ont un ratio sigifica-

tivement plus élevé. Cela pourrait correspondre à une atténuation de l’effet antioxydant d’A 

monomérique en présence de PrP.  
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Entre 47,5 et 48 heures d’exposition, le peptide A1-40 monomérique est à nouveau 

associé à une concentration cytoplasmique en H2O2 significativement plus faible, avec et 

sans expression de PrPC (Figure 81A, troisième colonne). Que les cellules soient exposées au 

peptide ou au tampon, on observe une concentration cytoplasmique en H2O2 plus élevée 

pour les cellules exprimant la PrPC (Figure 81B, troisième colonne), mais l’amplitude de cette 

différence apparaît plus grande en présence d’A.  

Les expériences de suivi de la réponse cellulaire à 10 µM d’H2O2, qui ont également 

été réalisées après 48 h d’exposition des cellules au peptide monomérique, permettent une 

analyse plus fine (Figure 81, quatrième colonne). L’ensemble des conclusions des comparai-

sons réalisées sur les paramètres cinétiques figure dans la Table XVIII. Concernant les cellules 

n’exprimant pas PrP, l’observation des courbes pourrait indiquer une légère tendance pro-

tectrice de l’exposition au monomère d’A, avec des augmentations de ratio qui pourraient 

paraître globalement plus tardives, mais cet effet n’est pas ou peu significatif (Table XVIII, 

deuxième colonne : seul le ratio initial et le ratio au point d’inflexion sont significativement 

plus faibles pour les cellules exposées au monomère d’A). Concernant les cellules exprimant 

la PrP, le temps du ratio maximum, la pente au point d’inflexion, le ratio final et le score sur 

le premier mode de variation vont dans le sens d’une concentration cytoplasmique en H2O2 

plus élevée pour les cellules exposées à A (Table XVIII, troisième colonne). Il est difficile de 

conclure à une différence significative au niveau de la cinétique de l’augmentation du ratio 

consécutive au traitement, puisque l’exposition au monomère conduit à un maximum atteint 

plus tardivement, mais à une pente plus élevée au niveau du point d’inflexion, et ne modifie 

significativement ni le temps auquel le point d’inflexion est atteint, ni le temps de latence. 

En revanche, le ratio final, le ratio maximal, et le score sur la première harmonique sont plus 

élevés pour les cellules exposées au monomère d’A. La comparaison des cellules exprimant 

ou non PrP indique que, de façon cohérente avec les résultats décrits dans la partie 3.5.1, 

l’expression de PrP exerce un effet protecteur vis-à-vis du traitement par H2O2 des cellules 

exposées au tampon pendant 48 heures, qui se traduit par une pente plus faible au point 

d’inflexion, et par des valeurs plus faibles au niveau du ratio maximal, du ratio au point d’in-

flexion, du ratio final et du score sur le premier mode de variation (Table XVIII, quatrième 
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colonne). Cet effet protecteur est en revanche aboli pour les cellules exposées au monomère 

d’A (Figure 81B, colonne de droite, graphe du bas, et dernière colonne de la Table XVIII).  

 

Figure 81 : Effet du monomère d'A1-40 sur la concentration cytoplasmique en H2O2 

A, C, E : Courbes de ratio obtenues pour les cellules exprimant HyPer seule (ligne du haut) 

ou en coexpression avec PrP (ligne du bas), exposées au monomère d’A1-40 (courbes en 

violet) ou non (courbes en bleu). Comparaison des scores sur le premier mode de variation 

(à droite). 

B, D, F : Courbes de ratio obtenues pour les cellules exposées au tampon (ligne du haut) ou 

au monomère d’A1-40 (ligne du bas), n’exprimant pas PrP (courbes en jaune) ou exprimant 

PrP (courbes en vert). Comparaison des scores sur le premier mode de variation (à droite). 
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Table XVIII : Conclusions de l’analyse de la réponse à H2O2 avec et sans exposition au 

monomère d’A1-40 des cellules exprimant ou non PrP 

Pour les colonnes 2 et 3, les cases en vert et en orange indiquent des effets respectivement 

anti- et pro- oxydants du monomère d’A. Les + et les - indiquent une médiane respective-

ment plus grande et plus petite pour les cellules exposées au monomère d’A. 

Pour les colonnes 4 et 5, les cases en vert et en orange indiquent des effets respectivement 

anti- et pro- oxydants de l’expression de PrP. Les + et les - indiquent une médiane respecti-

vement plus grande et plus petite pour les cellules exprimant la PrPC. 

 
Effet du monomère d’A par rap-

port au tampon 
Effet de l’expression de PrPC 

 Sans PrPC Avec PrPC Tampon A monomère 

tmax ≈ + - ≈ 

tinfl ≈ ≈ ≈ ≈ 

tlat ≈ ≈ ≈ ≈ 

Infl ≈ + - ≈ 

rinit - - ≈ + 

rfin ≈ + - ≈ 

rinfl - ≈ - ≈ 

rmax ≈ + - ≈ 

Score fPCA ≈ + - ≈ 

 

 

Ainsi, le peptide A1-40 monomérique, à une concentration de 10 µM, exerce un effet 

protecteur vis-à-vis du stress oxydant lié à la phototoxicité de l’acquisition entre 0 et 3 heures 

d’exposition au peptide, et cet effet n’est pas dépendant de l’expression de PrP. Au bout de 

48 heures, l’exposition au peptide paraît associée à une concentration cytoplasmique en 

H2O2 plus faible que l’exposition au tampon. La différence entre cellules exposées au peptide 

et au tampon paraît plus importante en absence de PrP, ce qui suggère que la PrP est ca-

pable d’atténuer l’effet antioxydant du monomère d’A. Ainsi, l’effet anti-oxydant observé, 

d’une part avec expression de PrP sans exposition à A, et d’autre part avec exposition à A 

sans expression de PrP, est atténué voire aboli pour les cellules exprimant PrP et exposées à 

A. En présence d’A1-40, la PrP reste toutefois associée à une augmentation plus tardive du 

ratio : ce n’est donc probablement pas au niveau de l’augmentation de la concentration cy-

toplasmique en H2O2 qu’A a un effet rédox, mais plutôt à des temps plus tardifs. Cet effet 

pourrait être dû à une interaction entre PrPC et A1-40. 
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3.6.3.2. Fibres d’A1-40 

Les fibres amyloïdes d’A1-40 et d’A1-42 sont les principaux constituants des plaques 

séniles caractéristiques de la maladie d’Alzheimer. Bien que les espèces décrites comme les 

plus toxiques dans le cadre de la maladie d’Alzheimer soient plutôt oligomériques, une étude 

montre que in vitro, la PrPC est capable d’interagir avec des fibres amyloïdes d’A1-40 et 

d’A1-42. Ces fibres exerceraient une toxicité dépendante de l’expression de la PrPC (Niez-

nanski et al., 2014). Il est donc intéressant de vérifier si, dans nos modèles cellulaires, les 

fibres d’A1-40 sont associées à des perturbations rédox avec et sans expression de PrP. 

Pour les trois premières heures d’exposition, l’effet des fibres d’A1-40 sur la concen-

tration en H2O2 n’est pas significatif malgré une tendance antioxydante, et l’expression de 

PrP n’a pas d’influence non plus sur la réponse cellulaire à la phototoxicité (Figure 82A et B, 

première colonne).   

Entre 23 h 30 et 24 h d’exposition aux fibres, il n’y a toujours pas de différence signi-

ficative entre les niveaux cytoplasmiques d’H2O2 pour les cellules exposées aux fibres et les 

cellules exposées au tampon, qu’il y ait expression de PrPC ou non (Figure 82A, deuxième 

colonne). 

Au bout de 48 heures, la concentration cytoplasmique en H2O2 est plus importante 

avec exposition aux fibres pour les cellules exprimant la PrPC (Figure 82A, troisième colonne, 

graphe du bas) tandis qu’on ne retrouve pas d’effet significatif de l’exposition aux fibres sur 

les cellules n’exprimant pas la PrPC (Figure 82A, troisième colonne, graphe du haut). Cela 

indique un effet pro-oxydant tardif des fibres d’A, qui est dépendant de l’expression de la 

PrPC. D’ailleurs, même si, comme à 23 h 30 d’exposition, l’expression de la PrPC apparaît 

prooxydante pour les cellules exposées aux fibres comme pour les cellules exposées au tam-

pon, l’amplitude de cet effet est plus importante pour les cellules exposées aux fibres (Figure 

82B, troisième colonne).  

Cette conclusion est corroborée par les expériences de suivi de la réponse cellulaire 

à l’ajout d’H2O2 après 48 h d’exposition aux fibres. En effet, pour les cellules n’exprimant pas 

la PrP, il n’y a pas de différence significative de leur réponse à H2O2 avec et sans exposition 
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aux fibres (Figure 82A, quatrième colonne, graphe du haut), comme confirmé par la compa-

raison des paramètres cinétiques (Table XIX, deuxième colonne). En revanche, pour les cel-

lules exprimant PrP, l’exposition aux fibres d’A1-40 conduit à une exacerbation de l’augmen-

tation du ratio de la sonde HyPer en réponse à H2O2 (Figure 82A, quatrième colonne, graphe 

du bas). Cet effet se traduit à la fois au niveau de la cinétique de l’augmentation du ratio 

consécutive au traitement, avec une pente au point d’inflexion plus élevée pour les cellules 

exposées aux fibres, et au niveau du ratio global : les cellules exposées aux fibres ont à la 

fois un ratio initial, un ratio au point d’inflexion, un ratio maximal, un ratio final, et un score 

sur le mode de variation principal plus élevés que les cellules exposées au tampon (Table XIX, 

troisième colonne). La comparaison entre les réponses des cellules qui expriment ou non 

PrP montre que, pour les cellules exposées au tampon, l’expression de PrP est protectrice 

vis-à-vis du traitement par 10 µM d’H2O2 (Figure 82B, quatrième colonne, graphe du haut), 

ce qui se traduit par une pente plus faible au niveau du point d’inflexion et par des valeurs 

plus faibles pour le ratio au point d’inflexion, le ratio final, le ratio maximal, et le score sur le 

premier mode de variations, même si aucun effet n’est observé au niveau des temps carac-

téristiques (Table XIX, quatrième colonne). Cet effet protecteur est aboli par l’exposition aux 

fibres d’A1-40 (Figure 82B, quatrième colonne, graphe du bas, et Table XIX, cinquième co-

lonne). En revanche, pour les cellules exposées aux fibres, l’expression de la PrPC conduit à 

une apparition plus tardive du point d’inflexion maximal et à une augmentation du temps 

de latence (Table XIX, cinquième colonne).  
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Figure 82 : Effet de fibres d'A1-40 sur la concentration cytoplasmique en H2O2 

A : Courbes de ratio obtenues pour les cellules exprimant HyPer seule (ligne du haut) ou en 

coexpression avec PrP (ligne du bas), exposées au monomère d’A1-40 (courbes en violet) ou 

non (courbes en bleu). 

B : Courbes de ratio obtenues pour les cellules exposées au tampon (ligne du haut) ou au 

monomère d’A1-40 (ligne du bas), n’exprimant pas PrP (courbes en jaune) ou exprimant PrP 

(courbes en vert). 



229 

 

Table XIX : Conclusions de l’analyse de la réponse à H2O2 avec et sans exposition aux 

fibres d’A1-40 des cellules exprimant ou non PrP 

Pour les colonnes 2 et 3, les cases en vert et en orange indiquent des effets respectivement 

anti- et pro- oxydants des fibres d’A. Les + et les - indiquent une médiane respectivement 

plus grande et plus petite pour les cellules exposées au monomère d’A. 

Pour les colonnes 4 et 5, les cases en vert et en orange indiquent des effets respectivement 

anti- et pro- oxydants de l’expression de PrP. Les + et les - indiquent une médiane respecti-

vement plus grande et plus petite pour les cellules exprimant la PrPC. 

 
Effet des fibres d’A par rapport au 

tampon 
Effet de l’expression de PrPC 

 Sans PrPC Avec PrPC Tampon A fibres 

tmax ≈ ≈ ≈ ≈ 

tinfl ≈ ≈ ≈ + 

tlat ≈ ≈ ≈ + 

Infl ≈ + - ≈ 

rinit - + ≈ + 

rfin ≈ + - ≈ 

rinfl ≈ + - + 

rmax ≈ + - ≈ 

Score fPCA ≈ + - ≈ 

 

 Les fibres d’A1-40 recombinant conduisent ainsi en 48 heures à une augmentation de 

la concentration cytoplasmique en H2O2 des cellules exprimant la PrP. Cet effet pro-oxydant 

se traduit également par un ratio de la sonde HyPer globalement plus élevé en réponse à 

un traitement exogène par 10 µM d’H2O2. Comme cet effet est dépendant de l’expression 

de la PrP, on peut penser que la PrP médie le signal pro-oxydant des fibres d’A1-40 recom-

binant : cet effet, décrit dans la littérature pour certains oligomères d’A, existerait donc 

aussi pour les fibres amyloïdes. Pour les cellules exposées aux fibres, l’expression de PrP reste 

associée à une augmentation plus tardive de la concentration cytoplasmique en H2O2 suite 

au traitement exogène : l’effet pro-oxydant des fibres d’A sur les cellules exprimant la PrP 

n’affecte donc pas la capacité de la PrP à retarder l’augmentation de la concentration en 

H2O2 dans le cytoplasme suite au traitement, mais se manifeste à des temps plus tardifs. 

 

3.6.3.3. Monomère de PrP 

L’analyse de l’effet rédox de la PrP recombinante monomérique a deux objectifs : (i) 

déterminer si l’effet protecteur de la PrPC vis-à-vis d’un oxydant exogène nécessite que la 
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PrP soit exprimée et maturée par la cellule, et (ii) évaluer si l’effet rédox du peptide A1-40 

monomérique exogène est spécifique d’A ou commun à différents polypeptides recombi-

nants monomériques. 

La Figure 83 présente l’ensemble des courbes obtenues. Entre 0 et 3 heures d’expo-

sition, le monomère de PrP n’a pas d’effet significatif sur la concentration cytoplasmique en 

H2O2 des cellules, qu’elles expriment ou non la PrP de façon endogène (Figure 83A, colonne 

de gauche). Que les cellules soient exposées au tampon ou au monomère de PrP, l’expres-

sion endogène de la PrPC n’a pas non plus l’influence sur leur concentration cytoplasmique 

en H2O2 au cours des trois premières heures après l’ajout (Figure 83B, colonne de gauche). 

Entre 23,5 h et 24 h d’exposition, le monomère de PrP n’a toujours pas d’effet rédox 

significatif sur les cellules exprimant ou non PrPC (Figure 83A, deuxième colonne), et l’ex-

pression endogène de PrP n’a d’effet significatif ni sur la concentration en H2O2 des cellules 

exposées au tampon, ni sur celle des cellules exposées au monomère de PrP (Figure 83B, 

deuxième colonne).  

En revanche, après 47,5 h d’exposition, le monomère de PrP paraît avoir un effet an-

tioxydant qui dépend de l’expression de PrP (Figure 83A, troisième colonne). L’expression 

de PrPC apparaît de plus antioxydante pour les cellules exposées au monomère (Figure 83B, 

troisième colonne, ligne du bas), tandis que cet effet n’est pas retrouvé pour les cellules 

exposées au tampon, pour lesquelles l’expression de PrPC est même associée à une concen-

tration cytoplasmique en H2O2 plus élevée (Figure 83B, troisième colonne, ligne du haut). 

Malgré cet effet potentiellement antioxydant du monomère de PrP exogène pour les 

cellules exprimant PrP après 48 heures d’exposition, on observe que, pour ces cellules, le 

ratio de HyPer en réponse à un traitement par 10 µM d’H2O2 est globalement plus élevé 

pour les cellules exposées au monomère que pour les cellules exposée au tampon, alors que, 

pour les cellules n’exprimant pas la PrP, il n’y a pas de différence significative entre cellules 

exposées au monomère de PrP et cellules exposées au tampon (Figure 83A, colonne de 

droite). Cela se confirme par le fait que, pour les cellules qui n’expriment pas la PrPC, tous les 

paramètres cinétiques sont les mêmes avec exposition à PrP ou au tampon (Table XX, deu-

xième colonne). Pour les cellules exprimant la PrPC, même si le ratio maximal est atteint plus 
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tardivement pour les cellules exposées au monomère de PrP, l’effet du monomère de PrP 

est plutôt pro-oxydant, ce qui se manifeste par une pente au point d’inflexion plus élevée, 

et par des valeurs plus élevées au niveau du ratio final, du ratio maximal, du score sur le 

premier mode de variation (Table XX, colonne 3). Si l’on compare les cellules exprimant ou 

non la PrP, on peut noter que, comme pour le monomère d’A, l’expression de la PrP est 

protectrice vis-à-vis du traitement par 10 µM d’H2O2 des cellules exposées au tampon (Fi-

gure 83B, colonne de droite, graphe du haut, et Table XX, colonne 4), et cet effet protecteur 

de PrP est annulé pour les cellules exposées au monomère de PrP (Figure 83B, colonne de 

droite, graphe du bas, et Table XX, colonne 5). 

 

 

Figure 83 : Effet du monomère de PrP extracellulaire sur la concentration cytoplas-

mique en H2O2 

A : Courbes de ratio obtenues pour les cellules exprimant HyPer seule (ligne du haut) ou en 

coexpression avec PrP (ligne du bas), exposées au monomère de PrP (courbes en violet) ou 

non (courbes en bleu). 

B : Courbes de ratio obtenues pour les cellules exposées au tampon (ligne du haut) ou au 

monomère de PrP (ligne du bas), n’exprimant pas PrP (courbes en jaune) ou exprimant PrP 

(courbes en vert). 
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Table XX : Conclusions de l’analyse de la réponse à H2O2 avec et sans exposition au 

monomère de PrP des cellules exprimant ou non PrP 

Pour les colonnes 2 et 3, les cases en vert et en orange indiquent des effets respectivement 

anti- et pro- oxydants du monomère de PrP. Les + et les - indiquent une médiane respecti-

vement plus grande et plus petite pour les cellules exposées au monomère d’A. 

Pour les colonnes 4 et 5, les cases en vert et en orange indiquent des effets respectivement 

anti- et pro- oxydants de l’expression de PrP. Les + et les - indiquent une médiane respecti-

vement plus grande et plus petite pour les cellules exprimant la PrPC. 
 

 
Effet du monomère de PrP par rap-

port au tampon 
Effet de l’expression de PrPC 

 Sans PrPC Avec PrPC Tampon 
Monomère de 

PrP 

tmax ≈ + - + 

tinfl ≈ ≈ - ≈ 

tlat ≈ ≈ - ≈ 

Infl ≈ + - - 

rinit ≈ ≈ + ≈ 

rfin ≈ + 0,0077 ≈ 

rinfl ≈ ≈ ≈ - 

rmax ≈ + ≈ ≈ 

Score fPCA ≈ + 0,024 ≈ 

 

Ainsi, l’exposition des cellules au monomère de PrP pendant 48 h conduit à une con-

centration cytoplasmique en H2O2 plus faible en absence de traitement, mais plus forte en 

réponse à un traitement exogène par 10 µM d’H2O2. Nos données indiquent que cet effet 

est médié par l’expression endogène de PrPC par les cellules. L’effet pro-oxydant du mono-

mère de PrP exogène sur les cellules exprimant la PrPC se traduit par une abolition de l’effet 

protecteur de la PrPC endogène. Comme pour le monomère et les fibres d’A, cet effet n’est 

pas visible au niveau de l’augmentation de la concentration cytoplasmique en l’H2O2, mais 

se manifeste aux temps plus tardifs. 

 

3.6.3.4. Oligomères de PrP 

Des travaux menés en collaboration avec l’équipe ont démontré un effet cytotoxique 

des oligomères de PrP sur des neurones primocultivés après 72 heures d’exposition. Cet 

effet apparaît à des concentrations en oligomères plus faibles pour les cellules exprimant 

PrP que pour les cellules n’exprimant pas PrP (Simoneau et al., 2007) ; on peut donc supposer 
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que, comme pour A dans le cadre de la maladie d’Alzheimer, l’expression endogène de la 

PrPC puisse partiellement médier la toxicité des oligomères exogènes, qui pourrait poten-

tiellement se manifester par des perturbations de l’homéostasie rédox précédant la mort 

cellulaire. 

La Figure 84 présente l’ensemble des courbes de ratio obtenues. Entre 0 et 3 heures 

d’exposition, les oligomères sont capables d’atténuer l’augmentation de la concentration 

cytoplasmique en H2O2 due à la phototoxicité associée à l’acquisition, et cet effet protecteur 

est conditionné par l’expression de PrPC (Figure 84A, première colonne). L’expression de PrP 

par les cellules n’a en revanche pas d’effet significatif sur l’augmentation du ratio de HyPer 

au cours de ces trois premières heures d’acquisition, que ce soit pour les cellules exposées 

au tampon ou pour les cellules exposées aux oligomères (Figure 84B, première colonne).  

En revanche, entre 23,5 et 24 heures d’exposition, les oligomères de PrP sont associés 

à une concentration cytoplasmique en H2O2 significativement supérieure pour les cellules 

exprimant la PrP (Figure 84A, deuxième colonne, graphe du bas), et cet effet n’est pas re-

trouvé pour les cellules n’exprimant que la sonde (Figure 84A, deuxième colonne, graphe du 

haut). Ce résultat indique que dans nos modèles cellulaires, au bout de 24 heures d’exposi-

tion, les oligomères ont un effet pro-oxydant médié par la PrPC. En effet, pour les cellules 

exposées à ces oligomères, l’expression de la PrPC par les cellules est associée à une con-

centration cytoplasmique en H2O2 significativement plus élevée (Figure 84B, deuxième co-

lonne, graphe du bas). 

Entre 47,5 et 48 h d’exposition aux oligomères, il n’y a plus de différence significative 

au niveau de la concentration cytoplasmique en H2O2 entre les cellules exposées aux oligo-

mères et les cellules exposées au tampon, qu’il y ait ou non expression endogène de PrPC 

(Figure 84A, troisième colonne). L’expression de la PrPC n’a pas non plus d’influence signifi-

cative sur la concentration cytoplasmique en H2O2 des cellules exposées au tampon comme 

aux oligomères (Figure 84B, troisième colonne). Cela pourrait être interprété comme un re-

tour à l’homéostasie rédox des cellules exprimant la PrPC : le stress oxydant visible au bout 

de 24 h serait alors transitoire dans nos conditions.  
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Cependant, même si l’augmentation de la concentration cytoplasmique en H2O2 des 

cellules exprimant PrP au bout de 24 heures d’exposition aux oligomères a manifestement 

pu être résorbée par les systèmes antioxydants des cellules 24 heures plus tard, ces cellules 

pourraient être plus sensibles à un oxydant exogène. En effet, après 48 heures d’exposition, 

l’exposition aux oligomères conduit à une augmentation plus forte du ratio de la sonde Hy-

Per suite à un traitement par 10 µM d’H2O2 pour les cellules exprimant la PrPC par rapport 

aux cellules qui n’expriment que la sonde (Figure 84A, quatrième colonne, graphe du bas). 

Pour les cellules exprimant la PrP, le point d’inflexion est atteint plus rapidement, le temps 

de latence est plus faible et la pente au point d’inflexion est plus élevée suite à l’exposition 

aux oligomères, ce qui traduit une augmentation plus rapide de la concentration en H2O2. 

La concentration cytoplasmique en H2O2 apparaît également plus élevée pour ces cellules, 

avec des valeurs de ratio maximal, de ratio final, et de score sur l’harmonique 1 supérieures 

(Table XXI, troisième colonne). Pour les cellules n’exprimant pas la PrPC, les courbes suggè-

rent que la réponse à H2O2 est plus variable pour les cellules exposées aux oligomères (Fi-

gure 84A, quatrième colonne ligne du haut) : on observe en effet à la fois des courbes pour 

lesquelles le ratio augmente très rapidement en réponse à H2O2, et dont le ratio reste très 

élevé, voire augmente à nouveau dans un second temps au cours de l’acquisition, et des 

courbes qui demeurent quasiment constantes suite au traitement. L’effet des oligomères 

paraît donc variable sur les cellules n’exprimant pas la PrPC : pro-oxydant pour certaines 

cellules et anti-oxydant pour d’autres. Sans doute à cause de cette variabilité, l’analyse de 

l’ensemble des courbes ne met en évidence aucun effet de l’exposition aux oligomères de 

PrP sur la cinétique de réponse à H2O2 (Table XXI, deuxième colonne). La comparaison des 

réponses à H2O2 avec et sans expression de PrP confirme l’effet pro-oxydant médié par PrP 

des oligomères de PrP. En effet, pour les cellules exposées au tampon, l’expression de PrPC 

par les cellules est protectrice vis-à-vis du traitement par 10 µM d’H2O2 (Figure 84B, qua-

trième colonne, graphe du haut). Cet effet protecteur se traduit par une pente plus faible au 

niveau du point d’inflexion ainsi que par des valeurs plus faibles pour le ratio final, le ratio 

maximal, et le score sur le premier mode de variation (Table XXI). Cet effet protecteur de 

l’expression de la PrPC est annulé par l’exposition des cellules aux oligomères (Figure 84B, 
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dernière colonne, courbes du bas), mis à part au niveau du ratio final, qui demeure plus 

faible avec expression de PrP (Table XIX, dernière colonne). Cet effet apparent de l’expression 

de PrP sur le ratio final pour les cellules exposées aux oligomères pourraît être dû aux 

quelques courbes issues des cellules exprimant la sonde seule dont le ratio continue à aug-

menter après le premier pic : les courbes associées aux cellules exprimant la PrPC sont plus 

homogènes. 

 

 

Figure 84 : Effet des oligomères de PrP sur la concentration cytoplasmique en H2O2 

A : Courbes de ratio obtenues pour les cellules exprimant HyPer seule (ligne du haut) ou en 

coexpression avec PrP (ligne du bas), exposées aux oligomères (courbes en violet) ou non 

(courbes en bleu). 

B : Courbes de ratio obtenues pour les cellules exposées au tampon (ligne du haut) ou aux 

oligomères (ligne du bas), n’exprimant pas PrP (courbes en jaune) ou exprimant PrP (courbes 

en vert). 
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Table XXI : Conclusions de l’analyse de la réponse à H2O2 avec et sans exposition aux 

oligomères de PrP des cellules exprimant ou non PrP 

Pour les colonnes 2 et 3, les cases en vert et en orange indiquent des effets respectivement 

anti- et pro- oxydants des oligomères de PrP. Les + et les - indiquent une médiane respec-

tivement plus grande et plus petite pour les cellules exposées au monomère d’A. 

Pour les colonnes 4 et 5, les cases en vert et en orange indiquent des effets respectivement 

anti- et pro- oxydants de l’expression de PrP. Les + et les - indiquent une médiane respecti-

vement plus grande et plus petite pour les cellules exprimant la PrPC. 

 
Effet des oligomères de PrP par 

rapport au tampon 
Effet de l’expression de PrPC 

 Sans PrPC Avec PrPC Tampon Oligomères PrP 

tmax ≈ ≈ - ≈ 

tinfl ≈ - ≈ ≈ 

tlat ≈ - ≈ ≈ 

Infl ≈ + - ≈ 

rinit ≈ ≈ ≈ ≈ 

rfin ≈ + - - 

rinfl ≈ ≈ ≈ ≈ 

rmax ≈ + - ≈ 

Score fPCA ≈ + - ≈ 

 

Ainsi, les oligomères de PrP semblent protecteurs vis-à-vis de la phototoxicité au 

cours des trois premières heures d’exposition, pour les cellules exprimant la PrP uniquement. 

Au bout de 24 heures d’exposition, les oligomères conduisent à une concentration cytoplas-

mique en H2O2 nettement plus élevée que pour les cellules exposées au tampon, unique-

ment pour les cellules exprimant la PrPC. Cela pourrait indiquer la mise en place d’un stress 

oxydant, avec médiation de la toxicité des oligomères par la PrPC. Cet effet n’est plus visible 

au bout de 48 heures, ce qui suggère que le stress oxydant induit par les oligomères est 

transitoire dans nos modèles cellulaires, mais les cellules concernées sont plus sensibles à 

un oxydant exogène.  

 

3.6.3.5. Fibres de PrP 

Les fibres amyloïdes de PrPSc sont des assemblages caractéristiques des maladies à 

prions. Même si les fibres de PrP recombinante sont parfois décrites comme moins cyto-

toxiques que les oligomères (Simoneau et al., 2007), il a été démontré que les fibres amy-
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loïdes de PrP recombinante pouvaient être aussi toxiques que les oligomères sur des mo-

dèles de cellules immortalisées et sur des neurones primaires. L’utilisation d’ARN micro-in-

terférents dirigés contre la PrPC protège partiellement les cellules contre l’apoptose induite 

par les fibres (Novitskaya et al., 2006), ce qui suggère que cet effet cytotoxique des fibres de 

PrP recombinante pourrait être médié par la PrPC des cellules. Nous nous sommes donc 

intéressés à la réponse rédox des cellules à ces fibres de PrP recombinante, avec et sans 

expression de PrPC. 

La Figure 85 montre l’ensemble des courbes de ratio obtenues. Entre 0 et 3 heures 

d’exposition, les fibres n’ont pas d’influence significative sur l’augmentation de la concen-

tration cytoplasmique en H2O2 des cellules (Figure 85A, colonne de gauche). L’expression de 

la PrPC ne modifie pas non plus la concentration cytoplasmique en H2O2 au cours de ces 

trois premières heures d’exposition, que ce soit pour les cellules exposées aux fibres ou au 

tampon (Figure 85B, colonne de gauche).  

Entre 23 et 24 heures d’exposition, la concentration cytoplasmique en H2O2 est signi-

ficativement plus faible après exposition aux fibres pour les cellules exprimant la PrPC, et ce 

n’est pas le cas pour les cellules n’exprimant pas la PrPC (Figure 85A, deuxième colonne). 

Cela pourrait indiquer un effet anti-oxydant des fibres dépendant de l’expression de la PrPC. 

Entre 47 h 30 et 48 h d’exposition aux fibres, pour les cellules exprimant PrP, la con-

centration plus faible en H2O2 dans le cytoplasme pour les cellules exposées aux fibres se 

confirme (Figure 85A, troisième colonne, graphe du bas). Cet effet semble toujours dépen-

dant de l’expression endogène de PrP. En effet, pour les cellules n’exprimant pas PrP, la 

différence entre cellules exposées aux fibres et cellules exposées au tampon n’est plus signi-

ficative après correction de Holm-Bonferroni (Figure 85A, troisième colonne, graphe du 

haut). Pour les cellules exposées au tampon, l’expression de la PrPC est associée à une con-

centration cytoplasmique en H2O2 plus élevée (Figure 85B, troisième colonne, graphe du 

haut), tandis que c’est le contraire pour les cellules exposées aux fibres. Cela confirme que 

l’exposition aux fibres de PrPC conduit à une concentration cytoplasmique en H2O2 plus 

faible pour les cellules exprimant la PrP. 
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Toutefois, malgré cette concentration basale en H2O2 plus basse, l’analyse des 

courbes de réponse à H2O2 des cellules exposées ou non aux fibres pendant 48 h montre 

que, pour les cellules exprimant la PrPC, l’exposition aux fibres est associée à une sensibilité 

accrue à un oxydant exogène par rapport à l’exposition au tampon. En effet, pour les cellules 

n’exprimant pas la PrPC, l’exposition aux fibres de PrP ne modifie aucun paramètre cinétique 

à l’exception du ratio au point d’inflexion (Table XXII, deuxième colonne), tandis que, pour 

les cellules exprimant la PrPC, l’exposition aux fibres est associée à une grande variabilité 

dans la cinétique de l’augmentation du ratio, et une concentration cytoplasmique en H2O2 

qui ne diminue pas au cours du temps (Figure 85A, colonne de droite, graphe du bas). Au 

niveau des paramètres cinétiques, l’augmentation de la concentration cytoplasmique en 

H2O2 est en moyenne plus tardive pour les cellules exposées aux fibres, avec un ratio maxi-

mum et un point d’inflexion atteints plus tardivement et un temps de latence plus long, mais 

également plus forte, avec une pente plus élevée au point d’inflexion et des valeurs plus 

élevées pour le ratio final, le ratio maximal et le score sur le premier mode de variation (Table 

XXII, troisième colonne). Malgré la plus faible concentration basale en H2O2 qui leur est as-

sociée, les fibres de PrP paraissent ainsi capables de sensibiliser les cellules exprimant la PrPC 

à un oxydant exogène, potentiellement par une annulation de l’effet protecteur de l’expres-

sion de la PrPC. En effet, pour les cellules exposées au tampon pendant 48 h, l’expression de 

la PrPC est protectrice vis-à-vis du traitement par 10 µM d’H2O2 (Figure 85B, colonne de 

droite, graphe du haut, et Table XXII, quatrième colonne), et cet effet protecteur est perdu 

en présence des fibres (Figure 85B, colonne de droite, graphe du bas, et Table XXII, cin-

quième colonne). 
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Figure 85 : Effet de fibres de PrP sur la concentration cytoplasmique en H2O2 

A : Courbes de ratio obtenues pour les cellules exprimant HyPer seule (ligne du haut) ou en 

coexpression avec PrP (ligne du bas), exposées aux fibre de PrP monomère d’A1-40 (courbes 

en violet) ou non (courbes en bleu). 

B : Courbes de ratio obtenues pour les cellules exposées au tampon (ligne du haut) ou aux 

fibres de PrP (ligne du bas), n’exprimant pas PrP (courbes en jaune) ou exprimant PrP 

(courbes en vert). 
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Table XXII : Conclusions de l’analyse de la réponse à H2O2 avec et sans exposition aux 

fibres de PrP des cellules exprimant ou non PrP 

Pour les colonnes 2 et 3, les cases en vert et en orange indiquent des effets respectivement 

anti- et pro- oxydants du monomère d’A. Les + et les - indiquent une médiane respective-

ment plus grande et plus petite pour les cellules exposées au monomère d’A. 

Pour les colonnes 4 et 5, les cases en vert et en orange indiquent des effets respectivement 

anti- et pro- oxydants de l’expression de PrP. Les + et les - indiquent une médiane respecti-

vement plus grande et plus petite pour les cellules exprimant la PrPC. 

 
Effet des fibres de PrP par rapport 

au tampon 
Effet de l’expression de PrPC 

 Sans PrPC Avec PrPC Tampon Fibres de PrP 

tmax ≈ + - ≈ 

tinfl ≈ + - + 

tlat ≈ + - + 

Infl - + - ≈ 

rinit ≈ - - ≈ 

rfin ≈ + - ≈ 

rinfl ≈ - ≈ ≈ 

rmax ≈ + ≈ ≈ 

Score fPCA ≈ + - ≈ 

 

 Les fibres de PrP recombinantes n’ont ainsi pas d’effet rédox signifiatif sur les cellules 

n’exprimant pas la PrPC. Pour les cellules exprimant la PrPC, elles conduisent à une concen-

tration cytoplasmique en H2O2 plus faible après 24 et 48 heures d’exposition, ce qui pourrait 

orrespondre à un effet antioxydant des fibres de PrP médié par la PrPC. Malgré cet apparent 

effet antioxydant, les fibres sont capables de sensibiliser les cellules exprimant la PrPC à un 

traitement par 10 µM d’H2O2, et donc potentiellement de favoriser l’apparition d’un stress 

oxydant. 

 

3.6.4. Conclusion 

Ces expériences indiquent que l’effet des assemblages de PrP et d’A1-40 recombi-

nants exogènes sur la réponse à 10 µM d’H2O2 nécessite l’expression endogène de la PrPC. 

En particulier, tous les polypeptides sous formes agrégées, à savoir les fibres amyloïdes 

d’A1-40, les oligomères de PrP, et les fibres amyloïdes de PrP, conduisent à l’annulation de 

l’effet protecteur de la PrPC vis-à-vis du traitement exogène par 10 µM d’H2O2 après 48 

heures d’exposition. Les manifestations plus précoces de leurs effets rédox sont néanmoins 
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différentes. En effet, pour les cellules exprimant la PrP, les fibres d’A1-40 conduisent à une 

concentration cytoplasmique en H2O2 plus élevée après 48 heures d’exposition. Les oligo-

mères de PrP ont le même effet dès 24 heures d’exposition ; cet effet paraît résorbé après 

48 heures d’exposition mais les cellules restent plus sensibles à un oxydant exogène. Pour 

les cellules exposées aux fibres de PrP, en revanche, la concentration cytoplasmique en H2O2 

apparaît significativement plus faible, mais, malgré cet effet antioxydant, ces fibres sont ca-

pables d’altérer la réponse cellulaire à un traitement par un oxydant exogène. Cela indique 

que, même si les différents assemblages de protéines ont des effets être différents, tous sont 

capables d’altérer la réponse cellulaire à 10 µM d’H2O2, peut-être via une interaction avec la 

PrPC qui inhiberait son effet protecteur. 

 

3.7. Etude temporelle du stress oxydant au cours d’une infection à prions en mo-

dèle cellulaire 

Les résultats présentés dans les parties 3.4 et 3.6 montrent que la protéine prion cel-

lulaire a un effet protecteur vis-à-vis d’un oxydant exogène. Elle joue également un rôle dans 

la transduction du signal rédox de différents assemblages d’A et de PrP exogènes, dont 

certains se rapprochent des assemblages pathologiques caractéristiques des maladies neu-

rodégénératives, en des temps relativement courts (48 h). La littérature montre que, dans le 

cadre des infection à prions, la toxicité de la PrPSc est médiée par la PrPC (Brandner et al., 

1996; Cronier et al., 2012; Mallucci et al., 2003). Nous avons donc souhaité étudier l’effet de 

l’expression de la PrPC sur le stress oxydant cellulaire en réponse à l’exposition à la PrPSc de 

la souche 127S, capable de convertir la protéine prion VRQ exprimée par nos modèles cel-

lulaires, au cours de la propagation de l’infection.  

 

3.7.1. Caractérisation de l’infection des cellules 

Pour étudier l’influence de l’infection par un prion sur le stress oxydant au cours du 

temps, nous avons souhaité infecter les cellules coexprimant PrP avec la sonde HyPer dans 

le cytoplasme d’une part, et Grx1-roGFP2 d’autre part. Une expérience préliminaire a été 

réalisée pour évaluer l’infectabilité de ces cellules par la souche ovine 127S. Cette souche a 

été obtenue par infection de souris transgéniques exprimant l’allèle VRQ de la PrP avec un 
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isolat de cerveau de mouton porteur de l’allèle VRQ de la PrP et atteint de tremblante clas-

sique (Vilotte et al., 2001). Comme décrit dans la partie matériels et méthodes, les cellules 

coexprimant PrP avec HyPer1 et Grx1-roGFP2 ont été exposées à de l’homogénat de cerveau 

de souris malades. Des cellules RK13 sauvages, n’exprimant pas la PrP, ont été traitées de la 

même manière pour contrôler la persistance de l’inoculum. Les cellules sont ensuite cultivées 

pendant six passages, et des cellules sont régulièrement prélevées et lysées. Les lysats sont 

traités par la protéinase K, qui digère l’ensemble des protéines à l’exception d’un fragment 

de la PrPSc appelé PrP résistante (PrPrés), puis analysés dans un premier temps par western 

blot pour détecter la présence de PrPSc. Cette approche n’a pas permis de mettre en évidence 

de PrPSc (Figure 86A). La PMCA a donc été utilisée dans le but d’augmenter la sensibilité de 

l’analyse (Figure 86B). Les lysats cellulaires obtenus aux deuxième et sixième passages post-

infection sont dilués entre 101 et 106 fois avant amplification par PMCA de l’éventuelle PrPSc, 

puis digestion par la protéinase K des produits d’amplification et western blot (Figure 86). 

Que ce soit au deuxième passage (panel du haut) ou au sixième passage (panel du bas), la 

dilution maximale à laquelle la PrPSc est amplifiée par PMCA est la même pour les cellules 

coexprimant PrPC avec Grx-roGFP que pour les cellules n’exprimant pas la PrPC. Cette PrPSc 

amplifiée correspond donc à l’inoculum infectieux résiduel, et la PrPC exprimée par les cel-

lules n’a pas été convertie en PrPSc : cela indique que ces cellules n’ont pas été infectées. En 

revanche, pour les cellules RK13 PrP utilisées comme contrôle positif (dont l’infectabilité a 

déjà été démontrée au laboratoire) comme pour les cellules coexprimant la PrP avec HyPer, 

la PrPSc est toujours détectable après une dilution de 10-5 ou 10-6, ce qui indique que, même 

si le niveau de PrPSc dans les cellules coexprimant HyPer avec PrP est faible (non détectable 

en western blot sans amplification préalable), ces cellules sont bien infectées. D’autres ten-

tatives d’infection des cellules coexprimant PrP avec Grx-roGFP ont été menées, qui se sont 

toutes avérées infructueuses. Il est possible que cette lignée, pour une raison inconnue, ne 

soit pas sensible à l’infection prion, comme c’est également le cas de nombreuses autres 

lignées de cellules (Vilette, 2008). Nous nous sommes donc concentrés sur l’effet de l’infec-

tion prion sur la concentration cellulaire en peroxyde d’hydrogène. 
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Figure 86 : Détection de la PrPSc dans les cellules infectées à différents passages post-

infection 

A : Marquage de la PrPSc dans les lysats cellulaires après digestion par la protéinase K au 

quatrième passage post-infection. La piste 1 correspond à un lysat de cellules RK13 PrP dont 

l’infectabilité a déjà été démontrée, infectées par la souche 127S. Les deux pistes suivantes 

correspondent aux cellules coexprimant la PrP avec HyPer, exposées à de l’homogénat de 

cerveau infectieux (+) ou à de l’homogénat de cerveau sain (-). Les deux dernières pistes 

correspondent aux cellules coexprimant la PrP avec Grx-roGFP, exposées à de l’homogénat 

de cerveau infectieux (+) ou à de l’homogénat de cerveau sain (-). 

B : Marquage de la PrPSc après amplification par PMCA dans les lysats cellulaires dilués 101 

à 106 fois. Les lysats analysés proviennenent du deuxième et du sixième passage post-infec-

tion. Les produits de PMCA sont digérés par la protéinase K et analysés par western blot. 

Pour les cellules coexprimant la PrPC avec Grx1-roGFP, la dilution à partir de laquelle la PrPSc 

n’est plus amplifiée est la même que pour les cellules n’exprimant pas la PrPC et exposées à 

l’homogénat infectieux : ces cellules n’ont donc pas été infectées. En revanche, pour les cel-

lules coexprimant la PrPC avec HyPer, la PrPSc peut être détectée à des dilutions bien plus 

importantes : cela indique que la PrPC exprimée par ces cellules a été partiellement convertie 

en PrPSc suite à l’infection. 

 

Une deuxième expérience d’infection a été réalisée avec les cellules coexprimant PrP 

avec la sonde HyPer cytoplasmique. C’est au cours de cette expériene que la concentration 

cytoplasmique en H2O2 a été suivie à chaque passage. Dans le but d’augmenter la proportion 

de PrPC convertie en PrPSc, cette infection a été réalisée avec un plus grand volume d’inocu-

lum infectieux. Trois contrôles négatifs ont également été réalisés : l’exposition à l’homogé-

nat infectieux des cellules exprimant la sonde HyPer seule, l’exposition des cellules coexpri-

mant la sonde et la PrPC à de l’homogénat de cerveau sain de souris issue de la même lignée 
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que les souris infectées, et enfin la simple culture de cellules coexprimant la sonde et PrP 

avec induction en continu de l’expression de la PrP et de la sonde.   

A chaque passage, des cellules sont prélevées et lysées. Dans le but de suivre l’évolu-

tion de l’infection au cours des passages, les lysats sont digérés par la protéinase K et la 

PrPrés est quantifiée par western blot. La Figure 87A présente l’évolution de la PrPrés détectée. 

Cette figure montre que, sur l’ensemble du tapis cellulaire, la quantité de PrPSc diminue au 

cours des trois premiers passages, ce qui pourrait correspondre à la disparition progressive 

de l’inoculum résiduel, avant de se stabiliser.  

Dans le but d’évaluer le pourcentage de cellules infectées, une immunofluorescence 

est réalisée au huitième passage. Les résultats sont présentés par la Figure 87B. La première 

ligne montre que la PrPSc n’est observable que pour certaines des cellules exprimant la PrP 

et exposées à l’homogénat infectieux (colonne de droite) : il ne reste plus de PrPSc détectable 

pour les cellules exposées à l’homogénat infectieux mais n’exprimant pas la PrP (première 

colonne), et il n’y a pas de conversion spontanée en PrPSc de la PrPC exprimée par les cellules 

non traitées ou exposées à l’homogénat sain (deuxième et troisième colonne). La deuxième 

ligne met en évidence la bonne expression et localisation de la PrPC quel que soit le traite-

ment des cellules. Après seuillage, les cellules infectées sont comptées à la main : le taux de 

cellules infectées est ainsi estimé à 
33

204
≈ 16%. Or, le taux de cellules de la lignée utilisée 

exprimant la PrPC est estimé à 
218

285
≈ 76%, et toutes les cellules infectées expriment la PrPC. 

Ainsi, parmi les cellules exprimant la PrPC, qui expriment aussi la sonde, seules 21% sont 

infectées. Il aurait été intéressant de réaliser cette analyse dès les premiers passages, pour 

pouvoir évaluer l’évolution au cours du temps de cette proportion de cellules infectées. Par 

manque de temps, cette expérience n’a pas pu être réalisée.  
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Figure 87 : Caractérisation de l’infection des cellules coexprimant HyPer et PrPC 

A : Evolution au cours des passages post infection de la PrPrés détectée dans les lysats cellu-

laires par western blot. 

B : Immunofluorescence de la PrPSc et de la PrPC au 8ème passage post-infection. Deux puits 

sont ensemencés pour chaque conditions. Pour le marquage spécifique de la PrPSc, les cel-

lules sont perméabilisées et la PrPC est dénaturée par de l’isothiocyanate de guanidine. L’an-

ticorps primaire utilisé a une meilleure affinité pour la PrPSc que pour la PrPC. Pour le mar-

quage de la PrPC, les cellules ne sont pas perméabilisées, et on choisit un anticorps ayant 

une meilleure affinité pour la PrPC que pour la PrPSc. 

 

 

3.7.2. Evolution de la réponse cellulaire à H2O2 au cours de l’infection 

Nous nous sommes intéressés à l’influence de l’infection des cellules sur leur réponse 

à 10 µM d’H2O2 au cours de l’infection. En effet, les courbes de réponse à H2O2 peuvent être 

analysées de manière détaillée grâce au calcul des paramètres cinétiques. Cette concentra-

tion en H2O2 a été choisie car nos travaux ont montré (i) un effet protecteur de la PrPC et (ii) 

un effet perturbateur de certains assemblages de protéines vis-à-vis de ce traitement. Il est 

donc intéressant d’analyser l’effet de l’infection par un prion, et donc de la conversion de la 

PrPC en PrPSc, sur l’influence de la PrP vis-à-vis de ce traitement pro-oxydant. Toutefois, la 

faible proportion de cellules infectées devra être prise en compte lors de l’analyse. En effet, 

l’infection des cellules de cette lignée ne conduit à aucun phénotype particulier. En moyenne, 

environ 80% des cellules analysées ne seront donc pas infectées, et conduiront à une atté-

nuation des différences entre les cellules potentiellement infectées (cellules exprimant PrP 

et exposées à l’homogénat infectieux) et les cellules contrôles.  

Deux jours après leur passage, la réponse à 10 µM d’H2O2 des cellules est suivie pen-

dant 45 min pour chacune des conditions, avec trois réplicats par expérience. La Figure 88 
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présente l’ensemble des courbes obtenues dans les quatre conditions expérimentales (en 

ligne) en fonction du passage (en colonne). Cette figure montre que les cellules répondent 

globalement toutes à H2O2, mais il est difficile de tirer des conclusions de la simple obser-

vation de ces données brutes. 

 

 
Figure 88 : Variation de la concentration cytoplasmique en H2O2 après ajout exogène 

d'H2O2 avec et sans infection 

Variation du ratio de HyPer en réponse 10 µM d’H2O2, soit sans expression de PrPC et avec 

exposition à de l’homogénat infectieux (ligne du haut), soit avec expression de PrPC et sans 

exposition à de l’homogénat de cerveau (deuxième ligne), soit avec expression de PrP et 

exposition à de l’homogénat de cerveau non infectieux (troisième ligne), soit avec expression 

de PrPC et traitement par l’homogénat infectieux (quatrième ligne). Les colonnes correspon-

dent au numéro du passage post infection. Les courbes sont colorées en fonction du réplicat 

de chaque expérience. Les barres verticales indiquent le temps de l’ajout d’H2O2. 

 

Pour analyser l’ensemble de ces courbes, nous avons utilisé les mêmes paramètres 

descriptifs que pour les autres expériences de suivi de la réponse des sondes à H2O2. Les 

paramètres sont représentés en fonction du nombre de passages post-infection sous forme 
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de dotplots. Pour visualiser plus facilement de potentielles différences, les courbes médianes 

sont tracées, ainsi que les intervalles de confiance à 95% (Figure 89).  

Les cellules n’exprimant que la sonde (courbes violettes) ont une concentration en 

H2O2 qui augmente plus rapidement que les cellules exprimant PrP (courbes jaunes, vertes 

et orange) suite au traitement, avec un point d’inflexion atteint plus rapidement (Figure 89), 

un temps de latence plus court (Figure 89D) et une pente au point d’inflexion plus élevée 

(Figure 89E). L’absence de PrPC est également associée à une concentration cytoplasmique 

en H2O2 plus élevée, que ce soit au niveau du point d’inflexion (Figure 89F), au niveau du 

maximum (Figure 89G), à la fin de l’acquisition (Figure 89H), et de manière globale (Figure 

89I). Cela confirme l’effet protecteur de l’expression de la PrP en réponse à 10 µM d’H2O2 

décrit par la partie 3.4. Cet effet pourrait ici être exacerbé par la durée plus importante de 

l’expression de PrP par rapport aux expériences de la partie 3.5.1, pendant lesquelles la syn-

thèse de la protéine n’était induite que pendant 48 heures. 

En revanche, aucun paramètre ne permet de mettre en évidence une différence signi-

ficative entre les cellules exprimant PrP exposées ou non à de l’homogénat de cerveau sain 

ou infectieux (courbes jaunes, vertes et orange), à l’exception du temps de latence, qui 

semble globalement plus élevé pour les cellules infectées (courbes orange) (Figure 89). Ces 

expériences ne permettent donc pas de mettre en évidence d’effet rédox de l’infection prion. 
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Figure 89 : Evolution en fonction du passage post infection des paramètres descriptifs 

des courbes de réponse de HyPer à 10 µM d'H2O2 

A : Ratio initial médian calculé sur les cinq premières minutes de chaque acquisition (avant 

l’ajout d’H2O2). 

B : Temps auquel le ratio maximum est atteint. 

C : Temps auquel le point d’inflexion maximum est atteint. 

D : Temps de latence. 

E : Pente au niveau du point d’inflexion. 

F : Ratio au niveau du point d’inflexion maximal. 

G : Ratio maximal atteint au cours de l’acquisition. 

H : Ratio final médian calculé sur les cinq dernières minutes de chaque acquisition (40 à 45 

min après l’ajout d’H2O2). 

I : Score sur la première harmonique de l’ACP fonctionelle, qui explique ici 97,2% de la va-

riabilité. 

Chaque point correspond à une courbe de ratio. Les bandes correspondent aux intervalles 

de confiance à 95% calculés par la fonction geom_smooth. 

sd : sans dimension. 
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Une ACP classique est réalisée sur l’ensemble des variables quantitatives de façon à 

pouvoir visualiser rapidement l’ensemble du jeu de données et à vérifier la cohérence entre 

eux des différents paramètres analysés.  

La Figure 90A présente le cercle des corrélations. Le plan formé par les deux premiers 

axes explique 80,7% de la variabilité, ce qui est très satisfaisant. Sur le cercle, deux groupes 

de variables se distinguent : les variables entourées en bleu, qui correspondent à une ciné-

tique lente de l’augmentation du ratio de HyPer consécutive au traitement par H2O2, et les 

variables entourées en orange, qui indiquent un ratio globalement élevé au cours de l’ac-

quisition. Les corrélations entre variables sont cohérentes.  

La Figure 90B présente la projection des individus dans le même plan. Elle confirme 

que les cellules n’exprimant pas la PrPC se situent davantage dans la partie inférieure droite 

du graphe, ce qui correspond à une augmentation cytoplasmique du ratio de HyPer plus 

rapide, et à un ratio de la sonde plus important : cela indique une sensibilité à H2O2 plus 

importante que pour les cellules exprimante PrP. En revanche, les nuages de points jaunes, 

verts et orange se situent dans la même zone du graphe : les cellules exprimant la PrPC ont 

donc des réponses similaires à H2O2, qu’elles soient exposées ou non à de l’homogénat de 

cerveau sain ou infectieux.   

 

Figure 90 : ACP sur les variables quantitatives descriptives des courbes 
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A : Cercle des corrélations. Les variables en vert sont bien représentées dans le plan formé 

par les deux premiers axes. Deux groupes de variables corrélées entre elles peuvent être 

distingués, qui sont ortogonaux entre eux. Le premier groupe visualisé en orange, rassemble 

le ratio au point d’inflexion, le ratio final, le ratio maximal, mais aussi le score sur la première 

harmonique de l’ACP fonctionnelle. Un sore élevé sur ces variables correspond à des cellules 

pour lesquelles l’augmentation du ratio de la sonde en réponse à H2O2 est rapide et précoce. 

Le deuxième groupe, visualisé en bleu, comporte le temps de latence, le temps au niveau du 

point d’inflexion, et potentiellement le temps auquel le maximum est atteint – même si cette 

variable est mal représentée –. Un score élevé sur ces variables correspond à des cellules 

pour lesquelles l’augmentation du ratio de HyPer en réponse à H2O2 est faible. 

B : Projection de l’ensemble des individus du jeu de données dans le plan formé par les deux 

premiers axes.  

 

 Ainsi, ces expériences confirment l’effet protecteur de l’expression de la PrPC vis-à-vis 

d’un traitement par 10 µM d’H2O2, mais ne permettent de mettre en évidence aucun effet 

de l’infection prion sur la réponse cellulaire au même traitement. Il est envisageable que 

l’infection ait un effet rédox masqué par la forte proportion de cellules non infectées parmi 

les cellules exprimant la PrP et exposées à l’homogénat infectieux. En effet, au huitième pas-

sage post-infection, environ 80% des cellules exposées au monomère infectieux ne sont pas 

infectées. Il aurait été intéressant de réaliser des immunofluorescences à chaque passage 

pour évaluer l’évolution de cette proportion en fonction du temps : cela sera nécessaire lors-

que cette expérience sera répétée. 

 

3.7.3. Conclusion 

Aucun effet de l’infection prion sur la réponse cellulaire à un traitement par H2O2 n’est 

détectable dans notre modèle. Il se peut que la forte proportion de cellules non infectées 

parmi les cellules exprimant la PrP et exposées à l’homogénat infectieux en soit la cause : au 

huitième passage, la proportion de cellules infectées est proche de 20% parmi les cellules 

exprimant la PrP. En moyene, 80% des cellules de la lignée concernée suivies en microscopie 

pourraient donc ne pas être infectées. En revanche, ces expériences confirment l’effet pro-

tecteur de la PrPC vis-à-vis de 10 µM d’H2O2. 
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4. Discussion générale 

 

4.1. Mise en place d’outils innovants pour l’étude fine du stress oxydant 

Le premier volet de ce travail de thèse a été l’implémentation au laboratoire des outils 

nécessaires à la poursuite de l’objectif du projet, à savoir l’analyse des perturbations rédox 

induites par des assemblages protéiques impliqués dans la pathogénèse des maladies à 

prions et de la maladie d’Alzheimer, et du rôle de la PrPC dans la transduction du signal 

responsable de ces perturbations. Ces outils sont (i) des modèles cellulaires qui coexpriment, 

d’une part des polypeptides clés dans les maladies d’Alzheimer ou à prions (peptide A1-40 

ou protéine PrP), et d’autre part des sondes fluorescentes permettant un suivi précis et dy-

namique des perturbations de l’homéostasie rédox, (ii) un protocole d’analyse d’images pour 

quantifier les données obtenues, et (iii) les méthodes statistiques nécessaires à l’analyse de 

ces données quantitatives. 

 

4.1.1. Modèles cellulaires pour le suivi du stress oxydant en temps réel 

Pour établir nos modèles cellulaires, nous avons travaillé avec la lignée RK13. Cette 

lignée de cellules épithéliales de rein de lapin fait partie des rares lignées immortalisées 

sensibles à l’infection par un prion (Arellano-Anaya et al., 2017). Elle présente l’avantage de 

ne pas exprimer de PrPC endogène détectable, ce qui permet de s’affranchir de potentielles 

interférences entre PrPC endogène et PrPC hétérologue (Sakudo et al., 2007). Après transfec-

tion avec un vecteur d’expression de l’allèle VRQ de la protéine prion ovine, cette lignée est 

infectable par la souche 127S de tremblante du mouton (Vilette et al., 2001). De plus, nos 

expériences de microscopie confocale suggèrent que, dans une lignée de cellules RK13 ex-

primant la PrPC, une clusterisation de la PrP à la membrane des cellules se produit suite à 

l’exposition à de l’A monomérique exogène, ce qui pourrait indiquer un rôle de la PrPC 

comme récepteur à A dans les conditions physiologiques. Cette lignée est ainsi à la fois 

robuste et facile à cultiver, donc adaptée aux nombreuses mises au point qui ont été néces-

saires au début de ce projet, notamment concernant l’utilisation des sondes, et très intéres-

sante pour modéliser l’évolution des maladies neurodégénératives en première analyse. 
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Pour suivre en temps réel les marqueurs du stress oxydant cellulaire que sont la con-

centration en H2O2 et le niveau d’oxydation du glutathion, nous avons utilisé deux sondes 

peptidiques codées génétiquement : la sonde HyPer, qui est oxydée spécifiquement et de 

façon réversible par H2O2, et la sonde Grx1-roGFP2, dont le niveau d’oxydation reflète celui 

du glutathion. Ces deux sondes sont fluorescentes et ratiométriques en excitation : elles pré-

sentent deux pis d’excitation correspondant à leurs formes réduite et oxydée. La fluores-

cence émise après excitation à chacun de ces deux pics peut être suivie par microscopie à 

fluorescence sur cellules vivantes, ce qui permet de quantifier le niveau d’oxydation des 

sondes en temps réel. Ces sondes sont très sensibles et très dynamiques par rapport aux 

autres méthodes de suivi du stress oxydant telles que les sondes chimiques, comme le mon-

trent des expériences préliminaires que nous avons menées avec la sonde chimique PY1, 

présentées en annexe (p. 352).  

Pour pouvoir étudier le rôle de l’expression de PrP ou A dans l’homéostasie rédox, il 

a été nécessaire de construire, pour chacune des deux sondes, une lignée coexprimant la 

sonde avec PrP, une lignée coexprimant la sonde avec A, et une lignée exprimant la sonde 

seule. Nous avons conçu et construit les vecteurs permettant cette coexpression. Ce sont 

des plasmides portant à la fois la séquence codant la sonde et la séquence codant PrP ou 

A, séparées par la séquence P2A. Cette séquence virale conduit à un patinage du ribosome 

sur l’ARNm lors de la traduction, aboutissant à la synthèse de deux protéines séparées. Après 

transfection des cellules avec ces vecteurs, nous avons obtenu des lignées cellulaires dans 

lesquelles la proportion de cellules coexprimant la sonde et le polypeptide d’intérêt demeure 

stable au cours des passages. La coupure entre sonde et polypeptide d’intérêt ainsi que le 

niveau d’expression et la localisation des protéines ont été contrôlés par immunofluores-

cence et western blot. L’expression de la PrPC par nos cellules est environ 14 à 24 fois plus 

élevée que dans des neurones sains, ce qui devrait permettre de favoriser leur infection par 

des assemblages infectieux de PrPSc (Nishida et al., 2000). Les cellules exprimant A produi-

sent des assemblages oligomériques extracellulaires du peptide, dont la taille est principa-

lement comprise entre 30 et 70 kDa. Dans le milieu de culture, la concentration du peptide 

est environ cinq fois supérieure à la concentration en A1-40 soluble dans le cerveau sain et 
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douze fois inférieure à celle qui est détectée dans le cerveau de patients atteints de la ma-

ladie d’Alzheimer. Cette lignée paraît donc pertinente pour l’étude de l’effet d’A dans la 

pathogénèse de la maladie d’Azheimer, qui est généralement associée à une accumulation 

progressive du peptide A (Sasaguri et al., 2017) 

 

4.1.2. Amélioration et automatisation d’un protocole d’analyse d’images 

La première approche utilisée pour quantifier le niveau d’oxydation des sondes, le 

western blot rédox, s’est avérée manquer de sensibilité et n’a pas permis de mettre en évi-

dence d’effet rédox de l’expression endogène de PrP et d’A1-40 vis-à-vis de la réponse à 

H2O2. En effet, cette méthode, qui est basée sur la séparation par SDS-PAGE des formes 

réduite et oxydée des sondes dans des lysats cellulaires, ne permet qu’un suivi discret avec 

un pas de temps élevé, alors que l’entrée d’H2O2 dans les cellules est très rapide : un suivi en 

continu est donc plus adapté. Nous avons donc donc choisi de suivre le niveau rédox des 

sondes par microscopie à fluorescence. Pour cela, la première étape a été la mise au point 

et l’optimisation d’un protocole d’acquisition en time-lapse permettant de conduire à des 

résultats homogènes. Nos expériences ont montré que la reproductibilité des expériences 

de suivi rédox des sondes était optimale avec une très faible densité cellulaire. Nous avons 

émis l’hypothèse que cette meilleure reproductibilité puisse être liée au fait que toutes les 

cellules sont alors en phase de multiplication, tandis que, quand la densité cellulaire est éle-

vée, des cellules quiescentes coexistent avec des cellules en division (Puliafito et al., 2012). 

Ensuite, pour analyser les images obtenues, nous nous sommes basés sur une méthode pu-

bliée par l’équipe des créateurs de la sonde HyPer (Mishina et al., 2013a). Brièvement, après 

une étape de débruitage des images, chaque cellule est segmentée à chaque pas de temps, 

ce qui permet de suivre les cellules même dans les cas où elles bougent ou se déforment au 

cours de l’acquisition. Les intensités de fluorescence mesurées sur les deux canaux ainsi que 

sur le ratio sont ensuite quantifiée à l’intérieur des cellules. Nous avons rendu ce processus 

semi-automatique par l’écriture d’une macro codée sous FIJI, qui fait l’objet de la première 

partie d’un article méthodologique publié dans le journal MethodsX (Lévy et al., 2020). Cette 

approche est très complémentaire avec les outils précédemment publiés, à savoir le logiciel 
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d’imagerie rédox quantitative implémenté sous MATLAB de Fricker (Fricker, 2016) et la ma-

cro FluoQ (Stein et al., 2013). Ces outils permettent de traiter une très grande quantité 

d’images, mais ils ne sont adaptés que pour des cellules peu mobiles et dont la morphologie 

évolue peu au cours du temps. Notre approche est moins rapide, puisque l’utilisateur doit 

valider la segmentation de chaque cellule, mais elle permet de segmenter des cellules en 

mouvement, et elle offre à l’utilisateur la possibilité de vérifier les résultats obtenus à chaque 

étape de l’analyse.  

 

4.1.3. Implémentation d’outils pour l’analyse statistique des résultats 

Les données quantifiées à partir des images de microscopie, qui reflètent le niveau 

d’oxydation des sondes, sont des courbes de ratio en fonction du temps : ce sont donc des 

données fonctionnelles. Pour pouvoir comparer entre elles les courbes obtenues dans les 

différentes conditions, nous avons fait le choix de décrire chaque courbe par un nombre 

restreint de paramètres descriptifs. Pour décrire la cinétique d’augmentation du niveau 

d’oxydation des sondes suite à un traitement exogène par H2O2, nous avons choisi le temps 

de latence, la pente au point d’inflexion, le temps auquel il est atteint, et le temps auquel le 

maximum est atteint. Nous nous sommes également intéressés au ratio en certains points 

clés : au début et à la fin de l’acquisition, au point d’inflexion, et au maximum. Enfin, nous 

avons calculé pour chaque courbe son score sur le premier mode de variation, qui est un 

score global représentatif du ratio sur l’ensemble de l’acquisition. Ces paramètres sont des 

variables quantitatives, sur lesquelles des tests statistiques peuvent être effectués, pour ana-

lyser les effets des assemblages protéiques testés. La validation de ces paramètres ainsi que 

la méthode pour les calculer et réaliser les tests statistiques fait l’objet de la deuxième partie 

de l’article méthodologique reproduit en annexe (Lévy et al., 2020). 

Les outils mis au point dans le cadre de ce projet de thèse peuvent être utiles pour 

toute étude nécessitant le suivi du stress oxydant en modèle cellulaire. Dans le champ de la 

santé humaine et animale, le stress oxydant joue un rôle dans de nombreuses situations 

pathologiques. C’est le cas de la maladie d’Alzheimer et des maladies à prions, mais aussi 
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d’autres maladies neurodégénératives (Kim et al., 2015; Mezzaroba et al., 2019), dont la ma-

ladie de Parkinson, caractérisée par l’agrégation de l’-synucléine (Deas et al., 2016), dont la 

PrPC pourrait médier la toxicité (Cecco and Legname, 2018; Surguchev et al., 2019; Urrea et 

al., 2017). De façon similaire, le stress oxydant pourrait être à l’origine de la neurotoxicité de 

certains pesticides (Abdollahi et al., 2004; Fu et al., 2019). Dans le champ de la cancérologie, 

une étude réalisée au laboratoire montre que l’acide ascorbique à fortes concentrations con-

duit à un stress oxydant puis à une cytotoxicité sur des cellules de cancer du sein exprimant 

la sonde HyPer (El Banna et al., 2019). L’utilisation des méthodes d’analyse d’image et d’ana-

lyse statistique implémentées dans le cadre de ce projet de thèse pourrait permettre d’affi-

ner l’étude cinétique de cet effet. 

 

4.2. Effet sur le stress oxydant de différents assemblages de PrP et d’A1-40 

La Table XXIII récapitule l’ensemble des effets rédox des différents assemblages des 

polypeptides d’intérêt, endogènes ou exogènes, qui ont pu être mis en évidence grâce à ces 

nouveaux outils. L’objet de ce chapitre est une mise en perspective de ces résultats à partir 

des données de la littérature. 
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Table XXIII : Effet rédox des polypeptides d'intérêt dans les modèles cellulaires RK13 

  Conclusion 

Polypeptide 

endogène 

PrPC 
Effet protecteur vis-à-vis des faibles concentrations 

d’H2O2, potentiellement médié par  la glutarédoxine 

A1-40 (oligomères) 
Effet protecteur vis-à-vis des faibles concentrations 

d’H2O2 

Assem-

blages de 

protéines 

exogènes 

PrP 

Monomère 

Effet antioxydant dépendant de la PrPC après 48 heures 

d’exposition 

Sensibilisation à H2O2 dépendante de la PrPC 

Oligomères 

Effet antioxydant dépendant de la PrPC aux temps pré-

coces 

Effet prooxydant dépendant de la PrPC, avec sensibilisa-

tion à H2O2, aux temps plus tardifs 

Fibres 
Effet globalement antioxydant dépendant de la PrPC 

Sensibilisation à H2O2 dépendante de la PrPC 

PrPSc 
Pas d’effet significatif sur la réponse des cellules à H2O2 

(peut-être à cause du faible taux d’infection) 

A1-40 

Monomère 

Effet globalement antioxydant, surtout sans expression 

de PrP 

Sensibilisation à H2O2 dépendante de la PrPC  

Fibres 

Effet prooxydant après 24 et 48 heures d’exposition, 

avec sensibilisation à H2O2, dépendant de l’expression 

de PrP 

 

 

4.2.1. Effet de PrPC et d’A1-40 endogènes 

 

4.2.1.1. Un effet protecteur vis-à-vis d’un traitement par H2O2 

Le premier volet de nos expériences concerne l’influence sur l’homéostasie rédox des 

polypeptides se rapprochant le plus de la physiologie, à savoir PrPC et A1-40 exprimés par 

les cellules. Nos travaux montrent que l’expression par les cellules de la PrPC ou du peptide 

A1-40 est capable de modifier la réponse cellulaire à un traitement exogène par H2O2. Suit 

au traitement, l’expression de la PrPC et d’A1-40 sont associées à une augmentation cyto-

plasmique de la concentration en H2O2 plus tardive et plus lente, ce qui peut être interprété 

comme un effet protecteur de leur expression vis-à-vis d’un oxydant exogène. L’expression 

de la PrPC est également associée à une augmentation plus faible de la concentration cyto-
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plasmique en H2O2 suite au traitement. Cet effet protecteur se manifeste à des concentra-

tions de 0 à 10 µM d’H2O2 pour PrPC, et de 10 à 40 µM d’H2O2 pour A. Dans les deux cas, 

la réponse à 75 µM d’H2O2 n’est pas modifiée par l’expression du polypeptide, ce qui indique 

que cet effet protecteur vis-à-vis d’H2O2 est efficace pour des concentrations faibles ou mo-

dérées : bien que très élevées devant les concentrations physiologique rapportées dans la 

littérature, comprises entre 1 et 10 nM (Lyublinskaya and Antunes, 2019; Sies, 2017), ces 

concentrations sont très faibles devant 500 µM, rapportée comme la concentration condui-

sant à une mortalité cellulaire de 50% en 1h (Gülden et al., 2010). Ainsi, le maintien de l’ho-

méostasie rédox pourrait être une fonction physiologique de la PrPC, ce qui est largement 

décrit dans la littérature (Castle and Gill, 2017; Gavín et al., 2020; Wong et al., 2001), mais 

aussi d’A1-40, ce qui est plus sujet à controverse. En effet, les études concernant l’effet rédox 

d’A sont contradictoires, et l’effet d’A est beaucoup moins étudié dans les conditions phy-

siologiques que dans le cadre de la maladie d’Alzheimer. Toutefois, le monomère d’A1-40 

est décrit comme antioxydant en culture cellulaire (Zou et al., 2002). La protection vis-à-vis 

du stress oxydant pourrait ainsi être l’une des fonctions physiologiques du peptide A (Bro-

thers et al., 2018). Dans nos modèles, la concentration extracellulaire en A est de l’ordre du 

nanomolaire, ce qui est plus proche des concentrations physiologiques que des concentra-

tions mesurées dans des cerveaux de patients décédés de la maladie d’Alzheimer, mais l’A 

s’accumule dans le milieu principalement sous forme d’oligomères dont les tailles sont com-

prises entre 32 et 72 kDa, soit 8 à 18 protomères. Or, les oligomères solubles d’A1-40 et 

d’A1-42 recombinant sont souvent décrits comme neurotoxiques : ils seraient notamment 

capables d’initier un stress oxydant (Benilova et al., 2012; Castillo et al., 2019). Cependant, 

des oligomères solubles d’A1-40 existent dans les conditions physiologiques normales (Fu-

kumoto et al., 1996; Kuo et al., 1996), et des oligomères de 10 à 12 protomères d’A1-42 

produits dans du milieu de culture cellulaire se sont récemment avérés antioxydants in cel-

lulo (Mitra et al., 2018). Le fait que l’A1-40 produit par nos cellules forme des oligomères et 

soit protecteur vis-à-vis d’H2O2 pourrait indiquer que, dans les conditions physiologiques 

normales, le peptide A joue un rôle d’antioxydant, y compris sous forme oligomérique. En 

effet, une multitude d’oligomères d’A différents sont décrits dans la littérature, avec des 
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niveaux et mécanismes de toxicité très variables (Cline et al., 2018). Dans ce cadre, une ca-

ractérisation de la structure des oligomères d’A1-40 produits par nos cellules serait néces-

saire pour pouvoir la comparer à la structure des oligomères rapportés dans la littérature, et 

ainsi aboutir à une meilleure compréhension des caractéristiques structurales associées à la 

toxicité rédox d’A. 

 

4.2.1.2. Mécanismes de cet effet protecteur 

Nos travaux sur la cinétique de l’oxydation du glutathion en réponse à des traitements 

exogènes par H2O2 indiquent que l’expression de la PrPC est associée à une augmentation 

plus rapide de la proportion de glutathion oxydé ainsi qu’à une augmentation moindre et 

retardée de la concentration en H2O2 dans le cytoplasme suite au traitement par H2O2. L’effet 

protecteur de la PrPC pourrait donc être médié par le couplage de l’oxydation du glutathion 

avec la réduction de l’H2O2. Cette réaction est catalysée par les glutathion péroxydases (Gpx). 

Jusqu’à 10 µM d’H2O2, les Gpx sont responsables de 80 à 90% de la réduction de l’H2O2 dans 

un modèle de fibroblastes (Makino et al., 1994). Pour les concentrations en H2O2 plus éle-

vées, les catalases sont activées, et la proportion de l’H2O2 réduit par les catalases est d’au-

tant plus élevée que la concentration en H2O2 est élevée (Makino et al., 1994). Ainsi, le fait 

que l’effet protecteur de la PrP ne soit plus visible vis-à-vis des concentrations de 40 et 75 

µM d’H2O2 malgré l’oxydation plus rapide du glutathion suite à ces traitements pourrait être 

due au fait que, pour ces concentrations d’H2O2, les Gpx n’expliquent qu’une faible propor-

tion d l’H2O2 réduit ; l’activité des catalases est prédominante. 

Une étude basée sur des cellules RK13 exprimant de façon inductible une PrP murine 

indique que l’expression de la PrPC ne modifie pas l’activité glutathion péroxydase dans les 

cellules (Rachidi et al., 2003). Cependant, une étude menée sur la lignée de neuroblastome 

humain SH-SY5Y montre que l’expression de la PrPC sauvage est associée à une plus grande 

activité de la glutathion péroxydase en réponse à un traitement par de l’H2O2 que l’expres-

sion de PrPC présentant des mutations associées à des maladies (Watt et al., 2005). La même 

étude indique que la coupure  de la PrPC est nécessaire à cet effet, puisque des PrP mu-

tantes ne subissant pas cette coupure sont incapables de protéger les cellules vis-à-vis 
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d’H2O2. De nombreux autres mécanismes protecteurs vis-à-vis du stress oxydant sont décrits 

dans la littérature pour la PrPC : l’augmentation de la concentration en glutathion dans les 

cellules (Rachidi et al., 2003; Zhang et al., 2020), de l’activité des glutathion réductases (Puig 

et al., 2020; Rachidi et al., 2003; Weise et al., 2004) et de différentes superoxyde dismutases 

(Brown et al., 1997b; Collins et al., 2018; Rachidi et al., 2003; Stańczak and Kozlowski, 2007), 

ainsi que le maintien de l’homéostasie du cuivre (Rachidi et al., 2003; Vassallo and Herms, 

2003) et du fer (Singh et al., 2013). Il serait intéressant d’étudier ces mécanismes dans nos 

modèles cellulaires : l’effet protecteur de la PrPC pourrait s’expliquer par un ou plusieurs 

d’entre eux. De plus, la plupart de ces méanismes ont été démontrés dans un modèle très 

proche du nôtre, à savoir des cellules RK13 exprimant de façon inductible par la doxycycline 

une PrPC de souris (Rachidi et al., 2003). La Figure 91A présente le mécanisme par lesquels 

la PrPC pourrait favoriser la réduction de l’H2O2 grâce au glutathion. 

Malheureusement, nous n’avons pas pu analyser l’effet de l’expression endogène 

d’A1-40 par les cellules sur l’oxydation du glutathion en réponse à H2O2, en raison d’une très 

faible intensité de fluorescence de la lignée correspondante conduisant à des résultats ex-

trêmement bruités. Une oxydation directe par H2O2 du peptide extracellulaire, couplée à la 

réduction de l’H2O2 en eau, pourrait intervenir  (Figure 91B). Une étude publiée en 2002 

indique également que le monomère d’A1-40 est capable de chélater les ions Fe2+ et Cu2+, 

ce qui protège les cellules contre le stress oxydant induit par les réactions de Fenton et 

d’Haber-Weiss (Haber and Weiss, 1932; Zou et al., 2002) (Figure 91B). Même si cette étude 

indique que le peptide A perd son effet protecteur dès lors qu’il n’est plus monomérique, 

la capacité d’A1-40 à chélater ces ions métalliques a également été démontrée in vitro pour 

des concentrations nanomolaires à micromolaires du peptide sous forme d’agrégats amy-

loïdes (Baruch-Suchodolsky and Fischer, 2009). Il est possible que la structure des agrégats 

d’A soit différente entre les deux études, ce qui expliquerait que leurs effets rédox observés 

soient différents. En effet, une étude plus récente indique que des oligomères d’A1-42 pro-

duits dans du milieu de culture cellulaire protègent les cellules contre le stress oxydant induit 

par un excès de cuivre, tandis que des oligomères du même peptide produits dans du PBS 

sont pro-oxydants (Mitra et al., 2018). Cependant, aucune de ces études ne rapporte d’effet 
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protecteur d’A vis-à-vis d’H2O2. La protection vis-à-vis d’H2O2 met probablement en jeu 

d’autres mécanismes que la protection vis-à-vis des ions métalliques : en effet, le monomère 

d’A1-40, bien que protecteur vis-à-vis du cuivre et du fer, serait sans effet vis-à-vis d’H2O2 

(Zou et al., 2002). On peut donc supposer que, dans nos modèles cellulaires, l’effet protec-

teur des oligomères d’A pourrait impliquer les péroxydases ou les catalases, qui sont les 

prinipales enzymes impliquées dans la réduction de l’H2O2 : les péroxydases principalement 

pour des concentrations d’H2O2 jusqu’à 10 µM, et les catalases pour les concentrations plus 

élevées (Makino et al., 1994). Même si une ancienne étude rapporte que certains agrégats 

d’A se lient à la catalase et l’inhibent in vitro (Milton, 1999), une étude ultérieure montre 

que, in cellulo, les cellules survivant à une exposition à A présentent des niveaux plus élevés 

de catalase (Milton, 2001). Cet effet apparaît très dépendant du type d’agrégats d’A (Milton 

and Harris, 2009) : il est donc envisageable que l’effet protecteur des oligomères d’A pro-

duits par nos cellules soit médié par la catalase (Figure 91B). Cela expliquerait que l’expres-

sion d’A1-40 soit protectrice vis-à-vis de concentrations en H2O2 plus élevées que l’expres-

sion de PrPC. L’effet antioxydant du peptide A produit par nos modèles cellulaires, à une 

concentration supérieure aux conditions physiologiques normales mais inférieure aux con-

centrations mesurées dans les cerveaux de patients atteints de la maladie d’Alzheimer, pour-

rait ainsi indiquer que la surproduction d’A au cours de la pathogénèse de la maladie d’Al-

zheimer permet dans un premier temps de lutter contre le stress oxydant, qui précèderait 

alors l’accumulation d’A dans l’étiologie de la maladie (Kontush, 2001).  
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Figure 91 : Mécanismes putatifs de protection vis-à-vis d'H2O2 par l’expression endo-

gène de PrPC (à gauche) ou d’A1-40 (à droite) 

A : Mécanismes putatifs de protection de vis-à-vis d’H2O2 de la PrPC exprimée par les cellules. 

L’H2O2 ajouté au milieu de culture entre dans les cellules via des aquaporines (Wang et al., 

2020a) ou est généré à l’intérieur des cellules en réponse à la phototoxicité (Marek et al., 

2018) (1). La réduction de l’H2O2 en eau est catalysée par plusieurs enzymes, dont les gluta-

thion péroxydases, qui couplent réduction de l’H2O2 et oxydation du glutathion (cadre violet) 

(Flohé and Brand, 1969). 

B : Mécanismes putatifs de protection vis-à-vis d’H2O2 par l’A produit par les cellules. L’H2O2 

ajouté au milieu de culture entre dans les cellules via des aquaporines (Wang et al., 2020a) 

(1). L’oxydation directe de l’A extracellulaire par H2O2 pourrait contribuer à diminuer la con-

centration en H2O2 dans le milieu (2). A l’intérieur des cellules, l’A pourrait jouer un rôle 

protecteur contre les réactions de Fenton et d’Haber-Weiss grâce à sa capacité à séquestrer 

les ions fer et cuivre (Baruch-Suchodolsky and Fischer, 2009; Mitra et al., 2018; Zou et al., 

2002) (3). Nos données suggèrent par ailleurs un effet d’A sur la réduction précoce de 

l’H2O2, peut-être via l’activation d’une enzyme antioxydante comme la catalase (4). 

 

4.2.2. Rôle de la PrPC dans la transduction du signal rédox en réponse à différents 

assemblages de PrP et d’A 

Nous nous sommes ensuite intéressés au rôle de la PrPC dans la médiation des per-

turbations rédox causées par différents assemblages de protéines dans le cadre de la patho-

génèse de la maladie d’Alzheimer et des maladies à prions. Nous avons travaillé avec des 

assemblages d’A1-40 recombinant (monomère et fibres amyloïdes), des assemblages de PrP 
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recombinante (monomères, oligomères, et fibres), et des homogénats de cerveau de souris, 

infectieux ou non.  

 

4.2.2.1. Effet d’A1-40 monomérique et fibrillaire 

Nos expériences montrent que l’A1-40 monomérique exogène sensibilise les cellules 

à un traitement par H2O2 après 48 h d’exposition. Ce résultat est surprenant, dans la mesure 

où (i) l’expression endogène du même peptide pendant 48 heures est protectrice vis-à-vis 

du stress oxydant pour nos cellules, et (ii) le monomère d’A1-40 exogène apparaît protecteur 

vis-à-vis de la phototoxicité au cours des trois premières heures d’exposition et entre 47,5 

et 48h d’exposition, que les cellules expriment ou non la PrP. Cet effet d’A sur la réponse à 

H2O2 des cellules exprimant la PrPC se traduit par une abolition de l’effet protecteur de la 

PrPC. Une interaction entre A1-40 monomérique exogène et PrPC pourrait en être la cause. 

Nos expériences suggèrent que cette interaction existe dans le modèle RK13 (Grznarova et 

al., en révision).  

Il est également envisageable que le peptide A se soit agrégé au cours de l’expé-

rience : in vitro, le chauffage à 37°C d’une solution de peptide A1-40 recombinant en solution 

aqueuse conduit en 12 heures à la formation de feuillets , qui favorisent l’agrégation, pour 

des concentrations comprises entre 3,5 et 69 µM (Gursky and Aleshkov, 2000). Or, nos ex-

périences montrent que les fibres d’A1-40 exercent un effet pro-oxydant médié par l’expres-

sion de PrP après 48 heures d’exposition. Cela suggère que le rôle de la PrPC dans la média-

tion de la toxicité d’A, principalement documenté dans la littérature pour des assemblages 

oligomériques (Salazar and Strittmatter, 2017; Um et al., 2012), existe également pour des 

fibres amyloïdes. Cet effet se traduit (i) par une concentration cytoplasmique basale en H2O2 

plus élevée suite à une exposition à A et (ii) par une augmentation plus importante de la 

concentration cytoplasmique en H2O2 suite à un traitement exogène. L’augmentation du 

ratio reste en revanche plus lente que sans expression de la PrPC. Donc, les fibres d’A1-40 

n’affectent pas la capacité de la PrPC à retarder l’augmentation de la concentration cytoplas-

mique en H2O2 suite au traitement, leur effet pro-oxydant est plus tardif.  
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La transduction de cet effet pro-oxydant via la PrPC pourrait être médiée par une ac-

tivation des NADPH oxydases (NOX). En effet, ces enzymes sont activées suite à la liaison de 

la PrPC à un anticorps mimant un ligand, y compris dans des cellules non neuronales (Schnei-

der et al., 2003), et il existe in vitro une interaction entre PrPC et fibres d’A (Nieznanski et 

al., 2014). Les NOX sont des complexes enzymatiques transmembranaires ubiquitaires, très 

conservés parmi les eucaryotes (Scott, 2015). Elles catalysent l’oxydation du NADPH en 

NADP+, associée à la libération d’anion superoxyde O2
.-. Cet anion radicalaire a un rôle de 

second messager impliqué dans différentes voies de signalisation (Case, 2017), y compris 

dans l’activation de protéases (Jang et al., 2020), mais il s’agit également d’une ERO, toxique 

en trop grande quantité. Les superoxides dismutases cellulaires le convertissent rapidement 

en H2O2, moins réactif (Fridovich, 1975; Wang et al., 2018), et la PrPC est rapportée comme 

activatrice de différentes superoxyde dismutases  in vivo, même si les mécanismes de cette 

activation sont mal compris (Brown et al., 1997b; Collins et al., 2018; Stańczak and Kozlowski, 

2007). Donc, une activation trop importante des NOX aboutirait (i) à une augmentation de 

la concentration cytoplasmique en H2O2 et (ii) à une perte du pouvoir réducteur du NADH, 

qui est nécessaire pour restaurer le pouvoir réducteur du glutathion via les glutathion ré-

ductases (Fernandez-Marcos and Nóbrega-Pereira, 2016), et donc à une moins bonne élimi-

nation de l’H2O2 par les glutathion péroxydases. Ce mécanisme est présenté par la Figure 

92. Cela est cohérent avec les études publiées qui indiquent qu’une activité anormalement 

élevée des NOX participe à l’évolution de la maladie d’Alzheimer (Ansari and Scheff, 2011; 

Zekry et al., 2003) et est dépendante de l’expression de la PrPC (Walsh et al., 2014). De plus, 

dans les neurones, la toxicité d’A est médiée par l’activation via la PrPC de la Fyn kinase 

(Larson et al., 2012), qui est capable d’activer les NOX (Schneider et al., 2003). 
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Figure 92 : Proposition de mécanisme pour l’effet pro-oxydant des fibres d’A1-40 sur 

les cellules exprimant la PrPC 

Les fibres d’A1-40 n’altèrent pas l’effet retard associé à l’expression de PrP sur l’augmenta-

tion de la concentration en H2O2 intracellulaire suite à un traitement exogène par de l’H2O2 : 

on peut donc penser que le potentiel effet activateur de la PrPC sur les glutathion péroxy-

dases reste inchangé (1). En revanche, les fibres conduisent à une concentration cytoplas-

mique en H2O2 supérieure en l’absence de traitement, et inhibent la diminution de la con-

centration intracellulaire en H2O2 suite à un traitement par 10 µM d’H2O2. Il se peut que leur 

interaction avec la PrPC active les NADPH oxydases (Schneider et al., 2003) (2), conduisant (i) 

à l’oxydation en NAD+ du NADH, H+, qui est nécessaire pour restaurer le pouvoir réducteur 

du glutathion (Fernandez-Marcos and Nóbrega-Pereira, 2016), et (ii) à la formation d’anion 

superoxyde O2
.-, rapidement réduit en H2O2 par les superoxyde dismutases cellulaires (Wang 

et al., 2018), qui peuvent être activées par la PrPC (Brown et al., 1997b; Collins et al., 2018; 

Rachidi et al., 2003; Stańczak and Kozlowski, 2007).  

 

4.2.2.2. Effet de PrP monomérique, oligomérique et fibrillaire 

Nos expériences montrent que le monomère de PrP recombinante est pro-oxydant 

vis-à-vis d’un traitement par 10 µM d’H2O2 après 48 heures d’exposition, et que cet effet 

dépend de l’expression de PrPC par les cellules. Son agrégation spontanée est peu probable 

dans nos conditions de culture cellulaire (Rezaei et al., 2005). On pourrait envisager que la 

PrP monomérique présente dans le milieu de culture interagisse avec la PrPC des cellules, 
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mimant la dimérisation induite par les ligands physiologiques de la PrPC (Roucou, 2014), ce 

qui pourrait activer des voies de signalisation en aval, dont, comme pour A, les NOX, abou-

tissant à la libération de l’anion superoxyde et à la perte de pouvoir réducteur du NADPH 

(Schneider et al., 2003). Toutefois, ce mécanisme seul conduirait à une augmentation de la 

concentration cytoplasmique basale en H2O2, ce qui n’est pas le cas ici : l’effet pro-oxydant 

du monomère de PrP n’est visible que vis-à-vis d’H2O2. Cela pourrait suggérer l’existence de 

mécanismes de compensation en absence de traitement par H2O2. 

De façon similaire, les fibres de PrP sensibilisent les cellules exprimant la PrPC à un 

traitement par 10 µM d’H2O2, mais elles sont associées à une concentration cytoplasmique 

en H2O2 plus faible en absence de traitement : si les NOX sont activées par les fibres de PrP, 

cet effet est probablement compensé par un autre mécanisme jusqu’à l’ajout d’H2O2. 

Les oligomères de PrP ont quant à eux un effet pro-oxydant, visible à la fois au niveau 

de la concentration cytoplasmique basale en H2O2 et de la réponse des cellules à 10 µM 

d’H2O2 : il est donc possible que cet effet pro-oxydant soit dû à une activation via la PrPC des 

NOX, selon le mécanisme présenté par la Figure 92.  

Ce mécanisme pourrait donc être commun à l’initiation du stress oxydant au cours de 

la pathogénèse de la maladie d’Alzheimer et des maladies à prions. Il est intéressant de noter 

que la NADPH oxydase NOX2, qui est exprimée à la fois dans le cerveau (Cooney et al., 2013) 

et dans les cellules épithéliales (Regmi et al., 2014), est surexprimée dans la microglie de 

patients atteints de la maladie de Creutzfeldt-Jakob et de souris infectées, et que  cette 

surexpression participe à la pathogénèse de la maladie, puisque l’inhibition de NOX2 conduit 

à une prolongation de la survie des souris infectées (Sorce et al., 2014). 

 

4.2.2.3. Comparaison de l’effet rédox des différents assemblages de protéines 

La comparaison de l’effet des différents assemblages deux à deux semble indiquer 

que, dans nos modèles cellulaires, les oligomères de PrP sont plus perturbateurs de l’ho-

méostasie rédox que les fibres de PrP, et les fibres d’A sont plus perturbatrices que les 

fibres de PrP (Table XXIV). 
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Table XXIV : Comparaison des scores sur le premier mode de variation en fonction de 

l’exposition aux différents assemblages de protéines exogène 

Chaque ligne correspond à la comparaison entre deux tampons ou deux assemblages de 

protéines. Les + et les – indiquent respectivement un score médian plus ou moins élevé pour 

les cellules exposées à l’assemblage ou au tampon souligné par rapport aux cellules expo-

sées à l’autre assemblage ou tampon. 

 0 → 3h 23,5 → 24h 47,5 → 48h Ajout d’H2O2 

Endogène ∅ PrP ∅ PrP ∅ PrP ∅ PrP 

Tp fibres A / 

tp fibres PrP 
≈ ≈ - ≈ ≈ - ≈ ≈ 

tp oligos PrP/ 

tp fibres PrP 
≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ ≈ 

Oligos PrP/ 

fibres PrP 
≈ ≈ ≈ + ≈ + + + 

fibres A/ 

fibres PrP 
≈ ≈ ≈ + ≈ + ≈ ≈ 

 

 

Cela est cohérent avec la plupart des études, qui indiquent que les assemblages oli-

gomériques sont plus toxiques que les fibres, que ce soit pour A (Cheng et al., 2007; Lesné 

et al., 2006; Sengupta et al., 2016) ou pour PrP (Bardelli et al., 2018; Simoneau et al., 2007). Il 

faut toutefois noter que les fibres de PrP et d’A induisent des perturbations rédox signifi-

catives dans nos modèles, même si les perturbations générées par les fibres de PrP sont plus 

faibles que celles dues aux oligomères. Deux hypothèses peuvent être proposées. A concen-

tration équivalent monomère égale, il y a un plus grand nombre d’oligomères que de fibres 

dans le même volume de milieu, donc un plus grand nombre de ligands potentiels de la 

PrPC. Les oligomères peuvent de plus avoir une toxicité directe, notamment liée à leur capa-

cité à perméabiliser les bicouches lipidiques (Huin et al., 2020; Kayed et al., 2004) ; toutefois, 

comme nos expériences ne montrent pas de perturbation rédox induite par les assemblages 

pour les cellules n’exprimant pas la PrPC, la première hypothèse est à privilégier.  

 

4.2.2.4. Effet rédox de l’infection prion 

Nos travaux ont mis en évidence un effet pro-oxydant médié par l’expression de la 

PrPC de différents assemblages de protéines recombinants proches de ceux qui sont obser-

vés dans le cadre des maladies neurodégénératives. Pour nous rapprocher des conditions 
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de la pathogénèse des maladies à prions, nous avons souhaité infecter par une souche de 

tremblante du mouton nos modèles cellulaires coexprimant la PrPC avec les sondes rédox. 

Malgré plusieurs expériences indépendantes, les cellules coexprimant la PrPC avec la 

sonde Grx-roGFP, spécifique du glutathion, paraissent insensibles à l’infection prion. Une 

hypothèse pourrait être que, dans ces cellules, la surexpression de la glutarédoxine en fusion 

avec la sonde inhibe l’oxydation de certains résidus de la PrPC, qui semble nécessaire à sa 

conversion en PrPSc (Wolschner et al., 2009). Toutefois, nous avons montré une indépen-

dance entre niveau d’expression de la sonde et réponse des cellules à un traitement par de 

l’H2O2 exogène, qui suggère que la surexpression de la Grx dans nos modèles cellulaires n’a 

pas d’effet majeur sur l’homéostasie rédox cellulaire. 

Pour les cellules exprimant HyPer, on détecte de la PrPSc en immunofluorescence et 

en western blot, mais seules 20% des cellules sont infectées après huit passages, et la pro-

portion de cellules infectées aux passages plus précoces est inconnue. Nos expériences de 

suivi de la réponse rédox des cellules à un traitement exogène par 10 µM d’H2O2 au cours 

des passages ne permettent pas de mettre en évidence d’effet de l’infection prion des cel-

lules sur leur sensibilité à un oxydant exogène, ce qui pourrait être dû à la faible proportion 

de cellules infectées.  

 

4.3. Perspectives 

A court terme, les modèles cellulaires mis en place au cours de ce projet pourront 

être utilisés pour étudier l’effet d’oligomères d’A1-40 recombinant sur le stress oxydant afin 

de le comparer à l’effet des fibres. L’étude de l’effet d’assemblages d’A1-42 sur l’homéostasie 

rédox serait également très informatrice, car ce peptide est souvent décrit comme plus 

toxique qu’A1-40. Identifier les assemblages d’A les plus perturbateurs de l’homéostasie 

rédox serait une étape essentielle dans la compréhension de la pathogénèse de la maladie 

d’Alzheimer. 

La principale perspective à court et moyen terme de ce projet de recherche est l’étude 

des mécanismes conduisant à l’initiation du stress oxydant par les différents assemblages de 
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protéines impliqués dans les maladies neurodégénératives. Dans un premier temps, les hy-

pothèses que nous proposons concernant les mécanismes en jeu pourraient être testées par 

des western blots anti-glutathion péroxydase, anti-catalase et anti-NADPH oxydase suite à 

l’exposition des cellules aux différents assemblages avec et sans expression de PrPC. Une 

approche de western blot classique requerrait une important quantité d’assemblages de 

protéines, car, pour rester dans les conditions de la microscopie, la densité cellulaire devrait 

être extrêmement faible. L’implémentation au laboratoire de la technique de western blot 

sur cellule unique (Hughes et al., 2014) permettrait de pallier ces limites du western blot 

conventionnel. En première approche, les ARN messagers pourraient être analysés par PCR 

quantitative. L’étude de l’évolution de la concentration en H2O2 et de la proportion de glu-

tathion oxydé dans le noyau et les mitochondries en réponse aux différents assemblages 

grâce à l’adressage des sondes à ces compartiments pourrait également être informatrice 

sur les organites les plus touchées par le stress oxydant, et donc donner des indices sur les 

voies potentiellement impliquées. Une approche plus intégrative pourrait enfin être envisa-

gée pour identifier les voies impliquées dans l’effet pro-oxydant des assemblages exogènes. 

Le biotin-switch redoxome, qui consiste à identifier par spectrométrie de masse les protéines 

dont une ou plusieurs cystéines sont oxydées de façon réversible suite à un traitement pro-

oxydant, a déjà été utilisée au laboratoire, mais présente l’inconvénient de nécessiter de 

grandes quantités d’assemblages de protéines recombinantes (El Banna et al., 2019). 

A plus long terme, la stratégie expérimentale développée au cours de ce projet de 

thèse pourrait être transposée dans des modèles plus physiologiques des maladies neuro-

dégénératives, comme des cultures de neurones, primocultivés ou différenciés in vitro à par-

tir de cellules souches induites par reprogrammation. Une approche microfluidique pourrait 

par la suite permettre de reconstruire des réseaux avec ces neurones, afin d’étudier la po-

tentielle propagation spatiale du stress oxydant de neurone à neurone en réponse à une 

exposition localisée aux assemblages pathologiques (Bett et al., 2017; Deleglise et al., 2014; 

Lassus et al., 2016). 

 

4.4. Conclusion générale 
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Nos travaux ont conduit (i) à la mise en place de nouveaux outils, dont l’utilisation 

pourra être étendue à d’autres projets du laboratoire, (ii) à la mise en évidence d’un effet 

protecteur de l’expression de PrPC et d’A1-40 dans des conditions proches des conditions 

physiologiques, et (iii) à l’identification d’un rôle clé de la PrPC dans la médiation des pertur-

bations rédox induites par différents assemblages de protéines proches des assemblages 

pathologiques des maladies neurodégénératives. Nous avons de plus montré que les oligo-

mères de PrP étaient plus perturbateurs que les fibres de PrP, et que les fibres d’A étaient 

plus perturbatrices que les fibres de PrP. La Figure 93 présente des mécanismes putatifs pour 

l’effet rédox de la PrPC dans les conditions physiologiques et la maladie. Nos données sug-

gèrent que, en temps normal, la PrPC est associée à une activité glutathion péroxydase plus 

forte en réponse à H2O2, permettant une élimination plus rapide de cet oxydant. L’A1-40 

monomérique produit par les cellules pourrait limiter la toxicité associée à H2O2 d’une part 

en chélatant les ions cuivre et fer nécessaires à la réation de Fenton, et d’autre part en acti-

vant les catalases.  En présence d’assemblages pathologiques, l’une des voies de signalisa-

tion normales de la PrPC, qui aboutit à la libération par la NADPH oxydase de petites quan-

tités d’anion superoxyde ayant un rôle de second messager, pourrait être suractivée, ce qui 

aboutirait à la mise en place d’un stress oxydant cellulaire chronique.  
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Figure 93 : Proposition de mécanismes pour l’effet de la PrPC dans la régulation ou la 

perturbation de l’homéostasie rédox 

Nos données expérimentales suggèrent que, suite à une augmentation de la concentration 

cytoplamique en H2O2 due par exemple à un stress environnemental, la PrP est capable d’ac-

tiver la réduction de l’H2O2, couplée à l’oxydation du glutathion par des glutathion péroxy-

dases. La PrPC a également un rôle physiologique dans la signalisation cellulaire, qui passe 

par l’activation transitoire de la NADPH oxydase conduisant à la libération de l’anion radica-

laire superoxyde, qui a un rôle de second messager (Schneider et al., 2003). Nous proposons 

que les assemblages pathologiques puissent conduire à une suractivation de cette voie, con-

duisant à un excès d’anion superoxyde, converti en H2O2 par les superoxyde dismutases 

(Wang et al., 2018). L’H2O2 s’accumule alors en quantités trop importantes pour les systèmes 

antioxydants cellulaires, et peut être converti en radical hydroxyle cytotoxique via les réac-

tions de Fenton et d’Haber-Weiss, qui nécessitent des cofacteurs métalliques. Dans les con-

ditions physiologiques normales, certains assemblages non pathologiques d’A pourraient 

jouer un rôle protecteur contre la réaction de Fenton grâce à leur capacité à séquestrer les 

ions fer et cuivre (Mitra et al., 2018; Zou et al., 2002). Nous proposons un deuxième méa-

nisme protecteur, qui passerait par l’activation de catalases. 
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Abstract: Compelling evidence supports a tight link between oxidative stress and protein aggrega-

tion processes, which are noticeably involved in the development of proteinopathies, such as Alz-

heimer’s disease, Parkinson’s disease, and prion disease. The literature is tremendously rich in stud-

ies that establish a functional link between both processes, revealing that oxidative stress can be 

either causative, or consecutive, to protein aggregation. Because oxidative stress monitoring is 

highly challenging and may often lead to artefactual results, cutting-edge technical tools have been 

developed recently in the redox field, improving the ability to measure oxidative perturbations in 

biological systems. This review aims at providing an update of the previously known functional 

links between oxidative stress and protein aggregation, thereby revisiting the long-established rela-

tionship between both processes. 

Keywords: protein aggregation; redox; oxidative stress; proteinopathy 

 

1. Introduction 

Protein aggregation consists of any association of proteins into larger structures with non-native 

conformation [1]. Aggregates can have either an amorphous or a highly ordered structure (amyloid). 

The presence of aggregates is generally indicative of proteostasis imbalance, either due to insufficient 

proteostasis or to disrupted chaperone capacity. Aggregates can also be a response to cellular stress 

related to environmental changes [2] (Figure 1). 

The intrinsic parameters of protein aggregation are not fully understood, but the ability of certain 

proteins to aggregate more readily compared to others has been known for a while. Intrinsic aggre-

gation capacity can be obvious, as in the case of peptide poly(Q) tracts that form high molecular 
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weight aggregates in some neurodegenerative diseases (including Huntington’s disease). Such aggre-

gates exhibit a fibrillar or ribbon-like morphology, reminiscent of prion rods and amyloid-β (Aβ) 

fibrils in Alzheimer’s disease (AD) [3]. Aggregation is controlled in vitro, not only by poly(Q) tracts 

length (51–122 glutamines causing huntingtin’s aggregation in vitro), but also by protein concentra-

tion and reaction time [4]. In addition, most proteins contain one or more aggregation prone-regions 

(APR), which are protected from aggregation by protein interactions or by specific structural features 

(e.g., burying into a hydrophobic core) in physiological conditions [5]. 

Int. J. Mol. Sci. 2019, 20, 3896; doi:10.3390/ijms20163896 www.mdpi.com/journal/ijms 

 

Figure 1. General picture of the protein aggregation process. The unfolded and misfolded monomer structures are aggre-

gation prone. Folded monomers can also aggregate from native-like conformations without going through the unfolded 

step. The association of several monomers gives rise to oligomeric aggregates with low molecular weight. The addition of 
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oligomers in an ordered manner permits the growth of oligomers to protofibrils and mature fibrils. Amorphous aggregates 

can arise from the precipitation of monomers or oligomers, possibly leading to protein inclusions. 

However, the aggregation of proteins without any obvious features is intriguing. An interesting 

study used three different stress agents: Arsenite, a toxic metalloid, hydrogen peroxide (H2O2), a 

ubiquitous oxidative stress agent, and azetidine-2-carboxylic acid (AZC), a proline analog whose 

incorporation into proteins provokes conformation alterations, misfolding, and aggregation [6,7]. The 

authors identified that despite distinct stress conditions with distinct mechanisms of action, some of 

the proteins that aggregate are of similar types, suggesting that proteins within aggregates are intrin-

sically aggregation-prone [7]. Indeed, it appears that aggregation prone proteins like PrPC (the prion 

protein) or Shadoo (also a member of the prion protein family) exhibit large intrinsically disordered 

domains (IDDs). The resulting conformational plasticity is likely to offer a wide range of interacting 

possibilities for these proteins, thereby regulating their localization and aggregation propensity [8–

10]. Several computational approaches have tried to question the intrinsic determinisms of aggrega-

tion. Noticeably, the Waltz algorithm was developed to try to predict amylogenic regions in protein 

sequences, based on a scoring matrix deduced from the biophysical and structural analysis of previ-

ously characterized hexapeptides with amyloid properties [11]. Based on the accuracy of their 

pWALTZ prion prediction method derived from Waltz, Sabate and co-workers recently suggested a 

model for prion formation that depends on the presence of specific short sequence elements, embed-

ded in intrinsically Q/N-rich regions, with high amyloid propensity [12]. 

Interestingly, the aggregation of globular proteins into amyloids from a native or native-like state 

has also been described. In such cases, aggregation-prone states can be reached from native-like con-

formations after small temperature or pH changes, or stress modulations in general, without the need 

to cross the energy barrier to unfold [13]. Several examples in the literature illustrate this fact, such 

as the aggregation of one of the acylphosphatases from the Drosophila melanogaster (AcPDro2) [13], 

the human lysozyme aggregating through a nucleation-dependent growth process [14], the globular 

acylphosphatase from Sulfolobus solfataricus (forming aggregates in which the monomers maintain 

their native-like topology [15]), and the transthyretin-like domain of human carboxypeptidase D (h-

TTL), a monomeric protein with homology to human transthyretin that aggregates under close to 

physiological conditions [16]. Another example is the src tyrosine kinase SH3 domain, whose aggre-

gation-prone state favors a domain swap that allows amyloid formation [17]. In such cases, the free 

energy gap between the native and the aggregation-prone state is an essential determinant of the 

aggregation propensity of the proteins [14,17]. Moreover, even though unfolded proteins have a high 

capacity to aggregate, the residual aggregation potential of proteins within a folded state may be 

physiologically relevant and play a role in several clinical situations [13,14,16]. 

Protein aggregation is obviously related to several human pathological situations. Amyloidoses, 

for example, are a group of diseases originating from the aggregation of oligomers into amyloid 

fibrils that deposit in tissues and are, in turn, toxic to the cells. Which of the oligomers or the fibrils 

are the most toxic to cells is still a matter of debate. Further, well-known neurodegenerative diseases, 

including Alzheimer’s (AD), Parkinson’s (PD), and motor neuron diseases, appear to be a conse-

quence of protein aggregation in neurons, leading to toxicity and neuronal cell death. Although patho-

logical protein aggregation may have different causes, the chronic disturbance of cellular homeostasis 

(due to exogenous pollutants, or aging for example) is likely to play a major role by modifying the 

physico-chemical equilibrium and influencing protein folding and aggregation. Redox perturbations, 

in particular, have long been linked to protein aggregation diseases. 

Reactive oxygen species (ROS) are normal by-products arising from various cellular reactions, 

mostly during electron transport in mitochondria or chloroplasts. Intracellular ROS levels are main-

tained low within cells, ensuring redox homeostasis for proper cellular chemical reactions. Oxidative 

stress occurs when the ROS concentration is excessive regarding the antioxidant capacities of the 

cell, leading to the oxidation of cellular molecules and their alteration [18]. Proteins appear to be a 

major target for oxidation due to their elevated quantities compared to other cell components and also 

due to their high reactivity with ROS [19]. Proteins are susceptible to ROS modifications of amino 

acid side chains that alter their structure. 
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We provide here a review of recent data on the functional links between oxidative stress and 

protein aggregation. 

 

2. Oxidative Stress Can Produce Aggregation: A Mechanistic View 

2.1. Oxidation of Critical Amino Acids Induces Structural Changes within Proteins, Leading to Ag-

gregation 

2.1.1. Cysteine Oxidation 

Among the amino acids, cysteine (Cys) possesses a thiol group, which is highly nucleophilic. 

This structural feature makes cysteine particularly prone to oxidation by ROS. Amorphous aggrega-

tion of γ-cristallins is the cause of cataracts, a widespread disease among seniors. Internal disulfide 

bond formation between Cys32 and Cys41 due to oxidation was found necessary and sufficient to 

provoke aggregation under physiological conditions, likely by stabilizing an unfolded intermediate 

prone to protein–protein interaction between an extruded hairpin and a distal β-sheet in the γD-crys-

tallin [20]. 

Being essential for serotonin synthesis, Tryptophan hydroxylase 2 (TPH2) is considered a phe-

notypic marker for serotonin neurons. Known to be extremely labile to oxidation, TPH2 aggregates 

through both intra- and inter-molecular disulfide cross-linking upon oxidation of cysteines [21]. Ac-

cordingly, in a systematic cysteine-mutagenesis approach, a single cysteine out of 13 was found suf-
ficient for aggregation, whereas only cysteine-less mutants were found resistant to aggregation upon 

oxidation, thereby indicating that cysteines are necessary for the responses of TPH2 to oxidation. 

These results led the authors to hypothesize that redox homeostasis changes occurring during Parkin-

son’s disease might be involved in disulfide links in TPH2, causing TPH2 to shift from a soluble 

compartment to large inclusion bodies, consequently losing its catalytic function [21]. 

Alternatively, disulfide bonds can occur in proteins’ native structures in physiological conditions. 

Disulfide-rich domains (DRDs) are peptide domains whose native structures are stabilized by cova-

lent disulfide bonds through an oxidative folding reaction. The authors questioned whether this spe-

cific folding might be associated with an increased aggregation propensity of DRDs. Among the 97 

DRDs analyzed in silico, a majority were intrinsically disordered, but remained more soluble and had 

fewer aggregating regions than those of other globular domains [22]. This work suggests that DRDs 

might have evolved to avoid aggregation before proteins acquire their covalently linked native struc-

tures or after oxidative stress. 

2.1.2. Other Aminoacids Involved 

Caseins are very abundant in milk as they represent more than 80% of total milk protein content 

[23]. Inter- and intra- covalent di-tyrosine (di-Tyr) and di-tryptophan (di-Trp) cross-links have been 

shown to provoke α- and β-casein aggregation, due to the Trp-or Tyr- derived radicals produced by 

photo-oxidation mediated by riboflavin, a photosensitizing vitamin [24]. Oxygen was found to 

strongly modulate this phenomenon and to increase protein aggregation by decreasing the overall 

cross-link formation, but allowing the formation of oxidized Trp, Tyr, Methionine (Met), and Histi-

dine (His) residues [24]. 

Glyceraldehyde-3-phosphate dehydrogenase (GAPDH) is involved in energy production and has 

been shown to convert from its native soluble state into a non-native high molecular weight, which 

is insoluble, and an aggregated state, during the course of several diseases, including Alzheimer’s 

disease [25–27]. Interestingly, methionine, rather than cysteine oxidation, was shown to be a primary 

cause of GAPDH aggregation, as mutating methionine 46 to leucine rendered GAPDH highly re-

sistant to aggregation after exposure to (3E)-4-ethyl-2-hydroxyimino-5-nitro-3-hexenamide (NOR3), 

a potent oxidative agent driving GAPDH aggregation [25,28,29]. In this case, the authors propose 

that methionine oxidation represents a “linchpin”, a permissive event for subsequent misfolding and 

aggregation [28]. 
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It appears that protein residue oxidation, including the resulting disulfide bonds between cyste-

ines, is not directly responsible for aggregation, per se, but in most cases induces limited or extensive 

unfolding of the surrounding environment of the protein. This further favors protein–protein interac-

tions and aggregation, as summarized in Table 1. 

Table 1. Residue oxidation causing protein aggregation. 

Protein(s) Involved Mechanism Residue Involved 
Related 

Disease/Pathway 
Reference 

γD-crystallin 

Cys32–Cys41 internal disulfide 

bond formation leads to the stabi-

lization of a partially unfolded 

domain, which is prone to further 

intermolecular interactions. Inter-

nal disulfide bond formation pro-

vokes aggregation under physio-

logical conditions. 

Cysteine 
Cataracts in older 

people 
[20] 

Tryptophan hydroxylase 2 

(TPH2) 

Intra- and inter-molecular di-

sulfide bonds responsible for 

high molecular weight aggre-

gates. 

Cysteine Parkinson’s disease [21] 

Milk caseins 

Oxidation of Tryptophan, Tyro-

sine, Methionine, and Histidine 

residues decreases di-Tyr and 

di-Trp formation but allows in-

creased protein aggregation. 

Tryptophan, 

Tyrosine, 

Methionine, Histi-

dine 

None [24] 

Glyceraldehyde-3-phosphate 

dehydrogenase (GAPDH) 

Oxidation of Methionine allows 

subsequent misfolding and further 

aggregation of GAPDH. 
Methionine None [28] 

2.2. Role of Metals 

Metals’ contributions to Fenton’s or Haber-Weiss’ reactions have been described for a number 

of years, as they lead to highly reactive ROS that can be deleterious to cell components. In particular, 

they are responsible for amino acid oxidation. The involvement of metals in various pathological 

situations has also been recognized [30]. 

Parkinson’s disease pathology involves misfolding and aggregation of the presynaptic protein α-

synuclein, together with an alteration of the homeostasis of brain metals, including iron. A recent 

analysis of iron’s role in the aggregation and secondary structure of N-terminally acetylated α-synu-

clein (NAcαS), the pathologically relevant form in PD, revealed the importance of oxidation in the 

phenomenon [31]. The sole addition of iron(II) in presence of oxygen was shown to induce an anti-

parallel right-twisted conformation of NAcαS, and generate the oligomer-locked NAcαS
−
FeII/O2 con-

formation, thus initiating oligomer formation but preventing further processing into fibrils. This was 

not observed in the absence of oxygen. In contrast, the addition of iron(III) led to the formation of 

fibrils in the presence of oxygen. Thus, the iron oxidation status in the presence of oxygen differen-

tially controls aggregation. This may have physiological or pathological implications [31]. 

Particular mutations in the Apolipoprotein A-I (APOA1) gene provoke hereditary amyloidosis. 

Interestingly, Fe(II) can reduce the formation of fibrillar APOA1 species, as opposed to Fe(III), which 

enhances their formation in vitro [32]. The increased levels in Fe(III) compared to Fe(II) under par-

ticular oxidative physiological conditions, e.g., in older patients or in presence of air pollutants, might 

thus contribute to the development of amyloidosis and possibly other diseases involving protein ag-

gregation [32]. 
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Several studies have demonstrated amyloid-β-mediated ROS production in the presence of Cu 

ions, and mechanisms that can generate a superoxide anion (O2
•−

), hydrogen peroxide (H2O2), and a 

hydroxyl radical (HO•) have been proposed [33,34]. The Amyloid-β peptide (Aβ) is produced after 

cleavage of the transmembrane Amyloid Precursor Protein (APP) by β- and γ-secretases. Aβ is thus 

released in the extracellular space. Its accumulation and aggregation are a hallmark of Alzheimer’s 

disease (See Figure 2). A recent work identified that Cu(I) or Cu(II) cations predominantly bind the 

M1 site located in domain E2 of APP, with a comparablely high affinity (picomolar) being liganded 

by four histidine residues. Cu(II) binding to M1 was found to stabilize E2 but also alters its structural 

conformation into a more open state [35]. The authors demonstrated the aerobic catalytic oxidation 

of ascorbate, an abundant antioxidant molecule in the central nervous system, by the Cu-E2 complex, 

with an experimental set up close to physiological conditions. APPβ might thus play the role of redox 

catalyst in vivo and cause protein damage, as observed in brain tissues from Alzheimer’s patients 

[35]. 

 

Figure 2. Amyloid Precursor Protein (APP) processing. (A) Cleavage of APP occurs through two pathways. The non-

amyloidogenic pathway (grey, left) involves two cleavages by α- and γ-secretases and produces a long APPα fragment, 

which is secreted. C-Terminal Fragment (CTF)83, 3-kd peptide, (P3), and APP intracellular domain (AICD) fragments are 

also released. In parallel, the amyloidogenic pathway (pink, right) involves two cleavages by β- and γ-secretases, producing 

a long APPβ, which is secreted. CTF99, AICD, and Aβ fragments are also produced. In pathological conditions, Aβ pep-

tides accumulate and can ultimately aggregate and form oligomers and fibrils that are toxic for the cells (adapted from 

[36]). (B) Schematic representation of the APPα fragment, produced after cleavage of the APP by α-secretase. The E2 

domain is highlighted (green). (C) Zooming in on the four cysteine residues involved in the tetra-His M1 site, included in 

the E2 domain. The Cu cation is pictured as a red ball (adapted from [37] with permission). 

 

2.3. Carbonylation Leads to Aggregation 
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Carbonylation is a particular type of oxidation involving the irreversible addition of a carbonyl 

group (CO) into proteins. The ROS-mediated carbonylation of proteins mainly affects lysine, argi-

nine, threonine, and proline residues [38] and was frequently reported in chronic inflammatory dis-

eases [39,40]. Protein carbonylation is commonly considered a standard marker of oxidative stress. 

While carbonylation is reported as having a role in protein quality control, in tagging damaged pro-

teins for degradation with the 20S proteasome (via an unresolved mechanism), excessive carbonyla-

tion has been shown to be responsible for protein aggregation, especially when proteasome activity 

is impaired [41]. However, few publications provide mechanistic insight into how protein carbonyl-

ation causes aggregation. A recent report indicated that these specific modifications are also associ-

ated with physiological aging and favor the formation of denser and more compact aggregates, in-

cluding several proteins previously reported for their aggregation propensity [42]. Inducing carbonyl 

stress in young mice increased protein aggregation, similar to the aggregation naturally observed in 

old mice, indicating that post-translational oxidative alterations are responsible for increased protein 

aggregation [42]. Despite evidence that carbonylation leads to aggregation, to our knowledge, no 

direct mechanism has been explicitly reported. 

Recent attention has been paid to reactive dicarbonyl species, such as methylglyoxal (MGO) 

and glyoxal (GO), considered to be side-products of several metabolic pathways, as they produce 

specific oxidative modifications of proteins, mainly reacting with lysine and arginine [43]. These 

oxidative modifications, including carbonylation, are subsequently responsible for secondary and 

tertiary structure alterations and the formation of high molecular mass protein aggregates and may 

have an underestimated role in several proteinopathies, including Alzheimer’s and Parkinson’s dis-

eases. 

 

2.4. Protein Oxidation Influences Aggregation by Modulating Chaperone Protein Activity 

Oxidation-induced structural changes in proteins may also prevent specific interactions with 

partners. A very interesting case has been described recently, with the nucleotide exchanger and co-

chaperone Mge1 within the mitochondria. Mge1 is actually modified by persistent oxidative stress, 

and methionine 155, in particular, can be reversibly oxidized into methionine sulfoxide. As a result, 

due to local structural changes in Mge1 binding to its partner, the heat shock protein 70 (Hsp70) is 

defective. Hsp70 is a central heat-shock protein involved in controlling protein folding and plays an 

important role in ensuring proteostasis. If not reduced by the endogenous methionine sulfoxide re-

ductase, the oxidized Mge1 aggregates into amyloid-type particles. Interestingly, the authors noticed 

that highly oxidized Mge1 actually increased the binding capacity of Hsp70 to a denatured protein, 

suggesting that the oxidation-induced defective binding of Meg1 to Hsp70 and MgeI aggregation 

may protect the cells from the aggregation of other proteins in an oxidative stress context [44]. It is 

interesting to note that some isoforms of Hsp70 are stress-modulated. For instance, oxidants like 

methylene blue and hydrogen peroxide inactivate Hsp72, possibly due to the oxidation of two specific 

cysteine residues resulting in structural changes within the nucleotide-binding domain. Noticeably, 

this oxidation-induced inactivation of Hsp72 is associated with decreased levels of tau in several 

Alzheimer’s disease models. The authors suggest that Hsp72 inactivation could clear the cytosol from 

misfolded Hsp72 substrates like tau, even though the mechanism remains unclear [45]. 

Tsa1 is a surprising protein that exhibits a double role, acting as a peroxidase but also as a 

chaperone for aggregated proteins—specifically, by chaperoning misassembled ribosomal proteins, 

thereby preventing toxicity to arise from aggregation [46]. It is noticeable that the absence of Tsa1 

both provokes an increase in [H2O2] and the accumulation of aggregated proteins in the meantime 

[47]. This dual role might argue for a strong functional connection between oxidative stress and pro-

tein aggregation. 

 

2.5. Protein Oxidation Influences Aggregation by Perturbing the Translational Process 
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Yeast Sup35 is a translation termination factor well known for its capacity to form a prion 

(i.e., a self-perpetuating amyloid aggregate), in response to environmental or cellular factors. This 

prion is called [PSI+] [48]. When aggregated into [PSI+], Sup35 loses its function in translation ter-

mination, and an elevated read-through of the stop codons occurs, thereby generating C-terminally 

extended polypeptides. Following exposure to H2O2, [PSI+] formation was shown to occur with in-

creased frequency, possibly linked to the oxidation of methionine residues [49]. As a consequence, 

exposure to oxidative stress perturbs the translational process through titration of Sup35. 

Defective mRNAs are normally handled by mRNA quality control systems within cells, 

among which the non-stop decay (NSD) pathway and the no-go decay (NGD) pathways prevent the 

production of abnormal, potentially aggregation-prone proteins. Interestingly, NSD components 

(e.g., Ski7) and NGD components (e.g., Dom34/Hbs1) were recently shown to be required during 

oxidative stress [50]. Moreover, overexpression of Sup35 actually decreases stop codon read-through 

and improves the tolerance of yeast cells to oxidative stress, thus providing an unanticipated link 

between oxidative stress tolerance and NSD, as NSD substrates noticeably accumulate as a conse-

quence of [PSI+] formation after oxidative stress [50]. 

 

2.6. Oxidative Stress Contributes to Aggregation by Modulating the Proteasome and Autophagy 

Capacity 

Proteasomes are central players of the Ubiquitin–Proteasome System (UPS), which ensures 

the quality control of proteins. The 20S proteasome, constituting 28 subunits, is considered the “core” 

proteasome and is involved in unfolded, misfolded, or intrinsically disordered or oxidized protein 

removal by proteolytic degradation. Ubiquitination is not needed for degradation by the 20S pro-

teasome, unlike the 26S proteasome. Several other proteasome components regarded as regulators 

have been characterized, including the 19S proteasome. Obviously, increasing 20S proteasome ac-

tivity in pathogenic conditions due to protein aggregation might be of interest. The small, imidazo-

line-derivative molecule TCH-165 was shown to increase 20S proteasome levels to the detriment of 

the 26S proteasome, resulting in the enhanced proteolysis of intrinsically disordered proteins. These 

include aggregation-prone proteins such as α-synuclein and tau, whose aggregation are hallmarks of 

Parkinson’s and Alzheimer’s diseases, respectively, and proto-oncogenes, such as ornithine decar-

boxylase and c-Fos. Noticeably, high concentrations of this molecule resulted in the accumulation of 

ubiquitinated substrates [51]. 

Similarly, proteasome impairment has been shown to favor the accumulation and aggregation 

of aggregation-prone proteins [52–55]. UPS disturbances have been correlated with the spreading of 

diseases involving protein aggregation, including Alzheimer’s, Parkinson’s, and Huntington’s dis-

eases, as well as amyotrophic lateral sclerosis (ALS). ALS, in particular, is characterized by ubiqui-

tinated proteic inclusions. 

For our current focus, it is worth noticing that the UPS is actually redox regulated, and Sglu-

tathionylation, specifically, has been involved in the post-translational control of proteasome activity. 

For example, 20S glutathionylation was shown to be responsible for increased proteolytic activity 

[56], favoring theremoval of oxidizedor unstructured proteins in stressful situations. After an acute-

oxidative event, a coordinated response involving poly[ADP-ribose] polymerase 1 (PARP-1) activa-

tion and a ubiquitination block, followed by the inactivation of the proteolytic capacity, occurs, be-

fore massive de novo synthesis of proteasome players and consequently increased proteolytic activity 

[57]. In contrast to 20S, 26S proteolytic activity was reduced in oxidative conditions. Indeed, the S-

gluthationylation of a regulatory subunit of the 19S proteasome, resulting in diminished 26S pro-

teasome activity, was observed in the presence of chronically increased hydrogen peroxide concen-

trations both in vitro and in cellulo [58]. These data might reveal differential redox regulations for 

the proteasome’s components. Under normal physiological conditions, the oxidized proteasomes 

(ubiquitin-dependent proteolytic 20S core and regulatory 19S) are S-glutathionylated, as evidenced 

in several cellular contexts [56,58–60]. 



320 

 

It is also interesting to report here that the anti-malaria drug dihydroartemisinin, an artemisinin 

derivative used in clinics, acts by inhibiting the parasite’s proteasome, possibly through oxidative 

damage to the proteasome [61]. 

Thus, chronic oxidative stress favors protein aggregation through by impairing proteasome 

capacity (Figure 3). In addition, the slow and gradual accumulation of aggregates during aging has 

been observed. These aggregates are composed of oxidized proteins (including carbonylated aggre-

gates) due to proteins escaping the UPS and are suggested to bind the proteasome and inhibit its 

function [62,63], thereby fostering this aggregation loop. 

Autophagy is a cellular process that allows the recycling of cellular components, such as pro-

teins or organelles, through a lysosome-mediated catabolic pathway. Particular types of autophagy 

are primarily distinguished (macroautophagy, chaperone-mediated autophagy, microautophagy) by 

how target substrates are recognized and delivered to lysosomes. More specifically, autophagy is 

central in eliminating the substrates that will ultimately give rise to amyloids and fibrils in several 

neurodegenerative diseases (Aβ peptide and tau protein in AD [64,65], alpha-synuclein in PD [66], 

mutated huntingtin in Huntington disease [67], and superoxide dismutase 1 (SOD1) in ALS [68]). 

Accordingly, mice deficient in autophagy show neurodegenerative disorders, and defects in autoph-

agy have been associated with various human neurodegenerative diseases [69–73]. 

Redox regulation of autophagy has been suggested, as antioxidant treatments actually prevent 

autophagy [74]. This type of regulation was proposed by several authors [75–79]. Interestingly, re-

cent work identified that the absence of the glutathione reductase gsr-1 gene leads to major redox 

homeostasis unbalance in the model organism, Caenorhabditis elegans, and is also responsible for 

autophagy impairment by preventing the nuclear translocation of a key transcription factor, HLH-

30/TFEB. In addition, the aggregation of both homologous and heterologous proteins (Aβ peptide 

(AD), α-synuclein:: YFP (PD), and Q40::YFP (Huntington disease) expressed in C. elegans was in-

creased. This study reveals a glutathione-dependent regulation of autophagy, allowing the control of 

protein aggregation, a process also conserved from lower eukaryotes to mammals [80]. Recently, 

several drugs were developed to modulate autophagy in search of therapeutic improvement in neu-

rodegenerative disorders. Noticeably, Rapamycin targets mTor, a master regulator of cell growth and 

metabolism. Rapamycin activates autophagy and lysosomal biogenesis [81] and, furthermore, was 

shown capable of reducing Aβ accumulation and improving cognitive impairments in a transgenic 

mouse model by increasing autophagy [82,83]. Autophagy activation by rapamycin in neurons was 

also shown to favor the clearing of intracellular aggregates of misfolded prion proteins and to reduce 

neurotoxicity [84]. The rapamycin derivative, Rilmenidine, which is protective against oxidative cy-

totoxicity [85], was also shown to increase autophagy, despite failing to decrease the accumulation 

and aggregation of SOD1 in a mouse ALS model [86]. Another rapamycin derivative, biolimus, was 

also shown to be capable of activating autophagy efficiently in smooth muscle cells [87]. Most of 

these drugs have been shown to play on the oxidative balance within cells. Nevertheless, whether the 

effect of these drugs on protein aggregation is related to redox modulation has not been consistently 

characterized. 
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Figure3. General diagram showing the regulation of protein aggregation. Arrows indicate the activation relationship, and 

blunt-ended arrows indicate the repression relationship. References supporting this diagram within this review are as fol-

lows: 1: [20,21,24,28,31,32,35,41–47,49,50]; 2: [58,61]; 3: [57]; 4: [62,63]; 5: [51–55]; 6: [80]; 7: [74–80]; 8: [64–73,82–

84]; 9: [47,88–99]; 10: [100–107]. 

 

3. Aggregation Can, in Turn, Produce Oxidative Stress, or Protect Against Oxidative Insults 

3.1. Pro-Oxidative Effects 

As noticed previously, the yeast peroxiredoxin Tsa1 acts both as a chaperone and an ROS 

scavenger. The proline analogue azetidine-2-carboxylic acid (AZC) induces aggregation in yeast 

cells, and yeast mutants lacking TSA1 are highly sensitive to AZC-induced misfolding. The toxicity 

of AZC is actually related to ROS accumulation, as decreasing ROS levels prevents sensitivity to 

AZC. Interestingly, inhibiting nascent protein synthesis with cycloheximide rescues the tsa1 mutant 

sensitivity to AZC, confirming that aggregation in this case causes ROS production [47]. 

ROS production due to mitochondrial dysfunction was often found to be associated with pro-

tein aggregation, as in the case of Huntington’s [88,89] or Alzheimer’s disease [90]. Alpha–synuclein 

aggregation is a hallmark of Parkinson’s disease, as previously explained, and is known to influence 

mitochondrial morphology, interrupting ER–mitochondria communication [108–110] and modulat-

ing mitochondrial fragmentation [111], even though the molecular determinants of these changes are 

not very clear. The preferential binding of pathological alpha–synuclein aggregates to mitochondria 

was recently identified in neurons [91], and this process was accompanied by cellular respiration 

defects, suggesting mitochondrial dysfunction and leading to the hypothesis of a direct mitochondrial 

impairment by alpha-synuclein aggregates, inducing ROS production. 

RNA aptamers are synthetic nontoxic and non-immunogenic RNA oligonucleotides able to 

bind a specific target and can thus be used as therapeutic weapons. For instance, specific RNA ap-

tamers can efficiently inhibit aggregation of mutant huntingtin, with a pathogenic polyglutamine 

stretch, by stabilizing the monomer both in vitro and in cellulo. Oxidative stress is a hallmark of 

Huntington’s disease and has been shown to occur in cells exposed to mutant huntingtin aggregates. 

Whether it is a cause or a consequence of the disease is not yet clear. However, it is interesting to 

note that RNA aptamers inhibiting mutant huntingtin’s aggregation lead to reduced oxidative stress 

levels in cellular models [92]. The authors smartly engineered cells expressing RNA aptamers under 

the control of an oxidative stress-inducible promoter. A nine-fold increase in aptamer expression 
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occurred in mutant huntingtin-expressing cells, which consequently reduced mutant huntingtin ag-

gregation in these cells. As a consequence, oxidative stress levels were also reduced, so RNA aptamer 

expression was also, in turn, reduced [93]. This smart design unambiguously demonstrates that pro-

tein aggregation is responsible for intracellular oxidative stress production in this context. Accord-

ingly, mitochondrial dysfunction was also reduced using this particular experimental design, indicat-

ing that ROS production is likely related to mitochondrial impairment [93]. 

Human Amylin (hA) is a 4 kDa pancreatic hormone, synthesized and secreted along with 

insulin by islet beta cells. Like other amyloid proteins, it is prone to aggregation and remains a hall-

mark of type-2 diabetes mellitus [96]. Previous studies indicated that either exposure of beta cells to 

hA or hA-overexpression in cells results in intracellular ROS accumulation, supporting the hypoth-

esis that hA aggregation might be a cause of oxidative stress [94], possibly through mitochondrial 

dysfunction [95]. Recent work identified that a misfolded amylin actually activates an upstream 

apoptosis signal regulating kinase-1 (ASK1), with a concomitant decrease in the intracellular levels 

of reduced glutathione [96]. Moreover, the pro-oxidative activity and expression of a plasma mem-

brane bound NADPH oxidase (NOX) and its regulatory subunits were stimulated, suggesting that 

NOX1 and ASK1 mediate the cytotoxic effect of aggregated hA in pancreatic beta-cells [96]. Inter-

estingly, NOX had also been previously identified as a main ROS producer in cultured neurons ex-

posed to amyloid-β peptides [97,98]. 

Stabilizing α-synuclein monomers also proved to decrease the growth of misfolded cytotoxic 

aggregates and consequently reduced oxidative damage to the cells by limiting the binding of aggre-

gates to the cell membrane [99]. Thus, a membrane’s structure seems to play an important role in 

oxidative stress production in response to protein aggregation, possibly involving membrane bound 

oxidases for ROS production, as a consequence of aggregates binding to the membrane. 

 

3.2. Anti-Oxidative Effects 

Even though the role of aggregates in ROS production was unambiguously demonstrated 

through obvious examples, other findings describe how aggregates can also “buffer” oxidative effects. 

Surprisingly, 40-aminoacids, as well as 28-aminoacids amyloid-β peptides (Aβ1–40 or Aβ1–28), either 

soluble or aggregated, revealed potent anti-oxidant activity in cell-free systems, despite their accu-

mulation and aggregation being a hallmark of Alzheimer’s disease, which is also characterized by 

chronic oxidative stress [100,101]. The authors suggest that peptides might first chelate metal ions, 

including Zn(II), Cu(II), and Fe(II), as previously suggested by other authors [102–104], which would 

inhibit Fenton’s reaction, and then scavenge radicals by oxidation of His and Tyr residues [100,101]. 

Whether a peptide with similar His and Tyr residue content are also capable of “buffering” free radi-

cals would be worth testing. A more recent study reported similar anti-oxidant activity of amyloid-β 
aggregates. Overexpression of 21 variants of the amyloid-β 42 peptide fused with GFP in yeast (cov-

ering a broad range of intrinsic aggregation propensities) led to various levels of intrinsic oxidative 

stress production [105]. A striking correlation was observed—the more aggregation-prone the mu-

tated GFP-Abeta is, the less oxidative stress is produced, suggesting that large insoluble aggregates 

might act to limit cellular oxidative stress. An aggregation propensity threshold could be defined, 

above which proteins with a high aggregation propensity accumulate into foci. The authors then sug-

gested that protein foci formation is an active ATP-dependent process, which might serve as a pro-

tective mechanism against oxidative stress damage, despite its high energetic price [106]. 

Similarly, it is noteable that [PSI+] formation has been reported as protective against oxidative 

stress, as antioxidant enzyme-lacking yeasts become more sensitive to H2O2 when [PSI+] is eliminated 

[107]. 

Finally, Carija et al. propose that different kinds of aggregates have different effects on ROS 

levels, as small particles called “diffuse” aggregates are associated with increased intracellular oxi-

dative stress, whereas larger protein inclusions are not [105]. Similar conclusions were previously 

reached, that hydrogen peroxide is generated during the early stages of protein aggregation in the 
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course of Alzheimer’s disease pathogenesis, possibly by an early form of protein aggregation, in the 

absence of a mature amyloid fibril [112]. 

 

4. Aggregation and Oxidation can be Parts of a Vicious Circle 

In about 12% of familiar and 1.5% of sporadic cases of ALS, mutations in the superoxide 

dismutase 1 (SOD1), a major player in ROS detoxification, are found. The misfolding and aggregat-

ing of SOD1 are considered a hallmark of the disease [113]. A mutated version of SOD1 named 

SOD1A4V is particularly aggregation-prone. Its expression is associated with a profound disturbance 

of free ubiquitin distribution within the cells, and with UPS dysfunction. These data suggest that 

protein aggregation, per se, might cause UPS disturbance and participate in a vicious circle that even-

tually prevents the elimination of aggregates [114]. Because SOD1 is a major player in ROS detoxi-

fication, and its absence is responsible for increased oxidative stress, the latter being suggested to 

play a key role in ALS progression [115,116], it is a possibility that oxidative stress plays a role in 

UPS disturbance in this particular case. Both would participate a vicious circle involving SOD1 ag-

gregation and oxidative stress. 

In light of the mechanistic insights described previously, multifunctional modulators that are 

able to chelate metals and prevent ROS generation and protein aggregation have been designed for 

several years, in an attempt to develop new therapeutic tools [117,118]. TGR86 is composed of both 

the metal chelating clioquinol and the antioxidant, epigallocatechin gallate [119]. TGR86 was shown 

to be capable of both interacting with amyloid-β and efficiently modulating its aggregation and com-

plexing with Cu(II), as well as preventing ROS generation. Another bifunctional molecule, composed 

of a nitroxide spin label linked to an amyloidophilic fluorine (spin-labeled fluorine, SLF), was re-

cently developed [120]. Using super-resolution confocal microscopy imaging, the authors identified 

that assembling those two modules within SLF creates a synergistic effect in cultured neurons, pre-

venting the intracellular accumulation of amyloid-β on the one hand, together with the reduction and 

the scavenging of amyloid-β-induced ROS on the other. Further studies are now needed to evaluate 

the therapeutic potential of these molecules in Alzheimer’s disease. 
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Abstract  

  

Normal prion protein (PrPC) has been reported 

to interact with specific conformers of amy-

loid-β peptide (Aβ) assemblies and plays an 

important role in their neurotoxicity during 

Alzheimer’s disease (AD) progression. Even if 

PrPC may not affect either the Aβ plaque 

amount or the astrogliosis associated with AD 

evolution in transgenic mice, it intervenes in 

the behaviour impairment and cognitive defi-

cits mediated by a physical interaction between 

PrPC and Aβ. The effect of this interaction has 

extensively been explored in AD context, but 

little is known about the consequences of this 

interaction on PrP and how this interaction af-

fects the structural dynamics of PrP in order to 

mediate a signal transduction. In the present 

work, we explored the effect of the interaction 

between PrP and the most abundant Aβ peptide 

(Aβ1-40) on the dynamics of PrP oligomeriza-

tion process. We show that the three PrP sites 

involved in Aβ1-40 binding display different af-

finities. Furthermore, we demonstrate that sites 

1 and 2 located in PrP N-terminal region inhibit 

PrP oligomerization while Aβ1-40 binding to 

these two sites abolishes this autoinhibition. 

Aβ binding to site 3 located in PrP globular do-

main induces a structural rearrangement of PrP 

and promotes its oligomerization. These mo-

lecular findings identify a structural pathway 

through which Aβ1-40 affects PrP oligomeriza-

tion, and indicate that Aβ1-40 acts as an allo-

steric effector. These results provide new in-

sights into the mechanisms of the physiologi-

cally relevant PrP:Aβ1-40 interaction as well as 

key structural changes that may be involved in 

PrP-mediated signal transduction.  

  

  

Introduction  

  

Alzheimer's disease (AD) is a progressive neu-

rological disorder associated with severe atro-

phy of the cerebral cortex and an irreversible 

loss of cortical neurons (for an overview, see 

(1)). While the early-onset form of the disease 

is mostly associated with mutations in different 

genes involved in the processing of amyloid 

precursor protein APP (APP, Presenilin-1, Pre-

senilin-2), late-onset AD is related to impaired 

biological processes driven by a complex inter-

play between genetic and environmental fac-

tors that becomes visible with aging (Apolipo-

protein E, gender, oxidative stress, energy me-

tabolism, protein homeostasis…) (for reviews, 

see (2–6)). AD is mainly characterised by the 

harmful accumulation of amyloid-β peptide 

(Aβ) plaques (7) and neurofibrillary tangles of 

phosphorylated tau protein. The major constit-

uent of the plaques, the Aβ peptide, is com-

posed of 39 to 43 amino acids (8) and is a prod-

uct of the cleavage of the transmembrane amy-

loid precursor protein (APP) by the β- and γ- 

secretases (for an overview, see (9)). Two Aβ 

species are predominantly formed and have 

been identified as the main neurotoxic species: 

Aβ1-40 and Aβ1-42. Recent investigations high-

light that a structural polymorphism of Aβ as-

semblies correlates with phenotype variations 

in AD patients, allowing to hypothesize the ex-

istence of strains in AD (10–12).  

  

Whereas the association of Aβ peptide accu-

mulation with brain injury is clear, the molec-

ular mechanisms of cell toxicity remain uncer-

tain. The debate is mainly focused on the po-

tential toxicity of the Aβ fibrils and oligomers 

and whether a single type of assemblies or mul-

tiple ones are toxic. More than 20 years ago, 

the amyloid hypothesis of AD stipulated that 

Aβ fibril assemblies are the primary toxic spe-

cies (13). Recent convergent observations sup-

port a role of Aβ oligomers in the cytotoxic 

process, at least in the early stage of AD (14).  

  

Evidence supporting a relationship between 

AD and PrPC is increasing. In a study seeking 

to identify the cellular receptor that may medi-

ate Aβ-oligomer toxicity in AD, PrPC was iden-

tified as a unique protein with relevant affinity 
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for Aβ oligomers (15). In the same study, mon-

omeric Aβ1-42 exhibited an avidity 2.5-fold 

weaker than that of Aβ1-42 oligomers composed 

of ~50-100 protomers. The colocalization of 

PrP and Aβ in animals, cellular models and AD 

patient brains has also been well documented 

(16–19). Moreover PrPC has been shown to 

play a role in the regulation of Aβ production 

as an inhibitor of β-secretase involved in APP 

cleavage (20). The colocalization of large as-

semblies of Aβ and PrP or the co-occurrence of 

AD and Creutzfeldt-Jakob disease (the most 

common human prion disease) in the same pa-

tient has also recently been reported (21). 

Moreover, the literature reports that at cellular 

scale the Aβ:PrP interaction has for conse-

quences the clusterization of PrPC at the cell 

membrane and the activation of Fyn, a Src 

Family Kinase via caveolin in lipid rafts (16, 

22–25). This results in the activation of differ-

ent cell pathways like ERK1/2 and in the syn-

aptotoxicity of Aβ1-42 oligomers.  

  

Specific antibodies that interfere with the 

PrP:Aβ interaction (15, 26–28) or the use of 

truncated PrP constructs (16, 26, 29) have re-

vealed that the two main interaction sites are 

located in the unstructured N-terminal tail of 

PrP. The first site is located in the polybasic re-

gion (residues 23-27 in the human protein (30), 

corresponding to residues 25-29 in the ovine 

protein), and the second site is located between 

residues 90 and 110 in the human protein (res-

idues 93-113 in the ovine protein). The globu-

lar domain of PrP may also be a binding site for 

Aβ, since an antibody against the H1 helix of 

PrP blocks Aβ binding and prevents long-term 

potentiation (LTP) impairment (27). Moreo-

ver, peptide membrane array experiments have 

suggested that the H1, H2 and H3 helices of 

PrP intervene in the interaction with Aβ1-42 ol-

igomers (19, 27, 30). Centred now on Aβ pep-

tides, the interaction domain with PrP is far 

from being identified. Owing to the short 

length of Aβ peptide, it is unlikely that PrP rec-

ognizes a specific Aβ conformation but rather 

a charged stretch (31).  

  

Although interactions between different aggre-

gated conformers of Aβ1-42 peptides and PrP 

have been established, few studies have re-

ported the molecular basis of the monomeric 

Aβ:PrP interaction and the consequence of this 

interaction on the folding landscape of the re-

spective partners. The absence of such studies 

is mainly due to the fact that most of the studies 

considered the interaction between PrPC and 

Aβ peptide in the pathological situation and 

therefore considered the interaction between 

Aβ1-42 assemblies and PrPC. Furthermore, the 

high propensity of Aβ1-42 to aggerate render the 

exploration of monomeric Aβ1-42 with PrPC dif-

ficult and unprecise.  

  

The Aβ:PrP interaction should affect the con-

formational dynamics of both partners, but 

most studies have explored the effect of the 

Aβ1-42:PrP interaction on Aβ1-42 aggregation 

(32–34). Whereas these studies have suggested 

that the propensity of Aβ1-42 to form amyloid 

assemblies is reduced in the presence of mon-

omeric PrP, little is known about the effect of 

the most abundant Aβ peptides (35) present in 

healthy brain (Aβ1-40) on PrP structural dynam-

ics and polymerization. PrP is indeed able to 

oligomerize and its C-terminal globular do-

main is deeply involved in this process. More-

over, PrP N-terminal flexible region has been 

reported to interact with the C-terminal domain 

inhibiting PrP oligomerization (36–40). These 

inter-domain interactions also appear as a key 

element in the regulation exerted by the C-ter-

minal globular domain on the membrane recep-

tor activation processes performed by the N-

terminal region (37, 38, 41, 42). In the present 

work, we investigated out of AD and prion dis-

ease contexts the consequence of the 

Aβ1-40:PrP interaction on the oligomerization 

process of monomeric PrP at neutral pH, which 
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is auto-inhibited through the interactions of re-

gions 25-103 and 103-124 with PrP globular 

domain (residues 124-234) as described above. 

Using different truncated PrP constructs, we 

report the first exploration of the contribution 

of each Aβ binding site to PrP oligomerization. 

We observed that each site exhibits a different 

Aβ1-40 binding affinity. Aβ1-40 binding to site 2 

(PrP region 103124) abolishes the auto-inhibi-

tion of PrP oligomerization. Moreover, upon 

Aβ1-40 binding to site 3 (PrP region 124-234) 

we observed a conformational shift of PrP and 

an enhancement of PrP oligomerization. Aβ1-40 

acts as an allosteric effector that affects the 

conformational dynamics of PrP.  

  

  

Results  

  

Monomeric Aβ1-40 binds to PrP expressing 

cells.  

  

Previous studies reported the interaction be-

tween PrPC and oligomeric Aβ assemblies as 

responsible for signal transduction inducing 

cell death. To determine if monomeric Aβ1-40 

could induce a rearrangement of PrPC at the 

cell surface membrane, we purified monomeric 

Aβ1-40 (Figure 1) and RK13 cells expressing or 

not ovine PrP (PrP+ and PrP- respectively) were 

incubated with monomeric Aβ1-40 (0 or 50 

µM). After Aβ1-40 and PrP immunolabeling, 

cells were imaged using a confocal microscope 

(Figures 2A and S1). As observed and pointed 

by arrows, Aβ1-40 and PrP colocalize in some 

spots (Figures 2A, S1 panels B and C), suggest-

ing a potential interaction between these two 

molecules. Furthermore, the size of PrPC spots 

significantly (P value < 0.05) increases in pres-

ence of Aβ1-40 (Figure 2B) suggesting a reor-

ganization of PrPC molecules at the surface of 

the cell membrane compatible with a PrPC oli-

gomerization induced by Aβ1-40 peptide. We 

also noticed that the size of Aβ1-40 spots de-

creased in presence of PrPC (Figure 2C), sug-

gesting that PrPC inhibits Aβ1-40 aggregation as 

observed for Aβ1-42 (32).  

  

  

Monomeric Aβ1-40 binds to PrP with differ-

ent affinities according to the binding site 

and induces PrP aggregation.  

  

To determine how Aβ1-40 can induce PrP oli-

gomerization, we first determined the affinity 

of monomeric Aβ1-40 for the three binding sites 

previously described for Aβ1-42 assemblies (15, 

17, 26–29) (Figure 3A). To perform in solution 

measurements and to circumvent the draw-

backs of protein immobilization on surfaces 

(26, 27, 29, 30, 43), we tried a microscale ther-

mophoresis approach. The different PrP con-

structs (full-length PrP, PrP 25-124, PrP 103-

234, PrP 124-234 and PrP 103-124) (Figure 

3B), whose correct folding was checked using 

circular dichroism (Figure S2) were fluores-

cently labelled and a fix amount of these la-

belled constructs was incubated with increas-

ing amounts of Aβ1-40 pior analysis. The bumpy 

thermophoresis traces indicate the formation of 

PrP aggregates upon the addition of Aβ1-40 to 

the solution (Figure S3 shows thermophoresis 

traces observed with PrP 103-234 as an exam-

ple), preventing the use of canonical thermo-

phoresis data treatment to extract Aβ1-40:PrP 

binding parameters. However, like with a 

standard fluorimeter, the variation of the initial 

fluorescence intensity due to the fluorophore 

environment modification upon Aβ1-40  binding 

can be used to estimate the Aβ1-40 :PrP binding 

parameters (as described by the manufacturer 

in its manual and application notes) (Figure 3C 

and Table 1). With PrP 124-234 which contains 

site 3, a single binding event associated to a 

large fluorescence increase was observed (Fig-

ure 3C, dark blue curve) with a low affinity (Kd 

around 14 µM). With PrP 103-234 (purple 

curve), which contains sites 2 and 3, a larger 

fluorescence increase was observed and the 

shape of the curve reveals two binding events, 
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one with a low affinity (Kd around 23 µM) and 

one with a high affinity (Kd around 0.6 µM) 

(Figure S4). From the experiments with these 

two constructs, we conclude that site 3 is the 

low affinity binding site and that site 2 is the 

high affinity binding one. With full-length PrP 

(black curve), two binding events could also be 

detected, one with a high affinity (Kd around 

0.7 µM) and a second with a low affinity (Kd 

above 100 µM). With the PrP construct 25-124 

(light blue curve) which contains sites 1 and 2, 

two binding sites similar to full-length PrP 

were identified: a high affinity binding site (Kd 

around 82 nM) corresponding to site 2 and a 

low one (Kd above 100 µM) corresponding to 

site 1. Overall, these observations highlight 

that (i) the N-terminal part of PrP, i.e. the 25-

103 region that contains site 1, poorly binds 

Aβ1-40, (ii) the N-terminal part of PrP inhibits 

Aβ1-40 binding to the 124-234 region (site 3), 

implying that the N- and C-termini are struc-

turally close and in interaction. In addition, we 

observed a single binding event with an in-

creased Kd around 32 µM with PrP 103-124 

(green curve) which contains sites 1 and 3. We 

thus conclude that PrP region 25-103 requires 

the region 103-124 to fully inhibit Aβ1-40 bind-

ing to the 124-234 region of PrP, i.e. the region 

103-124 is required to allow the interaction be-

tween the N- and C-termini of PrP. Moreover, 

the absence of the high affinity binding with 

PrP 103-124 confirms that site 2, i.e. the 

103124 region is the high affinity binding site. 

The difference in Kds observed for site 2 be-

tween full-length PrP, PrP 25-124 and PrP 103-

234 underlines that the 124-234 region of PrP 

modulates by 10-fold the affinity of Aβ1-40 to 

the 103-124 binding site (site 2).  

  

It is worth noting that we observed a large in-

crease of fluorescence when Aβ1-40 is bound 

the 124-234 region of PrP, implying a major 

change in the fluorophore environment. Since 

this binding site lies within the globular do-

main of PrP, these data suggest that the C-ter-

minal part of PrP is rearranged when Aβ1-40 is 

bound to this PrP region. Altogether these ex-

periments confirmed the presence of three 

Aβ1-40 binding sites along the PrP sequence 

(Figure 3A). They present a broad affinity 

range (from high to very low) which is modu-

lated by neighbouring PrP regions, i.e. site 1 

inhibits site 3 and site 3 modulates site 2. We 

also conclude that (i) the C-terminal part of PrP 

is in close contact to Aβ binding sites 1 and 2, 

(ii) PrP C-terminus is structurally rearranged 

when Aβ1-40 is bound to PrP and (iii) Aβ1-40 in-

duces the aggregation of PrP.  

  

  

Monomeric  Aβ1-40  enhances  PrP oli-

gomerization.  

  

As previously observed, both ex vivo and on 

the thermophoresis traces (Figure S3), Aβ1-40 

induces PrP aggregation. To further elucidate 

the consequences of the PrP:Aβ1-40 interaction 

on PrP oligomerization, we monitored PrP oli-

gomerization in the presence of different con-

centrations of Aβ1-40 peptide using a light scat-

tering device. Figure 4A shows the scattered 

light intensity as a function of time with differ-

ent Aβ1-40 concentrations. This intensity is re-

lated to the weighted average molecular weight 

of the assemblies. In our experimental condi-

tions, no aggregation was detected for either 

PrP alone (Figure 4A, blue curve) or Aβ1-40 

alone, even at the highest tested concentration 

(5 µM, see Figure S5). However, when PrP and 

Aβ1-40 were mixed, the scattered light intensity 

increased, thus highlighting PrP oligomeriza-

tion. Furthermore, the scattered intensity after 

15 min exponentially increased as a function of 

Aβ1-40 concentration (Figure 4B), suggesting a 

cooperative effect of Aβ1-40 on PrP oligomeri-

zation rate. These observations are in accord-

ance with our previous results, that Aβ1-40 sig-

nificantly enhances PrP oligomerization pro-

cess.  
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Aβ1-40:PrP interaction induces a PrP confor-

mational rearrangement.  

  

The MST experiments show that monomeric 

Aβ1-40 binds to three different regions of PrP 

(Figure 3). These interactions induce PrP oli-

gomerization as shown by RK13 cells express-

ing PrPC and exposed to monomeric Aβ1-40 

(Figure 2), by thermophoresis (Figure S3) and 

by static light scattering measurement (Figure 

4). To determine the propensity of different 

binding sites to affect PrP oligomerization we 

compared the oligomerization process of dif-

ferent PrP constructs (Figures 3B and 5) in the 

presence (5 µM) and absence of Aβ1-40 using 

time resolved static light scattering. As shown 

in Figure 5 in the absence of Aβ1-40 (black 

curves), the light scattered intensity measured 

at the plateau is 10-fold higher for PrP 124-234 

than for full-length PrP. This observation indi-

cates a higher intrinsic propensity of 124-234 

PrP construct to oligomerize (Figure 5A and B, 

black curves). Similarly, the two deletions 25-

102 (PrP construct 103-234) and 103-124 (PrP 

construct D103-124) increase the propensity of 

PrP to oligomerize (respectively Figure 5 D 

and E), however with a much lower effect than 

the one observed with the 25-123 deletion. 

These observations reveal that (i) PrP N-termi-

nal region (25-123) acts as an inhibitor domain 

reducing the intrinsic propensity of the globu-

lar domain (PrP 124-234) to oligomerize, (ii) 

PrP segments corresponding to sites 1 and 2 

synergistically contribute to the oligomeriza-

tion inhibition mediated by the N-terminal re-

gion.  

  

In the presence of Aβ1-40 the oligomerization 

propensity of full-length PrP is considerably 

enhanced as judged by the comparison between 

the amplitude of the SLS signal intensity in the 

absence or in the presence of Aβ1-40 (Figure 

5A, black and red curves respectively). A sim-

ilar phenomenon is observed for PrP 103-234 

(Figure 5D). Indeed, the presence of Aβ1-40 

considerably enhances the oligomerization 

propensity of PrP 103-234. The enhancing ef-

fect of Aβ1-40 on PrP 124-234 and PrP 103-

124 oligomerization is effective yet moderate 

compared to full-length PrP and PrP 103-234 

(Figure 5B and E). In contrast with these last 

constructs, Aβ1-40 did not significantly affect 

the oligomerization propensity of PrP 167-234 

(Figure 5C). Moreover, according to the SLS 

signal Aβ1-40 did not induce any oligomeriza-

tion of PrP 25-124 (Figure 5F) even if MST ex-

periments revealed the existence of two Aβ1-40 

binding sites located in this construct.  

  

Considering that the N-terminal region acts as 

an inhibitor domain by reducing the intrinsic 

propensity of the globular domain 124-234 to 

oligomerize and that Aβ1-40 enhances the oli-

gomerization of different PrP constructs, we 

can conclude that Aβ1-40 binding to the 25-124 

segment decreases the oligomerization inhibi-

tory effect of the N-terminal region. Further-

more, by comparing the oligomerization pro-

pensity of PrP 124-234 and PrP 103-234 in the 

presence of Aβ1-40 we can conclude that seg-

ment 103-123 plays an important role in the 

modulation of PrP oligomerization process me-

diated by Aβ1-40.  

  

  

Aβ1-40 induces an increase in the size of PrP 

assemblies.  

  

The time resolved light scattering experiments 

demonstrate that the interaction between Aβ1-40 

and PrP increases the propensity of PrP to oli-

gomerize. However, these experiments do not 

allow to determine if this increase is related to 

a higher oligomerization rate i.e. a larger 

amount of oligomers or to an increase of the 

size of the assemblies. To determine how 

Aβ1-40 affects the formation rate and the size of 

PrP assemblies, the effect of Aβ1-40 on the oli-

gomerization of full-length PrP and PrP 103-

234 was explored by size exclusion chromatog-

raphy (SEC) coupled to static light scattering 
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(Figure 6). In the absence of Aβ1-40 the chroma-

togram of full-length PrP and PrP 103-234 re-

vealed the existence of two main peaks corre-

sponding to oligomeric PrP assemblies and 

monomeric PrP respectively (Figure 6A and B, 

black curves). Moreover, as shown by SLS 

measurements (Figure 6A and B, blue open cir-

cles), in the absence of Aβ1-40 the average size 

of the oligomers formed by full-length PrP is 

significantly lower than for PrP 103-234 (0.7 

MDa and 1.2 MDa respectively). This observa-

tion highlights the role of the N-terminal region 

in the quaternary structure rearrangement dur-

ing PrP oligomerization.  

  

For both PrP constructs in the presence of 

Aβ1-40 the chromatogram peaks corresponding 

to the oligomer elution volume were shifted to-

ward a lower elution volume indicating an in-

crease in the size of PrP assemblies (Figure 6A 

and B, red curves). It should be noted that the 

contribution of Aβ1-40 signal to the chromato-

gram is neglectable due to its low molar atten-

uation coefficient at 280 nm compared to the 

PrP one (Aβ= 1490 M-1 cm-1 and PrP = 59485 

M-1 cm-1). The molecular weight determination 

using light scattering coupled to SEC, con-

firmed the increase of PrP assembly size in the 

presence of Aβ1-40 for both constructs (Figure 

6A and B, orange open circles). These obser-

vations suggest that for full-length PrP as well 

as for PrP 103-234 the presence of Aβ1-40 in-

duces the formation of larger assemblies. The 

formation of larger oligomers in the presence 

of Aβ1-40 is associated with a higher monomer 

transformation for full-length PrP. This is not 

the case with PrP 103-234. For full-length PrP 

the peak surface corresponding to the monomer 

is lower in the presence of Aβ1-40 whereas for 

PrP 103234 the peak surface corresponding to 

the monomer is quasi-identic in the presence or 

absence of Aβ1-40 (Figure 6B). We can thus 

conclude that in the case of PrP 103-234 Aβ1-40 

did not affect the monomer to oligomer trans-

formation rate but rather the condensation rate 

of oligomers. This hypothesis is further sup-

ported by transmission electron microscopy 

analysis of PrP 103-234, which revealed larger 

worm-like objects in the presence of Aβ1-40 

than in its absence (Figure 6C and D). We thus 

conclude from these experiments that Aβ1-40 

does not solely increase PrP oligomerization 

rate but also increases the size of the oligomers.  

  

  

Aβ1-40 does not affect PrP oligomer stability.  

  

Our experiments showed that Aβ1-40 binds 

three different segments of PrP and modulates 

PrP oligomerization process. The increase of 

PrP oligomerization propensity due to Aβ1-40 

binding could be the consequence of either a 

stabilisation of a transient intermediate during 

oligomer formation or a direct stabilisation of 

PrP oligomers. Both phenomena would dis-

place the equilibrium towards the oligomer for-

mation (Figure 7A). To discriminate between 

these two possibilities, we produced and puri-

fied PrP oligomers at pH 7.2 (Figure 7B, (44)). 

This oligomer presents the same elution vol-

ume as the one observed in presence of Aβ1-40 

with PrP 25-234 (Figure 6A, red curve). We 

next monitored the oligomer depolymerization 

by recording the static light scattering signal as 

a function of temperature in the presence or ab-

sence of Aβ1-40. As shown in Figure 7C, the 

presence of Aβ1-40 did not modify the oligomer 

stability. This observation highlights that the 

Aβ1-40 does not enhance full-length PrP oli-

gomerization process through oligomer stabili-

sation and consequently suggests that Aβ1-40 af-

fect the formation of transient folding or un-

folding intermediates prior to PrP oligomer for-

mation.  

  

  

Discussion  

  

Aβ:PrPC interaction has extensively been ex-

plored in the context of AD (32–34). Indeed, 

the consequence of Aβ oligomer interaction 
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with PrPC has been reported to induce the for-

mation of PrPC clusters at the cell membrane 

and to activate different pathways like the 

caveolin-mediated Fyn kinase cascade and 

ERK1/2 (16, 22–25) conducing to apoptosis 

and the neurotoxicity of Aβ1-42 assemblies (45–

47). On the other hand, little is known about the 

consequences of PrP:Aβ binding on PrP struc-

tural dynamics. In the present study, we thus 

studied the influence of the major Aβ peptide 

(Aβ1-40) produced by specific APP cleavages in 

healthy brain (43, 48) on PrP structural dynam-

ics through its oligomerization process. We 

show that monomeric Aβ1-40 binds to 3 differ-

ent PrP regions with different affinities. These 

interactions modulate the oligomerization of 

PrP and its structure. This process is thus likely 

to have biological consequences like the for-

mation of PrPC clusters at the cell surface mem-

brane and the transduction of a cellular signal.  

  

Using different PrP constructs with specific de-

letions, we estimated the affinity of monomeric 

Aβ1-40 for three different binding sites. Two of 

these sites are located in the disordered PrP N-

terminal region (residues 25-123) and a third 

one is located in the globular domain (124-

234). Site 1 (residues 25-29) corresponding to 

the polybasic region has been described in the 

literature as a high affinity binding site for Aβ1-

42 oligomers (29, 30). However, our experi-

ments highlight that Aβ binding site 1 presents 

a low affinity for monomeric Aβ1-40 with a Kd 

above 100 µM. This result is very likely to be 

in agreement with the absence of binding of 

monomeric Ab1-42 to a PrP N-terminal frag-

ment reported by Fluharty et al. (29). Indeed, 

in their construct, only Site 1 is likely to be ac-

cessible, since Site 2 is directly linked to the C-

myc epitope bound by the anti-myc antiboby. 

The use of detergent may have weakened the 

interaction and prevented them to detect the in-

teraction. Site 2 located within residues 103-

124 presents the highest affinity for Aβ1-40 even 

if this affinity is modulated by PrP globular do-

main. Indeed, in the absence of the globular do-

main (124-234) the Kd of site 2 has been esti-

mated around 82 nM and around 600 to 700 nM 

in the presence of the 124-234 region. The third 

site of Aβ binding is located within the globular 

domain with an estimated Kd ranging between 

14 to 23 µM depending on the presence of the 

103-124 region. The fact that site 2 and site 3 

affect their respective Kd constitutes a hall-

mark of a folding-linkage between region 103-

124 and the globular domain. This mutual in-

terference constitutes the base for an allosteric 

linkage between site 2 and site 3.  

  

The oligomerization experiments performed in 

the absence of Aβ demonstrates that even the 

disordered PrP N-terminal segment (23-124) 

affects the dynamics of the globular domain 

and per se PrP oligomerization. The compari-

son of the oligomerization propensity of full-

length PrP and PrP 124-234 construct revealed 

that the 23-124 segment inhibits the oligomer-

ization process. The Poisson-Boltzmann elec-

trostatic density calculation for full-length PrP 

highlights the existence of highly localized 

positive charge densities on Aβ binding sites 1 

and 2 and negative charges in the globular do-

main (Figure 8). Thus, segment 25-124 is 

likely to act as an oligomerization inhibitor re-

gion through intramolecular electrostatic inter-

actions with the C-terminal globular domain 

(Figure 9A). The oligomerization enhancement 

induced by Aβ binding to sites 1 and 2 can 

hence be due to charge neutralization and the 

disruption of PrP intramolecular interactions. 

Indeed Aβ1-40 has an isoelectric point below 7, 

meaning that at neutral pH it is mainly nega-

tively charged and its binding to sites 1 and 2 

should significantly contribute to charge neu-

tralization. According to this mechanism Aβ 

supresses PrP oligomerization auto-inhibition 

and induces PrP oligomerization (Figure 9B 

and C).  

  

The interaction of Aβ1-40 with PrP construct 

124-234 revealed that the binding of Aβ to site 
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3 significantly enhanced the oligomerization 

process. The visualisation of the 3D-structure 

of PrP and its Poisson-Boltzmann electrostatic 

charge density (Figure 8) revealed that posi-

tively charged residues between H1 and S2 are 

spatially close to positively charged residues 

located at the second half of H2. Basic residues 

between S1 and H1 are also spatially close to 

basic residues on H3. The PrP oligomerization 

enhancement through Aβ binding to site 3 

could therefore occur by an intercalation within 

these positively charged residues. Since site 3 

involves different PrP segments of the globular 

domain, its interaction with Aβ could have for 

consequence a partial unfolding of PrP globu-

lar domain and S1H1S2 domain expansion 

from H2H3 in order to enable Aβ access to the 

positive charges.  

This domain expansion has already been re-

ported to be required for PrP oligomerization 

ignition (49). Consequently, the interaction of 

Aβ with the globular domain 124-234 (site 3) 

has an oligomerization enhancer effect by in-

ducing a partial unfolding in the 124-234 re-

gion (Figure 9C).  

  

The ex vivo experiments presented in this work 

clearly demonstrate that out of a neuron con-

text monomeric Aβ1-40 is able to directly mod-

ulate PrPC conformational dynamics and PrPC 

oligomerization. This observation underlines 

that the formation of PrP clusters ex vivo is in-

herent to Aβ1-40:PrP interaction. Moreover, the 

presence of Aβ1-40 gave rise to larger immuno-

stained spots of PrPC, some of them colocaliz-

ing with Aβ1-40 as shown in Figures 2 and S1. 

The formation of PrP clusters at the cell surface 

is compatible with the formation of PrP oligo-

mers. Like for many cell membrane receptors, 

PrP oligomerization and structural shifts are es-

sential to adopt an active conformation and 

trigger its mediated signal transduction (for re-

view (50)). Moreover, through its three Aβ 

binding sites with different affinities, PrPC ap-

pears capable of sensing various Aβ concentra-

tions as well as conformations. The modifica-

tion of PrP structural landscape may also be 

modulated by various antagonist ligands, such 

as Shadoo and Acetylcholine esterase (31, 51). 

Hence, the disordered N-terminal region of PrP 

appears as a platform for the binding of differ-

ent types of ligands what provides another 

layer of complexity. The nature of the ligand is 

likely to determine the type of signal trans-

duced into the cell. All this illustrates how PrP-

mediated signal transduction is finely tuned.  

  

  

Experimental procedures  

  

Preparation of recombinant Aβ1-40 peptide.  

  

Human Aβ1-40 peptide in the PetSac vector was 

expressed in Escherichia coli and produced as 

previously described (52). Briefly, inclusion 

bodies prepared from 1.5 L of bacterial culture 

were solubilised in 10 mL of solubilisation 

buffer 1 (8 M urea, 1 mM EDTA, 10 mM 

Tris/HCl pH 8.0) and purified using DEAE-

cellulose ion-exchange chromatography and 

stepwise elution with 10 mL of elution buffer 2 

(25 mM Tris/HCl, 1 mM EDTA, pH 8.0) with 

increasing NaCl concentrations (0, 50, 75, 100, 

125, 150, 200, 250, 300 and 500 mM). The 

eluted samples were analysed by SDS-PAGE 

and pooled according to their purity. Aβ1-40 so-

lutions were clarified by ultracentrifugation 

(100,000 g for 1.5 h), and the supernatants and 

pellets were analysed by SDS-PAGE. Buffer 

exchange was performed using dialysis mem-

branes (SnakeSkin®Dialysis Tubing, Thermo 

Scientific) at 4°C against 18.2 MΩ filtered wa-

ter in a volume at least 100-fold greater than 

the sample volume that was changed 3 times. 

The samples were then concentrated by freeze-

drying and then solubilised in 1,1,1,3,3,3-hex-

afluoro-2-propanol (HFIP) (Sigma-Aldrich), 

dried under nitrogen flow and solubilised in 

elution buffer 3 (6 M urea, 1 mM EDTA, 100 

mM NaCl, 25 mM Tris/HCl pH 8.0). Highly 
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pure Aβ1-40 peptides were obtained by gel fil-

tration using Superdex columns (S200, 10/300 

mm, GE Healthcare) and an ӒKTA purifier 

(GE Healthcare). Highly pure Aβ1-40 fractions 

were pooled and dialysed against 18.2Ω water 

in a volume at least 1000-fold greater than the 

sample volume using Slide-A-Lyzer Dialysis 

Cassettes with a MWCO of 3,500 (Thermo Sci-

entific). The dialysis step was repeated three 

times, and the highly pure recombinant Aβ1-40 

fractions were freeze-dried.  

  

  

Preparation of recombinant Aβ1-40 mono-

mers.  

  

Highly pure recombinant Aβ1-40 was solubil-

ised in HFIP at 4°C until the white opaque so-

lution became clear and uncoloured (from 3 h 

to 2 days, depending on the peptide concentra-

tion). After brief sonication followed by cen-

trifugation (Micro 22R, Hettich) at 4000 g for 

20 min, the concentration of the solubilised 

Aβ1-40 in the supernatant was estimated by 

measuring the absorbance at 280 nm using the 

appropriate extension coefficient 

(1490 cm-1M-1).  

The Aβ1-40 concentration was then adjusted to 

150 µM with HFIP and dried under nitrogen 

flow. The solubilisation and drying were re-

peated three times until a transparent film of 

Aβ1-40 was obtained. Aβ140 was then solubilised 

in buffer 1 containing 8 M urea at a maximum 

concentration of 150 µM. Urea prevents Aβ1-40 

aggregation during phase transfer and was re-

moved progressively by dialysis against reac-

tion buffer 4 (20 mM MOPS pH 7.0) at 4°C us-

ing Slide-A-Lyzer Dialysis Cassettes (3,500 

MWCO, Thermo Scientific). The Aβ1-40 mon-

omeric state was verified by gel filtration 

(TSKgel G4000SW, 25 mL) (Figure. 1B) and 

dynamic light scattering (Malvern Zetasizer 

NanoZS). The Aβ1-40 samples prepared follow-

ing this method were stored in reaction buffer 

4 at 4°C and remained stable for two weeks.  

  

  

Preparation of recombinant PrP constructs.   

  

Full-length ovine PrP 25-234 (Ala-136, Arg-

154, Gln-171 variant), PrP 25-124, PrP Δ103-

124 and different His-tagged truncated forms 

(103-234, 124-234, and 167-234) were pro-

duced in Escherichia coli and purified as de-

scribed previously (39). The pure monomeric 

PrP constructs were analysed by SDS-PAGE, 

bufferexchanged against desalting buffer 5 (0.5 

g/L ammonium acetate, pH 4.5) using Se-

phadex® G-25 columns (GE Healthcare) and 

freeze-dried. Before use, monomeric PrP was 

obtained by dissolving the lyophilised recom-

binant PrP in buffer 6 (15 mM sodium acetate, 

pH 5.1) followed by a buffer exchange chro-

matography on Sephadex® HiTrap Desalting 

G-25 columns (GE Healthcare) against reac-

tion buffer 4 using an ӒKTA purifier (GE 

Healthcare).  

  

  

Protein labelling for microscale thermo-

phoresis experiments.  

  

After dialysis against 20 mM MES pH 6.5, 20 

mM NaCl, proteins were incubated with Alexa 

Fluor® 488 carboxylic acid, succinimidyl ester 

(molar ratio 1:1.3) (Molecular Probes Inc., Life 

Technologies, USA) during 1H at RT. The ex-

cess dye was removed by dialysis against 20 

mM MES pH 6.5, 20 mM NaCl.  

  

  

Microscale thermophoresis.  

  

Microscale thermophoresis is a technology that 

uses the motion of fluorescent molecules along 

a microscale temperature gradient to detect any 

changes in their hydration shell, which can be 

induced by the binding to a partner (53–56). A 

fixed concentration of labelled proteins (either 

120 nM of PrP 103-234 or 20 nM of PrP D103-

124 or 20 nM of PrP 25-234 or 20 nM of PrP 
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25-124 or 120 nM of PrP 124-234) was incu-

bated with increasing amounts of Aβ1-40 in 20 

mM MES pH 6.5, 20 mM NaCl and 10% 

DMSO at room temperature for 10 min. For 

these experiments, we freshly dissolved com-

mercial Aβ1-40 (Genscript) in DMSO at a final 

concentration of 1 mM. The measurements 

were performed using a Monolith NT.115 

(NanoTemper Technologies GmbH, Munich, 

Germany) at 25°C (blue LED power between 

20 and 30%). The initial fluorescence data 

from three independent measurements were 

averaged and analysed using the NTAnalysis 

software (Nanotemper technologies) and a 

standard fitting sofware (GraphPad Prism 7.0a 

for Mac OS X (GraphPad Software, La Jolla 

California USA, www.graphpad.com)).  

  

  

Circular dichroism.  

  

The CD spectra were recorded on a Jasco J-810 

dichrograph at room temperature in 20 mM 

MES pH 6.5, 20 mM NaCl. All spectra were 

recorded using a 0.5-mm-path-length quartz 

cell. Each spectrum is an average of 4 scans; a 

4th-order polynomial smoothing with 6 neigh-

bours on each size was performed using 

GraphPad Prism 7.0a.  

  

  

Cell culture and confocal microscopy.   

  

RK-13 cells were stably transfected with a P2F 

plasmid expressing ovine PrP variant V136 

R154 Q171; the cells were later cloned to es-

tablish a stable cell line (57). RK-13 and PrP 

expressing RK13 cells were grown at 37°C in 

a 5% CO2-air atmosphere using Opti-MEM 

medium (Life Technologies, Inc.) supple-

mented with 10% fetal calf serum (FCS), 100 

IU/mL of penicillin and 100 mg/mL of strepto-

mycin.  

Cells (1.25x106) were seeded on 12-mm glass 

coverslips. After 2 h, the medium was changed 

and cells were incubated with Aβ1-40 peptide (0 

or 50 µM) at 37°C for 24 h. Cells were fixed 

with 4% paraformaldehyde in phosphate-buff-

ered saline (PBS) at room temperature for 10 

min. Fixed cells were washed twice in PBS and 

once with PBS containing 0,05% Tween-20 

(PBST). Non-specific binding of antibody was 

blocked by incubation of cells for 10 min twice 

in PBST containing 3% BSA.  

Subsequent washes and dilutions were per-

formed in the following buffer PBST with 1% 

BSA. Cells were incubated for 1 h with the pri-

mary antibodies (mouse anti-Aβ MAb (6E10 

(BioLegend), 1:1000) and rabbit anti-PrP pAb 

(MH44, 1:500)), then washed three times dur-

ing 15 min. Cells were incubated with the sec-

ondary antibodies (Alexa Fluor 555 conjugated 

goat anti-mouse IgG H+L and Alexa Fluor 488 

conjugated goat anti-rabbit IgG H+L (Invitro-

gen, 1:1000) and with DAPI (4’,6diamidino-2-

phenylindole) (Sigma-Aldrich, 1 µg/mL) for 1 

h. Cells were washed three time for 15 min, and 

twice with PBS for 15 min. Coverslips were 

mounted on glass slides with ProLong Gold 

Antifade Mountant (Thermofisher). Pictures 

were acquired with a Zeiss LSM 700 confocal 

laser scanning microscope (plan-apochromat 

40x magnification/NA 1.3 and plan-apochro-

mat 63x magnification/NA 1.4 oil immersion 

objectives) using laser excitation at 405 nm, 

488 nm and 555 nm. Stacks were recorded us-

ing a frame sequential mode to sequentially ex-

cite each fluorophore and record its fluores-

cence frame after frame. Background subtrac-

tion and image analyses were performed using 

ImageJ (version 2.0.0-rc68/1.52e) (Rasband, 

W.S., ImageJ, U.S. National Institutes of 

Health, Bethesda, Maryland, USA, https://im-

agej.nih.gov/ij/, 1997-2018). MannWhitney 

statistical tests were performed using 

GraphPad Prism 7.0a.  

  

  

Static light scattering (SLS) and mean aver-

age molecular weight estimation.   
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Static light scattering for kinetics and tempera-

ture ramping experiments were performed on a 

custom device using a 630-nm laser beam in 2-

mm quartz cuvettes. Kinetic experiments were 

performed at the temperature that enhanced 

PrP oligomer formation (60°C), as previously 

reported (58). The PrP concentration was fixed 

at 20 µM in 20 mM MOPS pH 7.0. The Aβ1-40 

concentration varied from 0.1 to 5 µM or was 

fixed at 5 µM. PrP 25-234 oligomers (3 µM 

monomer equivalent) were prepared as previ-

ously described (49), and their depolymeriza-

tion was monitored as a function of tempera-

ture (1°C/min from 20°C to 90°C) in the pres-

ence or absence of 0.75 µM monomeric Aβ1-40 

at pH 7.0.  

The mean average molecular weight (<Mw>) 

was estimated using the Rayleigh relation:  I = 

R*C*<Mw2>, where I is the scattering inten-

sity and R is the Rayleigh constant previously 

estimated and fixed for the device. C is the ob-

ject concentration. For homopolymers, the size 

of the polymers, N (i.e., number of protomers) 

can be extracted from the Rayleigh relation:   

I = R*c*N* M2.   

Here, c is the concentration equivalent to the 

monomer concentration, N is the size of the ol-

igomers, and M is the molecular weight of the 

monomer.   

  

  

Size exclusion chromatography and molecu-

lar weight determination.  

  

Full-length recPrP and PrP 103-234 (50 µM) 

were heated at 60°C in buffer 4 in the presence 

or absence of 12.5 µM Aβ1-40 for 20 min. The 

samples were then analysed by gel filtration 

(TSK 4000 SW) coupled to a multi-wavelength 

static light scattering device for molecular 

weight estimation using a custom MATLab 

program.   

  

  

Transmission electron microscopy (TEM).  

  

Sample morphology was analysed by TEM us-

ing a Zeiss EM902 (80 kV) microscope, and 

acquisitions were saved at 85,000 x magnifica-

tion. Briefly, 10 μl of the post-reaction PrP 

103-234 sample (60°C in the presence or ab-

sence of Aβ1-40, pH 7.0) was adsorbed on car-

bon-coated Formvar grids (Agar Scientific). 

Each grid was washed three times with deion-

ised water, stained with 2% uranyl acetate and 

air-dried.  
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Table 1. Binding affinity of Aβ1-40 to different PrP constructs.  

  

PrP construct  Kd  

25-234  0.7 µM and > 100 µM  

25-124  82 nM and > 100 µM  

103-234  0.6 µM and 23 µM  

124-234  14 µM  

103-124  32 µM  
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Figure 1. Analyses of monomeric Aβ1-40. Purification of the Aβ1-40 peptide expressed in E. coli led 

to highly pure and monomeric Aβ1-40 according to (A) SDS PAGE followed by silver staining and 

(B) size exclusion chromatography.  
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Figure 2. Effect of monomeric Aβ1-40 on PrP-expressing cells. A. Cells expressing PrP (PrP+) or not 

(PrP-) were incubated either with monomeric Aβ1-40 or buffer. Cells were then fixed with PFA 24-h 

postinoculation. Cells were immunostained with mouse anti-Aβ MAb (6E10) and rabbit anti-PrP 

pAb (MH44) and then with Alexa Fluor 488-conjugated goat anti-rabbit IgG (green) and Alexa Fluor 

555-conjugated goat anti-mouse IgG (red). Nuclei were stained with 4’,6-diamidino-2-phenylindole 

(blue). Cells were imaged using a confocal microscope, scale bar is 10 µm. Arrows point at some 

remarkable regions discussed in the text. B. Mann-Whitney statistical analysis of PrP spot area. The 

whiskers are drawn down to the min value and up to the max value. C. Mann-Whitney statistical 

analysis of Aβ spot area. The whiskers are drawn down to the min value and up to max value.  
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Figure 3. Estimation of the dissociation constant of Aβ1-40 for its different binding sites on PrP. A. 

Scheme of Aβ binding sites on PrP. B. Scheme of the different PrP constructs. C. Results of fluores-

cence experiments using Aβ1-40 to titrate fluorescently labelled full-length PrP (black), the 25-124 N-

terminal region (light blue), the 103-234 C-terminal domain (purple), the 124-234 C-terminal domain 

(dark blue) and the D103-124 construct (green). The results are expressed as the means ± SDs from 

three different experiments.  
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Figure 4. The effect of monomeric Aβ1-40 on PrP oligomerization process. A. PrP (20 µM) oligomer-

ization was monitored by static light scattering intensity as a function of time in the presence of 

different Aβ1-40 concentrations ranging from 0 to 5 µM (blue to red). B. The exponential variation of 

light scattering intensity (n=3) at 15 min as function of Aβ1-40 concentration suggests a cooperative 

effect of Aβ1-40 on PrP oligomerization.  
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Figure 5. Identification of PrP segments through which Aβ1-40 modulates PrP oligomerization. The 

oligomerization kinetics of different PrP constructs were monitored by the variation of scattered light 

intensity as a function of time in the absence (black curves) or presence (red curves) of 5 µM Aβ1-40 

(A: PrP 25-234, B: PrP 124-234, C: PrP 167-234, D: PrP 103-234, E: PrP D103-124, F: PrP 25-124).  
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Figure 6. Size characterisation of PrP oligomer assemblies generated in the presence of Aβ1-40. Oli-

gomerization profile analysis by multiwavelength static light scattering coupled to SEC was per-

formed for A: PrP 25-234 (50 µM) and B: PrP 103-234 (50 µM). The black and red curves are the 

chromatograms in the absence and presence of 12.5 µM Aβ1-40, respectively, whereas the open circles 

represent the size distributions (in MDa) of the monomer (black and red) and the oligomers (blue and 

orange) formed in the absence or presence of Aβ1-40, respectively. The morphology of PrP 103-234 

assemblies C: in the absence or D: presence of Aβ1-40 was explored by MET. The scale corresponds 

to 200 nm.  
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Figure 7. Effect of Aβ1-40 binding on PrP oligomer stability. A. Reaction scheme leading to the oli-

gomer formation. B. To explore the stability of oligomers in the presence of Aβ1-40, we first purified 

the oligomers as previously described (44). The integrity of the quaternary structure of the oligomer 

was confirmed by size-exclusion chromatography. The arrow indicates the position of the monomer 

(M) when the oligomer is depolymerized. C. The oligomer stability in the absence or presence of 

0.75 µM Aβ1-40 (black or red lines, respectively) was investigated by following depolymerization as 

a function of temperature.  
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Figure 8. 3D representation of PrP 25-234. The three a-helices are highlighted (grey for H1, clear 

blue for H2 and black for H3). Electrostatic potential was calculated using only charged residues and 

PoissonBoltzmann’s computation method with swiss-pdb viewer software 

(http://www.expasy.org/spdbv/). Positive surfaces are in blue and negative surfaces in red.  
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Figure 9. Schematic representation of the allosteric relationship between different PrP segments and 

the oligomerization process. A. Aβ binding sites 1 and 2 inhibit PrP oligomerization thanks to their 

interaction with the globular domain. B. Aβ binding to site 2 abolishes the interaction between site 2 

and the globular domain preventing  the effect of site 2 on the globular domain. Moreover Aβ binding 

to site 2 weakens the effect of site 1 on the globular domain. C. Aβ binding to site 1 abolishes the 

interaction between site 1 and the globular domain, and Aβ binding to site 3 enhances PrP oligomer-

ization.  
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6.3. Expériences de suivi de la concentration en H2O2 avec une sonde chimique 

Nous avons souhaité confirmer les résultats obtenus avec les sondes peptidiques par 

l’utilisation d’un autre type de sonde. Nous avons choisi d’utiliser la sonde chimique PY1, qui 

est, comme HyPer, spécifique d’H2O2, et qui présente l’avantage de pouvoir être adressée 

aux mitochondries (Dickinson et al., 2013). Dans le but d’évaluer la possibilité d’utiliser cette 

sonde pour suivre la concentration en H2O2 dans le cytoplasme de cellules de la lignée RK13, 

nous avons adapté un protocole de (Dickinson et al., 2013). Après incubation avec la sonde, 

les cellules sont exposées pendant deux heures à un traitement contrôle par de l’eau ou à 

un traitement oxydant : 100 µM d’H2O2, 100 µM de buthionine sulfoximine (BSO) ou 100 µM 

d’H2O2 et 100 µM de BSO. Le BSO est un inhibiteur de la synthèse du glutathion et favorise 

donc l’apparition d’un stress oxydant dans les cellules (Maeda et al., 2004). Après remplace-

ment du milieu par du PBS, les cellules sont observées en microscopie à fluorescence avec 

une longueur d’onde d’excitation de 511±22 nm et une longueur d’onde d’émission de 

555±12,5 nm. L’intensité de fluorescence des cellules semble légèrement plus élevée pour 

les cellules soumises aux trois traitements oxydants que pour les cellules traitées par de l’eau 

(Figure 94A). Le rapport 
Signal

Bruit
 des images étant trop faible pour que les cellules puissent être 

segmentées avec précision, nous avons choisi de quantifier l’intensité de fluorescence 

moyenne de l’ensemble de chaque image. Même si l’intensité de fluorescence a tendance à 

être plus élevée pour les cellules exposées aux traitements oxydants, il n’y a pas de différence 

significative avec les cellules non traitées, probablement en raison du faible nombre de ré-

plicats (Figure 94B). La caractérisation par spectrofluorimétrie de PY1 in vitro confirme que 

le pic d’excitation de la sonde oxydée est proche du pic d’émission de la DEL utilisée en 

microscopie (Figure 94C). En revanche, même si la fluorescence de la sonde augmente ef-

fectivement suite à un traitement par de faibles concentrations d’H2O2, cette réaction est 

très lente : pour les deux concentrations en H2O2 testées, la réaction n’arrive à l’équilibre 

qu’en 14 heures environ (Figure 94D). Cette faible réactivité de la sonde la rend peu compa-

tible avec la détection d’un stress oxydant transitoire. Dans le cadre de ce travail, nous avons 

donc choisi de nous concentrer sur l’utilisation des sondes protéiques. 
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Figure 94 : Caractéristiques de la sonde PY1. 

A : Cellules RK13 incubées avec 5 µM de sonde PY1 pendant 1 h puis traitées pendant 2h, 

soit par de l’eau (témoin négatif), soit par 100 µM d’H2O2, soit par 100 µM de buthionine 

sulfoximine (BSO), soit par 100 µM d’H2O2 et 100 µM de BSO. Le milieu est remplacé par du 

PBS juste avant l’observation. Le bruit de fond est atténué avec ImageJ (rayon du filtre = 50 

pixels). La look-up table (LUT) est présentée par la barre de calibration (à gauche).  

B : Quantification de l’intensité moyenne des images brutes correspondant à l’expérience 

présentée en A. Trois réplicats biologiques sont réalisés pour chaque expérience. 

C : Spectres d’excitation d’une solution de PY1 à 5 µM après 16 heures d’exposition à H2O2. 

La barre verticale indique le pic d’excitation vers 520 nm. La légende est la même que pour 

la figure D. 

D : Evolution de la fluorescence émise par une solution de PY1 à 5 µM en réponse à différents 

traitements par H2O2. Chaque expérience est réalisée en triplicat. 
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