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Résumé 

La maladie de Parkinson est une maladie neurodégénérative progressive caractérisée par la 

perte de neurones dopaminergiques, l’accumulation de lésions intraneuronales nommées 

corps de Lewy et l’accumulation en fer au niveau de la substance noire. Des mutations 

touchant le gène GBA, codant pour la glucocérébrosidase lysosomale, ont été associées au 

risque de survenue de la maladie de Parkinson. La glucocérébrosidase est une enzyme 

impliquée dans l’hydrolyse des glucosylcéramides en glucose et céramides modifiant ainsi la 

composition lipidique membranaire. Son activité enzymatique est réduite dans la substance 

noire des patients atteints par la maladie de Parkinson. Notre travail, articulé selon 3 axes, a 

visé à mieux comprendre l’implication d’une perte d’activité de la glucocérébrosidase 

lysosomale dans les évènements moléculaires impliqués dans la mort des neurones 

dopaminergiques, dans l’activation microgliale et dans la survenue de troubles cognitifs. 

Plusieurs voies de morts cellulaires ont été décrites comme pouvant être impliquées dans la 

mort des neurones dopaminergiques de la substantia nigra pars compacta. Ainsi l’apoptose, 

différentes formes d’autophagie et plus récemment la ferroptose (une mort cellulaire régulée 

favorisée par une peroxydation lipidique excessive et accélérée par une dyshoméostasie du 

fer) ont été décrite comme pouvant être critiques dans la mort de ces neurones. Pendant de 

nombreuses années, les processus sous-jacents ces morts cellulaires semblaient distincts. 

Cependant, des études plus récentes ont montré que ces voies de morts pouvaient interagir, 

complexifiant grandement notre compréhension des mécanismes impliqués. Par exemple, 

divers mécanismes d’autophagie spécifique (ferritinophagie, lipophagie…) altèrent 

l’homéostasie du fer ou des lipides, modulant ainsi la sensibilité à la ferroptose. Dans un 

premier axe de recherche, nous avons étudié l’implication de la glucocérébrosidase 

lysosomale, dans la régulation de la susceptibilité à la ferroptose dans un modèle cellulaire de 

neurones dopaminergiques, les cellules LUHMES. Pour cela, plusieurs modèles ont été mis 

en place via une inhibition pharmacologique avec un inhibiteur spécifique de la 

glucocérébrosidase lysosomale, le conduritol bêta epoxide ou une inhibition génétique, avec 

l’utilisation de siRNA dirigés contre la glucocérébrosidase. Nous avons montré qu’une 

inhibition pharmacologique de la glucocérébrosidase de plusieurs jours favorise, de manière 

transitoire, une protection forte et spécifique de la ferroptose. Nous avons montré que ce 

phénotype neuroprotecteur était corrélé à (i) une modification de la composition lipidique 

membranaire, avec une diminution des éther-phosphatidyléthanolamines, une classe de 

lipides particulièrement impliqués dans la sensibilité à la ferroptose ; et (ii) à une stabilisation 

de plusieurs facteurs intervenant dans la régulation du métabolisme du fer et des lipides, 

comme par exemple l’enzyme GPX4 qui est un acteur essentiel de la protection face au stress 

oxydant lipidique. Ce phénomène semble résulter d’une altération du flux autophagique 
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diminuant la dégradation de GPX4. Ces résultats renforcent l’implication de l’autophagie dans 

la modulation de la sensibilité à la ferroptose. Dans le second axe de recherche, nous avons 

souhaité évaluer l’implication d’une perte d’activité de la glucocérébrosidase lysosomale dans 

l’activation microgliale. L’activation microgliale chronique est impliquée dans de nombreuses 

atteintes neurodégénératives dont la maladie de Parkinson.  Pour cela, nous avons utilisé un 

modèle microglial, les cellules HMC3, soumis à une inhibition de la glucocérébrosidase 

lysosomale associée ou non à un facteur pro-inflammatoire. Nous n’avons pas observé de 

différence dans le profil d’activation microgliale, évalué par l’expression des interleukines 6 et 

1β. Enfin, pour le troisième axe de recherche, et pour compléter ce travail par une étude faite 

in vivo, nous avons étudié l’implication d’une perte d’activité de la glucocérébrosidase associée 

à un facteur pro-inflammatoire sur les fonctions cognitives sur des souris C57Bl/6j. Nous 

n’avons pas observé de différence pour la mémoire de référence spatiale, la mémoire de travail 

ni pour l’anxiété pour toutes les conditions. Des recherches plus approfondies sur l’implication 

d’une dysfonction lysosomale médiée par une perte d’activité de la glucocérébrosidase sont 

essentielles afin de mieux comprendre les évènements pathologiques retrouvés dans la 

maladie de Parkinson, tels que la neurodégénérescence, la neuroinflammation et les troubles 

cognitifs.  

Mots-clés : Glucocérébrosidase; Maladie de Parkinson; lysosome; autophagie; ferroptose; 

neurones dopaminergiques 

Abstract 

Parkinson's disease is a progressive neurodegenerative disorder characterised by the loss of 

dopaminergic neurons, the accumulation of intraneuronal lesions known as Lewy bodies and 

the accumulation of iron in the substantia nigra. Mutations in the GBA gene, which codes for 

lysosomal glucocerebrosidase, have been associated with the risk of Parkinson's disease. 

Glucocerebrosidase is an enzyme involved in the hydrolysis of glucosylceramides into glucose 

and ceramides, thereby modifying the composition of membrane lipids. Its enzymatic activity 

is reduced in the substantia nigra of patients with Parkinson's disease. Our work, based on 3 

axes, aimed to gain a better understanding of the involvement of a loss of lysosomal 

glucocerebrosidase activity in the molecular events involved in the death of dopaminergic 

neurons, in microglial activation and in the onset of cognitive disorders. 

Several cell death pathways have been described as being involved in the death of 

dopaminergic neurons in the substantia nigra pars compacta. Apoptosis, various forms of 

autophagy and, more recently, ferroptosis (a regulated cell death promoted by excessive lipid 

peroxidation and accelerated by iron dyshomeostasis) have been described as potentially 

critical in the death of these neurons. For many years, the processes underlying these cell 



16 
 

deaths appeared to be distinct. However, more recent studies have shown that these death 

pathways may interact, greatly complicating our understanding of the mechanisms involved. 

For example, various specific autophagy mechanisms (ferritinophagy, lipophagy, etc.) modify 

iron or lipid homeostasis, thereby modulating sensitivity to ferroptosis. 

For this first line of research, we studied the involvement of lysosomal glucocerebrosidase in 

the regulation of susceptibility to ferroptosis in a cellular model of dopaminergic neurons, 

LUHMES cells. To this end, several models were set up using pharmacological inhibition with 

a specific inhibitor of lysosomal glucocerebrosidase, conduritol beta epoxide, or genetic 

inhibition using siRNAs directed against glucocerebrosidase. We have shown that 

pharmacological inhibition of glucocerebrosidase for several days transiently promotes strong 

and specific protection of ferroptosis. We showed that this neuroprotective phenotype was 

correlated with (i) a change in membrane lipid composition, with a reduction in ether-

phosphatidylethanolamines, a class of lipids particularly involved in susceptibility to ferroptosis; 

and (ii) stabilisation of several factors involved in regulating iron and lipid metabolism, such as 

the GPX4 enzyme, which is an essential player in protection against lipid oxidative stress. This 

phenomenon seems to result from an alteration in autophagic flux, which reduces the 

degradation of GPX4. These results reinforce the involvement of autophagy in the modulation 

of sensitivity to ferroptosis. In the second line of research, we wanted to assess the 

involvement of a loss of lysosomal glucocerebrosidase activity in microglial activation. Chronic 

microglial activation is implicated in many neurodegenerative disorders, including Parkinson's 

disease.  We used a microglial model, HMC3 cells, subjected to inhibition of lysosomal 

glucocerebrosidase with or without a pro-inflammatory factor. We observed no difference in 

the microglial activation profile, assessed by the expression of interleukins 6 and 1β. Finally, 

for the third line of research, and to complete this work with an in vivo study, we studied the 

implication of a loss of glucocerebrosidase activity associated with a pro-inflammatory factor 

on cognitive functions in C57Bl/6j mice. We observed no difference in spatial reference 

memory, working memory or anxiety for any of the conditions. Further research into the 

involvement of lysosomal dysfunction mediated by a loss of glucocerebrosidase activity is 

essential in order to gain a better understanding of the pathological events observed in 

Parkinson's disease, such as neurodegeneration, neuroinflammation and cognitive 

impairment. 

Key-words: Glucocerebrosidase; Parkinson’s disease; lysosome; autophagy; ferroptosis; 

dopaminergic neurons  
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Introduction 

Mon travail portant sur l’impact d’une perte d’activité glucocérébrosidase sur les mécanismes 

pathologiques de la maladie de Parkinson, m’a amené à m’intéresser aux conséquences d’une 

telle déficience enzymatique sur (i) la sensibilité des neurones dopaminergiques à plusieurs 

toxines spécifiques de différentes voies de mort cellulaires, (ii) l’activation microgliale et (iii) les 

fonctions cognitives. Pour replacer ce travail dans son contexte, nous nous intéresserons, 

dans un premier temps, au métabolisme des glycosphingolipides et à l’activité 

glucocérébrosidase ainsi qu’à son implication dans deux pathologies, à savoir la maladie de 

Gaucher et la maladie de Parkinson. Puis, nous nous focaliserons davantage sur la maladie 

de Parkinson en exposant les principaux mécanismes physiopathologiques décrits dans cette 

pathologie qui nous amèneront à discuter de deux morts cellulaires, la ferroptose et 

l’autophagie ainsi que leurs interactions.  

1. La glucocérébrosidase 

La glucocérébrosidase est une enzyme participant à la régulation des glycosphingolipides 

puisqu’elle intervient, principalement, dans le clivage des glucosylcéramides. Elle a été 

identifiée, pour la première fois en 1965, de par sa déficience dans les lysosomes des 

leucocytes et des fibroblastes issus de patients atteints de la maladie de Gaucher (1–4).  

1.1. Métabolisme des glucocérébrosides et activité glucocérébrosidase 

1.1.1. Le rôle des glycosphingolipides 

Parmi les tissus de l’organisme, le tissu nerveux est l’un des plus riches en lipides. En plus de 

leur quantité importante, les lipides du tissu nerveux présentent une grande diversité 

structurale. Les sphingolipides sont un groupe de lipides complexes, dérivés de la N-

acylsphingosine ou céramide, comprenant les phosphosphingolipides et les 

glycosphingolipides. Dans ce manuscrit, nous nous intéresserons, principalement, aux rôles 

et au métabolisme des glycosphingolipides. 

Les glycosphingolipides représentent 15 à 20% des lipides totaux cérébraux (5). A l’échelle de 

la cellule, ils peuplent principalement les radeaux ou « rafts » lipidiques dans la membrane 

plasmique avec le cholestérol, les protéines telles que des récepteurs, des molécules de 

signalisation et des protéines d’ancrage (6,7). La fraction céramide hydrophobe ancre le 

glycosphingolipide dans la membrane plasmique, tandis que la portion glycane hydrophile se 

trouve dans l’espace extracellulaire permettant l’interaction avec d’autres molécules, 

intervenant dans la modulation de la transduction du signal transmembranaire et dans la 

reconnaissance cellulaire (8). En plus de leur localisation à la surface externe de la membrane, 
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une partie des glycosphingolipides est présente dans le feuillet interne des vésicules 

lipidiques, des membranes nucléaires ; liée dans le cytosol aux protéines ou associée aux 

éléments du cytosquelette (9). De ce fait, les glycosphingolipides ne sont plus considérés 

comme de simples régulateurs des propriétés physiques de la membrane mais comme des 

lipides bioactifs intervenant dans la régulation des différentes fonctions cellulaires telles que 

la prolifération et la maturation cellulaire, la régulation de l’endocytose et de l’autophagie ou 

dans des processus plus délétères comme la neuroinflammation favorisant la mort cellulaire.  

a. Les glycosphingolipides dans la maturation neuronale 

Des études ont montré que la synthèse de glucosylcéramides (GlcCer) est nécessaire pour la 

croissance axonale et dendritique (10,11). En effet, la stimulation de croissance des axones 

entraîne l’activation de l’enzyme responsable de la synthèse des GlcCer (11,12) tandis que 

l’inhibition de celle-ci provoque la rétractation des neurites dans un modèle de neuroblastome 

(13). Par ailleurs, des modèles génétiques murins de délétion de l’enzyme responsable de la 

synthèse des GlcCer, spécifiquement dans les cellules neuronales, présentent une 

dégénérescence axonale ainsi qu’une perturbation de la gaine de myéline pouvant aller 

jusqu’à une mortalité post-natale précoce renforçant le rôle essentiel de ces 

glycosphingolipides dans la maturation cérébrale (14,15). A l’inverse, l’inhibition de la 

glucocérébrosidase, enzyme responsable de la dégradation des GlcCer ne semble pas 

impacter la différenciation neuronale (16). D’après Buccoliero et collaborateurs, les GlcCer 

seraient exprimés en niveaux relativement faibles dans les neurones car ils serviraient 

davantage d’intermédiaires métaboliques dans la synthèse de glycosphingolipides plus 

complexes. Dans ce sens, des études ont suggéré que les globosides ou gangliosides 

pourraient être impliquées dans l’expression de gènes neuronaux lors de la différenciation 

neuronale et, ainsi, favoriser la croissance dendritique, axonale ou encore intervenir dans la 

formation de la myéline (11,17,18).  

En raison de la mortalité précoce associée aux modèles murins de délétion génétique de la 

glucocérébrosidase, une étude s’est intéressée à l’expression des facteurs neurotrophiques 

au cours du développement dans un de ces modèles. Les souris déficientes en 

glucocérébrosidase présentaient une diminution du brain-derived neurotrophic factor (BDNF) 

et du nerve growth factor (NGF) dans plusieurs régions cérébrales renforçant le rôle des 

glycosphingolipides dans le développement du système nerveux central (19). Enfin, des 

neurones générés à partir de fibroblastes de patients atteints de la maladie de Gaucher, 

provoquée par des mutations du gène codant pour la glucocérébrosidase, présentaient des 

propriétés électrophysiologiques anormales mettant en lumière un autre mécanisme pouvant 

être régulé par les glycosphingolipides (20). 
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b. Les glycosphingolipides dans le trafic vésiculaire 

La majorité des données sur ce rôle a été obtenue dans le cadre de maladies de surcharge 

lysosomale résultant majoritairement d’un défaut du catabolisme des glycosphingolipides. Les 

altérations liées directement à la déficience de la glucocérébrosidase seront développées 

ultérieurement. 

L’implication des glycosphingolipides dans les voies vésiculaires a également été mis en 

évidence dans des études sur le mélanome. Sprong et collaborateurs ont montré qu’une lignée 

cellulaire de mélanome déficiente en glycosphingolipides présentait une perte de pigmentation 

due à un défaut de fabrication de la mélanine. Cette observation provenait d’un mauvais 

ciblage de la tyrosinase, une enzyme catalysant la production de la mélanine, qui s’accumulait 

dans le complexe de Golgi plutôt qu’au niveau des mélanosomes. L’ajout de 

glucosylsphingosines a restauré le transport de la tyrosinase et la pigmentation des cellules 

mettant ainsi en lumière le rôle des glycosphingolipides dans le transport des protéines (21). 

L’altération du tri protéique et de la biogénèse des mélanosomes pourraient résulter d’une 

diminution de l’activité de la pompe à protons V-ATPase, éventuellement médiée par des 

liaisons avec les GlcCer, participant ainsi à la basification des lysosomes et du réseau trans-

Golgi (22). Par ailleurs, il a également été montré que les gangliosides peuvent participer à la 

régulation de l’autophagie. Dans une situation de privation d’acides aminés, le ganglioside 

peut interagir avec des régulateurs positifs de l’autophagie ; augmenter la conversion de LC3-

I en LC3-II (un marqueur de l’initiation de l’autophagie) contribuant ainsi à la biogénèse et à la 

maturation de vacuoles autophagiques. L’inhibition d’enzymes impliquées dans la synthèse 

de ces lipides a altéré l’autophagie tandis que l’ajout exogène en gangliosides l’a initiée (23).  

c. Les glycosphingolipides dans la mort cellulaire 

Des souris double-KO de gènes codant pour des enzymes impliquées dans la synthèse de 

différents gangliosides ont présenté des troubles cognitifs, moteurs et sensoriels associés à 

une neurodégénérescence (24). Des études se sont intéressées, plus particulièrement, à 

l’implication des glycosphingolipides dans l’apoptose, une forme spécifique de mort cellulaire 

caractérisée par des évènements biochimiques conduisant à la fragmentation cellulaire en 

structures compactes appelées « corps apoptotiques ». Hong et collaborateurs ont montré que 

les niveaux de Bcl-2, un répresseur de l’apoptose, étaient diminués dans le cerveau de souris 

mimant la maladie de Gaucher et étaient associés à une augmentation du nombre de cellules 

apoptotiques (25). Il a également été montré que le ganglioside GD3 pouvait directement 

moduler la sensibilité à l’apoptose. En effet, celui-ci est capable d’interagir avec des 

composants de la chaîne de transport d’électrons mitochondriale, induisant une augmentation 
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des espèces réactives à l’oxygène (ROS) ainsi qu’une potentialisation du pore de transition de 

la perméabilité mitochondriale favorisant la mort par apoptose (23). De plus, GD3 peut 

également bloquer l’activation du facteur de transcription Nuclear factor-kappa B (NF-ΚB) 

empêchant l’induction de gènes anti-apoptotiques. A contrario, le statut d’acétylation de GD3 

réduirait la sensibilité à l’apoptose montrant le double rôle de ce glycosphingolipide dans la 

sensibilisation à l’apoptose (23). 

Mais d’autres formes de mort pourraient être influencées par une altération du métabolisme 

des glycosphingolipides. Par exemple, il a été proposé que les glycosphingolipides pouvaient 

avoir une incidence dans la régulation de la nécroptose, une mort cellulaire indépendante des 

caspases. En effet, dans les neurones et les cellules microgliales d’un modèle murin 

présentant une déficience en glucocérébrosidase, une élévation des niveaux de deux 

protéines sérine/thréonine kinases (RIPK1 et RIPK3) médiatrices de la nécroptose a été 

retrouvée (23). De plus, l’inhibition pharmacologique de la glucocérébrosidase a provoqué une 

neurodégénérescence, une altération de la coordination motrice, et a ainsi diminué la durée 

de vie de souris hétérozygotes RIPK3 (23,26).  

Ces données évoquent un potentiel rôle des glycosphingolipides dans l’induction de morts 

cellulaires. Cependant, cela nécessite davantage d’investigations car l’apoptose et la 

nécroptose ne sont pas les seuls mécanismes de mort impliqués dans les maladies 

neurodégénératives. De plus, il serait important de déterminer si les effets observés résultent 

d’une conséquence directe de la dérégulation du métabolisme des glycosphingolipides ou 

indirecte, et donc médiée par d’autres mécanismes physiopathologiques tels que la 

neuroinflammation par exemple. 

d. Les glycosphingolipides dans la neuroinflammation 

Des études ont montré que les glycosphingolipides peuvent intervenir dans la régulation de 

l’expression de cytokines et de chimiokines pro-inflammatoires, dans des modifications de la 

proportion de lymphocytes T activés et/ou de la production d’auto-anticorps, dans la 

perméabilité de la barrière hémato-encéphalique ou encore dans le recrutement de cellules 

immunitaires périphériques (27) (Annexe 2).  En effet, les GlcCer ont été identifiés comme 

activateurs de lymphocytes T « natural killer » invariants, qui reconnaissent spécifiquement 

des glycosphingolipides liés à la protéine CD1d, suggérant ainsi la contribution des 

glycosphingolipides dans l’activation de cellules immunitaires (27). De plus, Pannu et 

collaborateurs ont également observé l’implication d’un autre glycosphingolipide, le 

lactosylcéramide (LacCer), dans l’expression du gène inductible de l’oxyde nitrique synthase 

(iNOS). L’exposition aux lipopolysaccharides (LPS) et à l’interféron gamma sur une culture 

primaire d’astrocytes issus de rat, a induit une augmentation des niveaux intracellulaires de 
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LacCer ainsi que de l’expression de iNOS. De plus, l’administration in vivo d’un inhibiteur de 

l’activité de l’enzyme responsable de la synthèse des LacCer, après une lésion de la moëlle 

épinière chez le rat, a inhibé l’expression de iNOS, du facteur de nécrose tumorale (TNF-α) et 

de l’interleukine-1β (IL-1β) diminuant la mortalité neuronale (28). Il a également été rapporté 

que la libération de LacCer provenant d’astrocytes stimulés pouvaient, de manière autocrine, 

stimuler les astrocytes suggérant que les glycosphingolipides contribuaient à la chronicité de 

la neuroinflammation (24). Enfin, des souris déficientes en gangliosides complexes ont 

présenté un retard dans l’apparition de caractéristiques inflammatoires (29).  

L’ensemble de ces données montrent que les glycosphingolipides interviennent dans des 

mécanismes cellulaires essentiels et que des dérégulations de leur métabolisme favorisent la 

survenue de processus délétères. Dans la partie suivante, nous discuterons de la synthèse et 

de la dégradation des glycosphingolipides en nous focalisant davantage sur le GlcCer.   

1.1.2. Le métabolisme des glycosphingolipides 

Historiquement, les cérébrosides ont été isolés du cerveau, pour la première fois, à la fin du 

19ème siècle par Thudichum. (30). Dans les années 1940, le scientifique allemand Ernst Klenk 

identifie des substances riches en lipides s’accumulant dans les cellules ganglionnaires de 

patients atteints de ce que l’on appelle « les troubles du stockage », tels que la maladie de 

Tay-Sachs. En raison de leur localisation et de leur nature glycosidique, ces lipides ont été 

appelés « gangliosides » (31). D’autres travaux structuraux ont montré que ces molécules 

amphiphiles étaient constituées de deux éléments : une portion glucidique composée d’un 

monosaccharide ou oligosaccharidique hydrophile attachée à une queue lipidique constituée 

d’une base sphingosine à laquelle est liée une chaîne d’acides gras. Les sphingolipides les 

plus simples sont les céramides contenant une sphingosine ou une base apparentée 

(sphinganine ou phytosphingosine), à laquelle un acide gras est lié par une liaison amide. 

Le céramide est produit, par les céramides synthases, sur la partie cytoplasmique du réticulum 

endoplasmique via deux voies (i) la voie de recyclage permettant la liaison d’une sphingosine 

avec une molécule d’acyl-CoA donnant le céramide ou (ii) via la synthèse de novo permettant 

la liaison de la dihydrosphingosine, encore appelée sphinganine, à une molécule d’acyl-CoA 

donnant du dihydrocéramide qui pourra être réduit en céramide par l’enzyme dihydrocéramide 

désaturase (32). Le céramide peut être converti en plusieurs composés à travers des 

modifications en position 1-hydroxyl pour regénérer de la sphingosine ou générer du céramide-

1-phosphate, de l’acyl-céramide, de la sphingomyéline et des glycosphingolipides (33).  

Une fois le céramide synthétisé, il peut être (i) transloqué à travers la membrane 

endoplasmique jusqu’à la lumière du réticulum afin qu’une unité de galactose puisse y être 

ajoutée ou (ii) transporté au complexe du Golgi afin qu’une molécule de glucose puisse être 
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ajoutée (34–36). L’ajout de galactose ou de glucose, sur le céramide, forment respectivement, 

le galactosylcéramide (GalCer) et le GlcCer constituant les glycosphingolipides les plus 

simples regroupés sous le nom des monoglycosyl- ; monohexosyl-céramides ou cérébrosides. 

La structure du GlcCer est représentée dans la figure 1A. Le GlcCer peut ensuite soit être 

transporté à travers le complexe de Golgi via un trafic vésiculaire ou par la protéine de transfert 

des lipides FAPP2 (37,38) puis transloqué vers le feuillet de la membrane luminale du Golgi 

afin d’y être glycosylé par des enzymes de glycosylations spécifiques formant des 

glycosphingolipides plus complexes. Une fois formés, les glycosphingolipides seront 

transportés vers la membrane plasmique (35). Cependant, le métabolisme des 

glycosphingolipides nécessite davantage d’investigations puisque d’autres modèles de 

transport sont à l’étude. En effet, Halter et collaborateurs ont proposé un modèle dans lequel 

la majorité des GlcCer serait synthétisée au niveau du Golgi puis transportée vers la partie 

cytoplasmique du réticulum endoplasmique par la protéine FAPP2 tandis qu’une autre partie 

atteindrait la membrane plasmique. Le GlcCer serait basculé dans la membrane du réticulum 

endoplasmique par une flippase indépendante de l’adénosine triphosphate (ATP). Le GlcCer 

luminal pourrait pénétrer dans les vésicules de transport dérivées du réticulum endoplasmique 

afin d’atteindre la lumière du Golgi après fusion des vésicules (39,40). Une fois dans la lumière 

du Golgi, le GlcCer pourra subir plusieurs étapes de glycosylations menant aux 

glycosphingolipides plus complexes. La synthèse d’une partie des glycosphingolipides est 

représentée dans la figure 1B. 
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Figure 1 : Représentation des principales voies de synthèse des glycosphingolipides. 

(A) Structure du GlcCer. (B) Le céramide sert de base sur lequel peut être ajouté une unité de glucose, 

par l’enzyme UCGC ; ou de galactose, via l’enzyme UTG8, formant respectivement, le GlcCer et le 

GalCer. Le GalCer intervient dans la synthèse du GalCer (α2-3)-sialylé (GM4) ou sulfaté pour produire 

des sulfogalactolipides tels que le sulfo-GalCer ou sulfatide. L’unité osidique du GlcCer peut ensuite 

être étendue par l’ajout d’un galactose, par l’enzyme B4GALT6 donnant du LacCer. Le LacCer sert de 

précurseur pour la synthèse de glycosphingolipides plus complexes via l’ajout de différentes unités 

osidiques telles que le glucose, le galactose et son dérivé GalNAc ainsi qu’un résidu d’acide sialique 

(NeuAc). Le LacCer permet de produire du GA2 et du GM3, appartenant, aux séries asialo et ganglio. 

Il intervient également dans la synthèse des séries (iso-)globo et (néo-)lacto. Les glycosphingolipides 

sont référencés en gras. Les enzymes décrites sont en bleues. Notre enzyme d’intérêt est représentée 

en rouge. Cer : céramide ; Gal : galactose ; Glc : glucose ; GalCer : galactosylcéramide ; 
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GlcCer : glucosylcéramide ; LacCer : lactosylcéramide ; GalNAc : N-acétylgalactosamine ; NeuAc : 

acide N-acétylneuraminique ; UTG8 : UDP-glycosyltransférase 8 ; UGCG : UDP-glucose céramide 

glucosyltransférase ; GBA : glucocérébrosidase ; B4GALT6 : β1,4 galactosyltransférase 5 et 6.  

Bien que la classification des glycosphingolipides soit basée sur les variations de la partie 

glucidique, la portion contenant le céramide peut également fluctuer en nombre de doubles 

liaisons et en longueur de chaîne acyle. De même, l’acide gras lié à la sphingosine peut être 

modulé par sa longueur de chaîne et son degré d’insaturation et/ou d’hydroxylation. 

L’homéostasie du métabolisme des glycosphingolipides est obtenue en équilibrant la 

biosynthèse; la dégradation ainsi que le recyclage de ces lipides.  

Les glycosphingolipides peuvent être remodelés par l’action de glycosidases directement à la 

membrane plasmique (41) ou internalisés dans des vésicules de la voie endocytaire afin d’y 

être dégradés dans les lysosomes. La dégradation des glycosphingolipides dans les 

lysosomes est réalisée par des hydrolases qui interviennent dans le fractionnement de la 

portion saccharidique, jusqu’au céramide. Le céramide pourra ensuite être clivé, par la 

céramidase acide, produisant un acide gras et une sphingosine qui pourront être transportés 

vers le réticulum endoplasmique et réutilisés pour la synthèse des glycosphingolipides (35). 

La plupart des hydrolases lysosomales ont été découvertes lors de l’étude des maladies 

génétiques qui impliquaient l’accumulation de glycosphingolipides. En effet, la carence d’une 

seule hydrolase empêche la dégradation du substrat provoquant son accumulation dans le 

lysosome, ce phénomène définit les maladies de stockage ou de surcharge lysosomale. La 

plus fréquente des maladies de surcharge lysosomale est la maladie de Gaucher, décrite pour 

la première fois en 1882. En 1965, Brady et collaborateurs ont mis en lumière la déficience de 

la glucocérébrosidase par « une diminution prononcée de l’activité de la rate obtenue à partir 

de patients atteints de la maladie de Gaucher » qui clivait spécifiquement les GlcCer résultant 

en la formation de glucose et N-acyl-sphingosine (céramide) (1,2). Dans la partie suivante, 

nous décrirons plus largement le rôle de la glucocérébrosidase afin de mieux comprendre les 

mécanismes physiopathologiques qui résultent de la déficience d’une telle enzyme. 

1.1.3. Le gène GBA et l’activité glucocérébrosidase 

Le gène GBA ou GBA1 situé au locus 1q21-1q22 comprend 11 exons et 10 introns sur un 

longueur de 7,6 kilo paires de base. Le gène GBA1 code pour la glucocérébrosidase 

lysosomale. Il est situé à proximité d’un pseudogène nommé GBA1P. Ce sont plus de 300 

mutations qui ont été identifiées dans le gène GBA1 comprenant des mutations ponctuelles, 

des insertions et délétions, ainsi que des allèles complexes issus de la recombinaison ou de 

la conversion génique entre le gène GBA1 et son pseudogène (42). Certaines de ces 

mutations conduisent à la synthèse de la glucocérébrosidase lysosomale présentant une 

diminution de sa fonction catalytique et / ou de sa stabilité. 
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La glucocérébrosidase est une glycoprotéine membranaire de 497 acides aminés avec une 

séquence leader de 39 acides aminés et cinq sites de glycosylation qui sont les résidus 

asparagine (Asn) 19, Asn 59, Asn 146, Asn 270 et Asn 462. La protéine non glycosylée est 

stable mais ne présente pas d’activité catalytique. La glycosylation du site Asn 19 est 

nécessaire pour la synthèse et le maintien de la glucocérébrosidase dans une conformation 

active (43,44). Le poids moléculaire de la glucocérébrosidase varie entre 59 et 69 kDa en 

fonction des modifications post-traductionnelles (45). L’enzyme est composée de trois 

domaines : le domaine I (résidus 1 à 27 et 383 à 414) comprend trois feuillets β antiparallèles 

comptant deux ponts disulfures qui facilitent le repliement de la protéine ; le domaine II (résidus 

30 à 75 et 431 à 497) ressemble à un pli d’immunoglobuline composé de deux feuillets β ; et 

enfin, le domaine III (résidus 76 à 381 et 416 à 430) se compose d’un baril (β/α)8 

triosephosphate isomérase (TIM) abritant le site actif (46).  

La synthèse de l’enzyme lysosomale est initiée dans les polyribosomes liés au réticulum 

endoplasmique. Le polypeptide contient une séquence N-terminale appelée « peptide signal » 

stoppant l’élongation et permettant la translocation dans la lumière du réticulum 

endoplasmique. Avant la translocation de la protéine naissante, une ribonucléoprotéine 

appelée « particule de reconnaissance de signal » (SRP) se lie au peptide signal émergeant 

du ribosome. Le complexe SRP-peptide-signal-ribosome se lie à la membrane du réticulum 

endoplasmique via un récepteur SRP afin d’être acheminé dans la lumière du réticulum 

endoplasmique où le peptide signal est clivé (47). Une fois la protéine synthétisée, elle sera 

glycosylée sur les résidus Asn permettant le repliement correct de celle-ci. Alors que la plupart 

des hydrolases lysosomales solubles sont transportées vers les lysosomes par les récepteurs 

du mannose-6-phosphate, ce n’est pas le cas pour la glucocérébrosidase. La 

glucocérébrosidase se lie à la protéine membranaire lysosomale 2 (LIMP2 : lysosomal 

membrane protein 2) afin d’être acheminée dans les lysosomes (48). Plus récemment, 

d’autres études ont montré qu’un autre facteur pourrait contribuer au transport de la 

glucocérébrosidase, la progranuline (49). 

La glucocérébrosidase lysosomale montre une activité hydrolytique optimale à un pH acide, 

coïncidant avec le pH lysosomal (50). La glucocérébrosidase catalyse l’hydrolyse du GlcCer, 

en glucose et céramide, et de la glucosylsphingosine (GlcSph), un GlcCer désacétylé, en 

glucose et sphingosine (51) (Figure 2). 

Les cellules contiennent d’autres glucocérébrosidases qui interviennent dans la dégradation 

de GlcCer. La glucocérébrosidase de type 2, codée par le gène GBA2, est une enzyme non 

lysosomale qui serait liée à la membrane plasmique et pourrait être également localisée au 

niveau du réticulum endoplasmique et du Golgi (52–54). Elle serait fonctionnelle a un pH moins 
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acide que son homologue lysosomal (55). Enfin, certains tissus expriment la 

glucocérébrosidase de type 3 également connue sous le nom de « protéine liée à Klotho ». 

Cette enzyme est cytosolique et présente une plus faible activité hydrolytique in vitro vis-à-vis 

du GlcCer (56,57). Des études ont également découvert une nouvelle fonction métabolique 

des glucocérébrosidases puisqu’elles seraient capables de catalyser le transfert du fragment 

glucidique du GlcCer au cholestérol formant du cholestérol glycosylé (GlcChol), via un 

phénomène appelé transglucosylation (58,59). Elles interviendraient également dans la 

réaction inverse, à savoir l’hydrolyse du GlcChol, en glucose et choestérol (58) (Figure 2).  

 

Figure 2 : Rôles de la glucocérébrosidase lysosomale. 

1.2. La glucocérébrosidase dans la maladie de Gaucher 

La maladie de Gaucher est la maladie de surcharge lysosomale la plus fréquente. Elle a été 

décrite pour la première fois, en 1882, par Ernest Gaucher (60). La maladie de Gaucher est 

une pathologie génétique rare avec un mode de transmission autosomique récessif causée 

par la présence de deux allèles mutés de GBA1 (comportant des mutations homozygotes ou 

hétérozygotes du gène GBA1). Les mutations qui ont été décrites dans le gène GBA1 ont des 

effets différents sur l’activité catalytique et la stabilité de l’enzyme (42). Les mutations du gène 

GBA1 les plus fréquentes sont N370S (c.126A > G ; p.Asp409Ser en nomenclature actuelle) 

et L444P (c.1448T > C ; p.Leu483Pro en nomenclature actuelle). La mutation N370S 

représente 70% des allèles mutants chez les juifs ashkénazes (61) induisant la production 

quasi normale d’une enzyme mutante aux propriétés catalytiques fortement diminuées et 

retrouvée accumulée, à la fois, dans les lysosomes et dans le réticulum endoplasmique 

(62,63). La mutation L444P est retrouvée dans le monde entier. Cette mutation est 

responsable de la production d’une enzyme mutante se repliant, majoritairement, dans le 

réticulum endoplasmique empêchant le bon acheminement de l’enzyme, seule une petite 
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proportion atteindra les lysosomes (63). Les mutations GBA1 ont été classées comme 

modérées (par exemple, N370S) lorsqu’elles sont responsables d’une maladie de Gaucher de 

type I, également nommée forme non neurologique, et sévères (par exemple, L444P) 

lorsqu’elles provoquent une maladie de Gaucher de type II ou III avec des atteints 

neurologiques précoces (64). Plus rarement, la maladie de Gaucher peut également être 

causée par des mutations du gène PSAP, codant pour la prosaposine, associées à un déficit 

en activateur de la glucocérébrosidase, la saposine C, provoquant une mauvaise localisation 

de la glucocérébrosidase ainsi qu’une accumulation de GlcCer, de céramides et de cholestérol 

dans les lysosomes (65). 

D’un point de vue physiopathologique, la maladie de Gaucher est caractérisée par la présence 

de macrophages appelés cellules de Gaucher qui présentent une accumulation de GlcCer 

dans les lysosomes. Par ailleurs, une étude s’est intéressée à la répartition des GlcCer dans 

un modèle cellulaire de macrophage, suite à une inhibition spécifique de l’activité de la 

glucocérébrosidase lysosomale, par le conduritol-β-epoxide (CBE), pendant 2 à 10 jours. Les 

macrophages exposés au CBE ont présenté une augmentation progressive des GlcCer 

jusqu’à 10 jours, d’abord localisés dans les lysosomes puis dans les endosomes et, enfin, 

retrouvés dans la membrane plasmique. L’accumulation progressive des GlcCer est donc 

principalement retrouvée dans les lysosomes puis est généralisée au cours du temps (66). 

L’accumulation en GlcCer ne sera pas le seul changement observé dans le métabolisme des 

glycosphingolipides (67). En effet, plusieurs adaptations métaboliques ont été observées. Tout 

d’abord, une augmentation de l’anabolisme des GlcCer, en glycosphingolipides plus 

complexes, résultant en une élévation du taux des gangliosides (68,69). Puis, une partie des 

GlcCer serait désacylée pour former de la GlcSph (encore appelée lyso-GlcCer), par la 

céramidase acide lysosomale (70). Une élévation des niveaux plasmatiques et cérébraux de 

GlcSph a été rapportée chez les patients atteints de la maladie de Gaucher (71,72). Enfin, une 

autre compensation a été mise en lumière, l’activité de la glucocérébrosidase cytosolique 

serait augmentée entraînant une transglycosylation excessive. Une augmentation de l’activité 

de la glucocérébrosidase de type 2 a été détectée dans les leucocytes ou les fibroblastes de 

patients atteints de la maladie de Gaucher et serait associée à une augmentation des niveaux 

des ARN messagers (ARNm) de GBA2 (73,74). Conjointement à cela, une élévation des taux 

plasmatiques de GlcChol a été observée chez des patients atteints de la maladie de Gaucher 

(58). L’activité de la glucocérébrosidase de type 3 n’est pas impliquée dans la maladie de 

Gaucher malgré que des mutations du gène GBA3 ont été rapportées dans cette pathologie, 

la perte d’activité enzymatique de la glucocérébrosidase cytosolique n’est pas corrélée à la 

sévérité de la maladie de Gaucher (57).  
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Les cellules de Gaucher infiltrent plusieurs organes, participant ainsi aux caractéristiques 

cliniques telles qu’un élargissement du foie et de la rate (hépato-splénomégalie), une 

déficience du taux de globules rouges (anémie), une diminution de plaquettes 

(thrombocytopénie), des anomalies pulmonaires, des atteintes osseuses ou encore un retard 

de croissance ou de maturation sexuelle (75,76). Comme évoqué précédemment, les patients 

atteints d’une maladie de Gaucher de type II et III présentent également des atteintes 

neurologiques telles qu’une épilepsie myoclonique progressive, une ataxie cérébelleuse, une 

spasticité ou encore une démence dues à une neurodégénérescence qui progresse 

rapidement (type II) ou plus lentement (type III) (76). En plus du large spectre de symptômes 

cliniques, des différences phénotypiques ont été observées pour une même mutation 

suggérant que d’autres facteurs génétiques ou environnementaux pourraient influencer le 

développement de la maladie (77,78). 

Les sujets atteints de la maladie de Gaucher peuvent présenter des symptômes évoquant la 

maladie de Parkinson avec un âge d’apparition de ce syndrome parkinsonien plus 

précocement que des patients atteints de la maladie de Parkinson (79). Par ailleurs, le risque 

de développer un parkinsonisme, chez les patients atteints de la maladie de Gaucher, est 

estimé à 5-7% avant l’âge de 70 ans et à 9-12% avant l’âge de 80 ans comparé à 1,2% and 

2,6% dans la population générale (80). De plus, les patients atteints de la maladie de Gaucher 

ou portant un allèle muté du gène GBA1 présentent un déclin cognitif plus sévère que les 

patients atteints de la maladie de Parkinson non porteurs de mutations GBA1 (81).  

Des études se sont penchées sur les caractéristiques physiopathologiques communes entre 

la maladie de Gaucher et la maladie de Parkinson. La présence d’agrégats intracellulaires 

d’alpha-synucléine a été observée dans le cerveau de patients atteints de la maladie de 

Gaucher (82,83). Bien que les taux plasmatiques des monomères d’alpha-synucléine ne 

semblent pas varier, le taux d’oligomères d’alpha-synucléine est plus élevé dans les 

érythrocytes de patients atteints de la maladie de Gaucher (84). De plus, des troubles du 

système immunitaire ont également été rapportés chez des patients atteints de la maladie de 

Gaucher de type II et III tels qu’une microgliose et une astrogliose (82). Les taux sériques de 

plusieurs cytokines pro-inflammatoires telles que l’IL-1, IL-6, et TNFα ont été augmentés chez 

des patients atteints de la maladie de Gaucher (85). Enfin, une augmentation des taux de 

lymphocytes T activés (CD3 + HLA-DR +), des cellules T auxiliaires activées (CD4 + HLA-DR 

+) et des cellules T suppresseurs / cytotoxiques activées (CD8 + HLA-DR +) a été retrouvée 

dans la maladie de Gaucher de type 1 (86). 
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1.3. La glucocérébrosidase dans la maladie de Parkinson 

La présence d’un allèle muté du gène GBA1 représenterait le facteur de risque génétique le 

plus fréquemment associé à la maladie de Parkinson (Odds Ratio ≈ 5,4) (61). Une étude a 

estimé que 5 à 25% des patients atteints de la maladie de Parkinson présentent une mutation 

GBA1 (87). et que la pénétrance augmenterait avec l’âge passant de 8% à 50 ans à 30% à 80 

ans (88). De plus, une méta-analyse a montré que les sujets porteurs d’une mutation sévère 

présentent un risque accru de développer la maladie de Parkinson et cela plus précocement 

que les patients avec une mutation modérée de GBA1 (Odds Ratio ≈ 15 à 19 et 3 à 5 

respectivement) (89). Le variant E326K a été associé à la maladie de Parkinson mais pas à la 

maladie de Gaucher même à l’état homozygote (90). 

Cliniquement, les sujets atteints de la maladie de Parkinson et porteurs de mutation GBA1 

présentent une symptomatologie relativement semblable à celle de la maladie de parkinson 

sporadique. Néanmoins, ces patients auraient une pathologie plus sévère puisqu’ils ont une 

apparition plus précoce de la maladie, une progression motrice plus rapide, une hyposmie plus 

sévère ou encore des troubles du sommeil. Ils présentent également une susceptibilité accrue 

à développer des troubles cognitifs tels que des altérations de la mémoire épisodique, des 

capacités visuospatiales et des fonctions exécutives, voire développer une démence. Ces 

patients présentent un taux de mortalité plus élevé (87,91–94). D’un point de vue 

neuropathologique, une étude de neuroimagerie a révélé que les patients parkinsoniens 

porteurs de mutations GBA1 présentent un dysfonctionnement neuronal dopaminergique 

semblable à la maladie de Parkinson (95,96) ainsi qu’une présence d’alpha-synucléine et de 

corps de Lewy dans le néocortex (97). 

Les patients porteurs de mutation GBA1 présentent une activité de la glucocérébrosidase 

réduite de près de la moitié, dans plusieurs régions cérébrales telles que la substance noire, 

le cervelet, le putamen et l’amygdale (98). Une faible réduction de l’activité enzymatique a 

également été reportée chez certains patients atteints de la maladie de Parkinson non porteurs 

de mutation GBA1 (98,99). Cette diminution de l’activité de glucocérébrosidase a également 

été retrouvée dans le liquide céphalo-rachidien ainsi que dans les monocytes de patients 

atteints de la maladie de Parkinson porteurs ou non de mutation GBA1 (100,101). Enfin, une 

réduction progressive de l’activité glucocérébrosidase a également été décrite dans la 

substance noire de sujets sains et âgés (102). La diminution d’activité de la 

glucocérébrosidase est progressive et s’accentue avec l’âge. Cette perte d’activité est d’autant 

plus importante chez les patients parkinsoniens, porteurs de mutations GBA1. Des évaluations 

de l’impact de la perte d’activité de la glucocérébrosidase sur l’accumulation de ses substrats 

ont été réalisées chez les patients atteints de la maladie de Parkinson. Des études ont observé 

une augmentation des niveaux de GlcCer et de GlcSph dans la substance noire de patients 
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atteints de la maladie de Parkinson. Cette accumulation pourrait être corrélée positivement à 

l’âge des patients parkinsoniens par rapport aux témoins (102,103). Par ailleurs, certaines 

isoformes des GlcCer et de LacCer sont augmentées dans le plasma des patients 

parkinsoniens avec ou sans mutation GBA1 (103–105). Néanmoins, l’accumulation des 

glycosphingolipides semble controversée car d’autres études n’ont pas retrouvé de différence 

dans les taux de GlcCer dans le cerveau de patients porteurs ou non de mutations GBA1 

(106,107). 

Pour conclure, il semblerait que la maladie de Parkinson soit associée à des modifications du 

métabolisme des glycosphingolipides malgré que certaines études ne retrouvent pas de 

changement de ces lipides. De ce fait, la perte d’activité glucocérébrosidase associée ou non 

à une accumulation de GlcCer pourraient participer aux mécanismes physiopathologiques et, 

ainsi, à la neurodégénérescence. 

1.4. Les liens entre la déficience de l’activité glucocérébrosidase et les 
mécanismes de mort neuronale 

La perte d’activité glucocérébrosidase ayant été associée à des pathologies présentant des 

atteintes neurologiques, l’étude de son implication dans celles-ci est essentielle afin de mieux 

comprendre les mécanismes qui participent à la neurodégénérescence. Malgré les 

investigations menées, l’impact d’une telle perte d’activité et les dérégulations associées sont 

encore mal compris. Néanmoins, certaines altérations pouvant participer à la mort neuronale 

ont été mises en lumière, telles que des troubles de la voie autophagie-lysosomale ; des 

dysfonctions mitochondriales ou encore une neuroinflammation. 

1.4.1. L’altération de la voie autophagie-lysosome 

L’autophagie est un processus clé pour le bon fonctionnement et la survie neuronale. Il permet 

le maintien des fonctions homéostatiques, le recyclage des composants cellulaires et 

constitue, également, un mécanisme efficace pour l’élimination de protéines altérées ou 

nocives qui participent à la mort neuronale. Des perturbations de la voie autophagie-lysosome 

ont été décrites dans un contexte de déficience enzymatique de la glucocérébrosidase. 

Sillence et collaborateurs ont montré que l’inhibition pharmacologique de l’activité 

glucocérébrosidase lysosomale dans des macrophages, induisait une accumulation de GlcCer 

et de LacCer dans les endosomes tardifs et les lysosomes. Ils ont également montré que l’ajout 

de GlcSph restaurait le transport des LacCer jusqu’au Golgi (108). De plus, Schöndorf et 

collaborateurs ont montré que des neurones dérivés de cellules souches pluripotentes 

induites, provenant de patients atteints de la maladie de Gaucher ou de la maladie de 

Parkinson, porteurs de mutations GBA1, présentaient une accumulation de lysosomes, une 

perturbation du flux autophagique ainsi qu’une altération de la fusion autophagosomes-
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lysosomes (109). Rocha et collaborateurs ont également mis en évidence qu’une inhibition 

pharmacologique de l’activité de la glucocérébrosidase lysosomale, par le CBE, sur un modèle 

murin induisait des troubles de l’autophagie dans la substance noire, le striatum et le cortex 

moteur des souris par rapport aux contrôles (110). D’autres études ayant utilisé une approche 

génétique pour diminuer la glucocérébrosidase ont montré une réduction du taux de protéolyse 

impliquant une diminution de la dégradation lysosomale ainsi qu’un élargissement et une 

accumulation des lysosomes (111,112). Enfin, l’accumulation des lysosomes pourrait être due 

(i) à une hyperactivation du complexe mTORC1 médiée par l’accumulation de 

glycosphingolipides (113,114) ou encore (ii) à une altération de leur biogénèse via la 

reformation des lysosomes après la fin de l’autophagie. Ce recyclage des autolysosomes 

permettrait de maintenir le pool cellulaire de lysosomes denses et fonctionnels (115). Plusieurs 

modèles de déficience de la glucocérébrosidase ont montré une maturation et un recyclage 

plus lents des lysosomes (116). 

L’altération de la voie autophagie-lysosomale peut engendrer l’accumulation de composants 

non dégradés dans la cellule pouvant participer à la mort cellulaire. L’alpha-synucléine est une 

protéine qui est largement étudiée dans la maladie de Parkinson. Impliquée notamment dans 

le trafic vésiculaire, dans la libération de neurotransmetteurs, la plasticité synaptique, la 

synthèse et le transport de la dopamine ainsi que dans le transport des lipides (117), son 

accumulation et son agrégation seraient associées à une augmentation de la mortalité 

neuronale. Des études ont montré que la diminution de l’activité glucocérébrosidase serait 

corrélée à une accumulation d’alpha-synucléine (110,111,118,119). De plus, Mazzulli et 

collaborateurs ont montré que la diminution des niveaux protéiques de la glucocérébrosidase 

dans des cellules surexprimant l’alpha-synucléine sauvage ou mutée a induit de la mort 

cellulaire dans des conditions où la surexpression de l’alpha-synucléine, seule, n’avait pas cet 

effet (111). Le rétablissement de l’activité glucocérébrosidase ou la réduction du substrat de 

l’enzyme améliore la clairance de l’alpha-synucléine (120–122). A l’inverse, l’incubation de 

neurones dopaminergiques avec des fibrilles d’alpha-synucléine induirait une perte d’activité 

de la glucocérébrosidase (123). De même, la surexpression d’alpha-synucléine sauvage ou 

mutée dans des neurones induit une diminution de l’activité glucocérébrosidase et des 

changements de glycosylation de l’enzyme (111). Ainsi, l’hypothèse d’une boucle 

bidirectionnelle entre la glucocérébrosidase lysosomale et l’alpha-synucléine été émise : une 

accumulation d’alpha-synucléine induite par une réduction de l’activité, favorisant à son tour 

la perte d’activité de cette même glucocérébrosidase. Ce cercle vicieux aboutirait à une 

augmentation de la mortalité neuronale. Ces données suggèrent tout de même qu’une 

déficience de l’activité de la glucocérébrosidase n’est pas un facteur suffisant pour induire une 
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neurodégénérescence mais pourrait bel et bien potentialiser un déséquilibre existant par 

ailleurs et le rendre délétère. 

1.4.2. Les dysfonctions mitochondriales 

Les mitochondries sont des organites intracellulaires impliqués non seulement dans la 

production d’ATP mais également dans la stabilisation du calcium, la production d’hormones, 

la croissance cellulaire, la différenciation cellulaire, le contrôle du cycle cellulaire ou encore la 

mort cellulaire. Des altérations mitochondriales ont été mises en évidences dans diverses 

pathologies dont la maladie de Parkinson et la maladie de Gaucher interrogeant sur un 

éventuel lien entre la perte d’activité glucocérébrosidase et les dysfonctions mitochondriales 

observées.   

La mitochondrie peut être prise en charge par les lysosomes afin d’être dégradée par 

l’autophagie. Ce phénomène, appelé mitophagie, permet d’éliminer de manière sélective les 

mitochondries dysfonctionnelles. Des neurones hippocampiques issus de souris portant la 

mutation L444P présentaient une accumulation de mitochondries associée à une diminution 

de la mitophagie (124). 

De plus, une perturbation de la chaîne de transport d’électrons mitochondriale, entraînant une 

augmentation de stress oxydatif favorisant la vulnérabilité cellulaire, a été rapportée dans des 

fibroblastes issus de patients atteints de la maladie de Gaucher ou de la maladie de Parkinson 

porteurs de mutations GBA1 (125,126). Par ailleurs, Cleeter et collaborateurs ont montré 

qu’une diminution pharmacologique de l’activité glucocérébrosidase dans des neuroblastomes 

a progressivement diminué le potentiel membranaire à partir de 10 jours de traitement sans 

impacter la masse mitochondriale. A partir de 20 jours de traitement au CBE, une 

augmentation du stress oxydatif a été observée tandis qu’à partir de 30 jours de traitement, 

les mitochondries étaient fragmentées (127). Enfin, ces dysfonctions mitochondriales ont été 

également retrouvées dans des neurones et des astrocytes issus d’un modèle murin porteur 

d’une mutation GBA (128) indiquant que d’autres types cellulaires que les neurones pourraient 

être impactés par les altérations liées à la perte d’activité glucocérébrosidase et à leur tour 

favoriser une mort neuronale.  

1.4.3. La neuroinflammation 

Le système nerveux central est pourvu d’un système immunitaire endogène coordonné par 

des cellules immunocompétentes telles que les cellules microgliales et les astrocytes. Lors 

d’un traumatisme, les cellules microgliales et les astrocytes répondent par des changements 

de morphologie, d’antigénicité et de fonction. 
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Les modèles animaux d’inhibition pharmacologique ou génétique de la glucocérébrosidase 

lysosomale montrent des signes de neuroinflammation tels qu’une activation microgliale, 

qu’une augmentation de l’expression de C1q, le premier sous-composant C1 de la voie 

classique du complément ou encore une augmentation des niveaux de IL-1β, TNF-alpha 

(110,129–131). Par ailleurs des stratégies ont été mises en place afin de modérer la 

neuroinflammation. Shimizu et collaborateurs ont montré que les GlcCer peuvent activer la 

microglie via la lectine de type C pour induire la phagocytose des neurones vivants dans un 

modèle murin de délétion GBA (132). L’utilisation d’un inhibiteur pharmacologique de 

l’activation microgliale, la minocycline, a permis de protéger les neurones (132). Enfin, la 

réduction des niveaux de GlcCer, dans un modèle murin de délétion cérébrale GBA exceptée 

dans la microglie, a amélioré la neuroinflammation en diminuant l’activation microgliale, 

l’infiltration de lymphocytes Natural Killer, le taux de chaînes légères de neurofilaments (un 

biomarqueur de lésions neuroaxonales) (133).  

2. La maladie de Parkinson 

La maladie de Parkinson est la deuxième pathologie neurodégénérative la plus fréquemment 

rencontrée après la maladie d’Alzheimer. Sa prévalence est estimée à 0,3% sur la population 

entière. Cette dernière augmente avec l’âge et la maladie de Parkinson toucherait environ 1% 

des personnes de plus de 60 ans et 3% des personnes de plus de 80 ans (134).  

2.1. Les caractéristiques cliniques 

2.1.1. Les signes moteurs 

La maladie de Parkinson a été décrite, pour la première fois, par James Parkinson au 19ème 

siècle dans « An Essay on the Shaking Palsy » par des « mouvements involontaires et 

tremblants, avec diminution de la force musculaire, dans les parties qui ne sont pas en action 

et même lorsqu’elles sont soutenues ; propension à pencher le tronc vers l’avant et à passer 

de la marche à la course, les sens et l’esprit étant indemnes » (135). Elle constitue, aujourd’hui, 

le trouble du mouvement neurodégénératif le plus répandu. Le diagnostic est essentiellement 

établi à l’égard de symptômes moteurs regroupés sous le terme de « triade parkinsonienne », 

incluant les tremblements, bradykinésie et rigidité. Les tremblements sont souvent le premier 

symptôme moteur à apparaître et touchent environ 90% des patients (136). Les tremblements 

sont presque toujours plus importants dans la partie distale d’un membre et sont plus fréquents 

unilatéralement. La bradykinésie était définie uniquement par le ralentissement des 

mouvements mais des études suggèrent que la définition englobe également la réduction de 

l’amplitude (hypokinésie), l’absence de mouvement (akinésie), et la réduction de mouvement 

(136). Ce ralentissement touche les membres, impactant la marche et la dextérité fine. La 
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dyskinésie est également un trouble qui implique la motilité mais qui provoque des 

mouvements involontaires. La rigidité désigne quant à elle une augmentation du tonus 

musculaire décrite par une tension musculaire d’après le patient. Lors du mouvement passif, 

cette tension peut causer des mouvements saccadés correspondant au phénomène de la 

« roue dentée ». L’instabilité posturale est une autre manifestation motrice qui avec la triade 

parkinsonienne forme les signes cardinaux de la maladie de Parkinson. Elle est caractérisée 

par des troubles de l’équilibre pouvant occasionner des chutes.  

2.1.2. Les signes non moteurs 

En plus des symptômes moteurs, la maladie de Parkinson se caractérise également par des 

symptômes non moteurs pouvant survenir plusieurs années avant l’apparition des atteintes 

motrices. Nous y retrouvons des altérations sensorielles comme l’altération ou la perte de 

l’olfaction, des troubles du sommeil, des dysfonctionnements autonomes ou encore des 

troubles neuropsychiatriques comme une dépression, un état anxieux ou une déficience 

cognitive pouvant évoluer en démence (137,138). Il a été estimé que 30% des patients 

souffrent de troubles cognitifs légers impactant l’attention, la mémoire épisodique, les 

capacités visuo-spatiales, les fonctions exécutives ou encore la fonction verbale (139,140). En 

outre, la maladie de Parkinson peut être définit comme un trouble de l’automaticité, dans 

laquelle le patient perd progressivement la mémoire immédiate et les réflexes acquis depuis 

longtemps.   

2.2. L’étiologie  

2.2.1. Les facteurs génétiques 

Ces dernières années, l’identification de facteurs de risque génétiques a été facilitée grâce 

aux études d’association pangénomique (GWAS : Genome-Wide Association Studies). Les 

facteurs génétiques de la maladie de Parkinson comprennent ceux responsables de formes 

familiales et ceux associés à un risque moins élevé mais présentant une fréquence 

d’apparition plus importante appelés facteurs de susceptibilité génétique (Figure 3) (141). 

Les formes familiales de maladie de Parkinson représentent moins de 10% des cas. Le gène 

SNCA fut le premier gène associé à une forme familiale de la maladie de Parkinson. Ce gène 

code pour l’alpha-synucléine, une protéine interagissant avec les lipides, retrouvée agrégée 

dans les corps de Lewy observés dans le cerveau de patients atteints de la maladie de 

Parkinson. Les mutations concernant le gène SNCA et associées aux formes monogéniques 

de la maladie de Parkinson peuvent être classées en deux catégories : les mutations 

ponctuelles faux-sens dans la région codante du gène et les multiplications du locus 

comprenant les duplications et les triplications (142,143). Depuis, plus d’une dizaine de loci 
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ont été impliqués dans les formes familiales de la maladie de Parkinson, le parkinsonisme et 

les syndromes dans lesquels le parkinsonisme est un symptôme important (141). Parmi les 

gènes identifiés, certains sont impliqués dans la régulation de la voie endolysosomale-

autophagique tels que le gène LRRK2 codant pour la leucin-rich repeat kinase 2 ; le gène 

ATP13A2 codant pour une ATPase lysosomale ou encore le gène VPS35 (Vacuolar protein 

sorting ortholog 35) codant pour une protéine vacuolaire. D’autres mécanismes cellulaires ont 

été mis en évidence dans l’implication de la maladie de Parkinson. Par exemple, le gène 

PARK2 code pour la parkine, une enzyme de type ubiquitine ligase qui intervient dans la 

dégradation des protéines par le protéasome et dans le maintien de l’intégrité mitochondriale. 

De même, le gène PINK1 (PTEN-induced putative kinase 1) code pour une kinase 

mitochondriale également impliquée dans le maintien de l’intégrité mitochondriale et la 

régulation de la mitophagie. Enfin, le gène DJ-1 code pour une protéine régulant le 

métabolisme et la prolifération cellulaire. DJ-1 intervient également dans la régulation 

transcriptionnelle de PINK1. Enfin, le gène PLA2G6 codant pour la phospholipase A2 qui 

intervient dans la libération des acides gras à partir des phospholipides, a permis de mettre en 

évidence l’implication d’un dérèglement du métabolisme lipidique dans la physiopathologie de 

la maladie de Parkinson (141).  

La majorité des cas de maladie de Parkinson sont des formes sporadiques et résulterait 

d’interactions complexes entre des facteurs de susceptibilité génétique et des facteurs 

environnementaux. Les variations génétiques peuvent affecter la pénétrance, l’âge 

d’apparition, la gravité et la progression de la pathologie. Les études d’association à l’échelle 

du génome ont permis l’identification de plus de 90 loci associés aux formes sporadiques (144) 

(Figure 3). Parmi les loci identifiés, plusieurs ont été associés à la voie lysosomale tels que le 

gène GBA ; le gène CTSB qui code pour la cathepsine B appartenant à la famille de cystéine 

protéases lysosomale ; le gène GALC codant pour la galactocérébrosidase lysosomale 

intervenant dans l’hydrolyse des galactosylcéramides ou encore le gène SCARB2 qui code 

pour la protéine LIMP2. Enfin, le gène MAPT code pour la protéine tau associée aux 

microtubules, qui est impliquée dans l’intégrité du cytosquelette nécessaire pour le transport 

axonal dans les neurones. La région HLA-DR, également identifiée comme facteur de 

susceptibilité, suggère qu’une prédisposition immunitaire puisse influer sur le risque de 

maladie de Parkinson (141).  
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Figure 3 : Représentation schématique des variants génétiques associés au risque de 
développer la maladie de Parkinson en fonction de leur fréquence (adapté de van der Brug 

(141)). 

Les facteurs de risque génétique impliqués dans des formes familiales de la maladie de Parkinson sont 

représentés en rouge. Les facteurs de susceptibilité génétique, associé à un risque modéré, sont en 

orange et ceux associés à un risque faible sont en vert. Ce schéma n’est pas exhaustif et reprend une 

partie des variants génétiques. 

2.2.2. Les facteurs environnementaux 

La majorité des cas sporadiques de la maladie de Parkinson résulterait de l’interaction entre 

les gènes et l’environnement, l’âge étant le principal facteur de risque. Dans les années 80, 

des cas de parkinsonisme sont découverts après une injection de MPTP (1-méthyl-phényl-

1,2,3,6-tetrahydropyridine) (30) pouvant traverser la barrière hémato-encéphalique et être 

métabolisé en MPP+ (1-méthyl4-phénylpyridinium), une neurotoxine inhibant la chaîne 

respiratoire mitochondriale. Des effets similaires ont été rapportés suite à l’exposition à 

certains types de pesticides comme les herbicides, insecticides ou fongicides (145). Par 

exemple, la roténone (inhibant le complexe mitochondrial I) et le paraquat (provoquant un 

stress oxydatif) constitueraient également des facteurs de risque pour la maladie de Parkinson 

(146).  

Des études montrent également que les lésions traumatiques cérébrales seraient associées à 

la maladie de Parkinson. En effet, le risque semble augmenter les mois suivants la lésion 

cérébrales (OR ~ 8) et diminue au fil des années (OR ~ 1,1) (147). Cette association suggère 

que les conséquences d’un traumatisme crânien tels qu’une rupture de la barrière 
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hématoencéphalique ou l’induction d’une neuroinflammation chronique pourraient favoriser le 

développement de la maladie de Parkinson. 

2.3. Les mécanismes physiopathologiques impliqués dans la maladie de 
Parkinson 

La principale caractéristique de la maladie de Parkinson est la perte progressive des neurones 

dopaminergiques au sein de la substance noire pars compacta. Ces neurones projettent 

jusqu’au putamen dorsal du striatum. Les patients répondent aux critères cliniques de la 

maladie de Parkinson lorsque 60 à 70% des neurones de la substance noire ont dégénéré et 

qu’environ 80% de la teneur en dopamine striatale a été perdue (148). Le processus 

neurodégénératif commencerait dans les terminaisons striatales avant de progresser vers les 

corps cellulaires des neurones de la substance noire pars compacta (149). La 

dégénérescence est généralement mesurée, en imagerie par résonance magnétique (IRM), 

par des changements morphologiques en termes de volume et de forme. Betrouni et 

collaborateurs ont montré, dans la voie nigrostriatale, des différences significatives de 

caractéristiques de texture entre le stade précoce ou avancé de la maladie de Parkinson, qui 

étaient également corrélées aux scores cliniques de handicap moteur (148). 

La cause de cette dégénérescence des neurones dopaminergiques n’est pas clairement 

établie mais pourrait mettre en jeu des mécanismes physiopathologiques tels qu’une 

dérégulation de la signalisation dopaminergique et de l’homéostasie du fer associée à une 

neurotoxicité médiée par un stress oxydatif. 

2.3.1. La signalisation dopaminergique 

La dopamine est un neurotransmetteur impliqué dans plusieurs processus physiologiques tels 

que la récompense, la motivation, la cognition ou encore la fonction motrice. La toxicité 

dopaminergique fait référence à l’accumulation excessive de dopamine dans les neurones 

dopaminergiques contribuant à leur dysfonctionnement et à leur mort. Les effets toxiques de 

la dopamine peuvent impliquer un stress oxydatif, un dysfonctionnement mitochondrial et la 

formation de métabolites toxiques. Afin d’empêcher son accumulation dans le cytoplasme, une 

régulation étroite de sa synthèse, de son conditionnement dans les vésicules synaptiques et 

de sa recapture est nécessaire. L’auto-oxydation de la dopamine, pouvant être spontanée et 

catalysée par des ions métalliques comme le fer ou le produit de réactions enzymatiques, 

produit des quinones réactives qui endommagent les macromolécules cellulaires et altèrent 

les processus neuronaux participant à la neurodégénérescence (150) (Figure 4). Par exemple, 

la 6‐hydroxydopamine (6-OHDA), utilisée pour modéliser le parkinsonisme chez des rongeurs, 

est issue de l’oxydation de la dopamine et génère de l’O2•- altérant la chaîne respiratoire 

mitochondriale (151). Des quantités importantes de ROS sont générées dans les neurones 
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dopaminergiques et dans les cellules gliales environnantes par le métabolisme oxydatif de la 

dopamine (151,152). Par exemple, la monoamine oxydase (MAO) métabolise la dopamine 

cytoplasmique en 3,4-dihydroxyphénylacétaldéhyde (DOPAL), un métabolite toxique. Cette 

réaction génère également des ROS inhibant l’aldéhyde déshydrogénase (ALDH) qui 

intervient dans l’élimination du DOPAL et perpétuant, ainsi, un cercle vicieux participant à la 

neurodégénérescence dopaminergique (Figure 4). Les niveaux de DOPAL sont élevés dans 

le putamen de tissus post-mortem de patients atteints de la maladie de Parkinson. De plus, 

l’activité de la ALDH est drastiquement diminuée conduisant à une diminution de la 

détoxification du DOPAL (150). Ces données ont d’ailleurs conduit à « l’hypothèse du 

catécholaldéhyde ». 

Par ailleurs, une autre hypothèse sur l’implication de la DAT dans la neurodégénérescence 

est à l’étude. La DAT est une protéine transmembranaire impliquée dans la régulation de la 

neurotransmission dopaminergique, principalement, en modulant la disponibilité et la durée 

d’action de la dopamine. Elle est responsable de la recapture de la dopamine libérée dans les 

neurones présynaptiques. Plusieurs études soutiennent la théorie selon laquelle la DAT serait 

impliquée dans la neurotoxicité dopaminergique sélective et la dégénérescence dans la 

maladie de Parkinson. Des études ont démontré une corrélation entre les niveaux d’expression 

de DAT et la progression de la neurodégénérescence, ainsi qu’une association entre les 

polymorphismes génétiques du gène codant pour DAT et le risque de maladie de Parkinson. 

De plus, les modèles animaux ont montré une vulnérabilité accrue aux toxines avec des 

concentrations plus élevées de DAT dans les régions striatales affectées par la pathologie de 

la maladie de Parkinson. Une augmentation des niveaux de DAT pourrait augmenter la 

recapture de la dopamine, favorisant l’oxydation de la dopamine cytoplasmique et la 

neurotoxicité associée. Ces résultats suggèrent qu’une dérégulation du DAT pourrait 

contribuer à la mort neuronale (150).   

Enfin, la neuromélanine est un biopigment qui s’accumule dans le cytoplasme sous forme de 

granules. Elle interviendrait dans l’homéostasie rédox en séquestrant la dopamine, ses dérivés 

toxiques et les métaux et empêchant ainsi la génération de ROS (Figure 4). Une augmentation 

de la densité des granules pigmentaires a été rapportée dans les neurones dopaminergiques 

de la substance noire, associée à une augmentation de l’oxydation de la neuromélanine et de 

la charge en fer (151,153). Il a été suggéré que la neuromélanine chargée en fer pourrait être 

phagocytée par la microglie libérant ainsi son contenu pro-oxydant. L’injection intracérébrale 

de neuromélanine chez le rat a induit une activation microgliale associée à une perte 

significative des neurones dopaminergiques (154).   
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Figure 4 : Schéma représentant plusieurs mécanismes dérégulés dans la maladie de 
Parkinson. 

2.3.2. L’homéostasie du fer 

Le fer est un élément vital pour la plupart des organismes puisqu’il participe à de nombreux 

mécanismes physiologiques, tels que le transport de l’oxygène, la respiration mitochondriale, 

la croissance et la différenciation cellulaire ou encore la synthèse de l’ADN (155). Le fer peut 

exister sous deux formes ioniques : fer ferreux (Fe2+) et ferrique (Fe3+), faisant de lui un co-

facteur essentiel pour de nombreuses enzymes intervenant dans des réactions 

d’oxydoréduction. Cependant, sa capacité redox participe à la production de radicaux libres 

d’oxygène avec des conséquences délétères sur la physiologie cérébrale impactant, entre 

autres, la plasticité synaptique, la respiration mitochondriale, la myélinisation ou encore la 

synthèse de neurotransmetteurs (155,156).  

Les patients souffrant d’une carence en fer prénatale ou postnatale présentent des troubles 

de l’apprentissage et de la mémoire (157). A l’inverse, une accumulation progressive de fer 

dans le cerveau a été associée à des troubles neurodégénératifs (157). Dans la maladie de 

Parkinson, une augmentation de fer est principalement observée dans les neurones 
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dopaminergiques de la substance noire pars compacta et les cellules gliales, dont les niveaux 

ont été corrélés avec la sévérité de la maladie (156). Cette élévation du fer a été mesurée par 

IRM ainsi que dans des tissus post-mortem de patients atteints de la maladie de Parkinson 

(158) ; cela est également confortée par plusieurs modèles animaux modélisant cette 

pathologie (156). 

Ces données ont contribué à l’hypothèse qu’une surcharge en fer pouvait être délétère pour 

les neurones dopaminergiques en participant à l’augmentation du stress oxydatif. De ce fait, 

la chélation de fer a été étudiée comme stratégie thérapeutique possible (159,160). La 

chélation de fer dans le modèle murin MPTP rétablit le fer aux niveaux physiologiques 

empêchant la toxicité cellulaire et les troubles comportementaux (161). La défériprone a été 

utilisée en clinique dans le cadre de la maladie de Parkinson et a montré une amélioration des 

performances motrices ainsi qu’une réduction des dépôts de fer dans la substance noire 

(161,162). Néanmoins, un essai clinique récent a montré que la chélation de fer pouvait être 

délétère si celle-ci n’était pas associée à un traitement dopaminergique suggérant que 

l’augmentation en fer dans la voie nigrostriatale pourrait être un mécanisme compensatoire 

afin d’assurer la synthèse de dopamine (163). L’homéostasie du fer est primordiale et dépend 

de la régulation de son absorption, de son stockage et de sa libération. 

a. Importation du fer intracellulaire 

Physiologiquement, le fer est libéré dans le liquide interstitiel cérébral à travers la barrière 

hémato-encéphalique et il est absorbé par les neurones et différents types de cellules gliales 

(164). La plupart du fer circulant se lie à la transferrine, une glycoprotéine contenant deux sites 

de liaison au Fe3+. Lorsque la transferrine se lie à l’un de ses récepteurs (Transferrin Receptor : 

TfR1 et TfR2), cela induit une invagination de la membrane et la formation d’endosomes. En 

raison du pH acide, le Fe3+ sera libéré et pourra être réduit en Fe2+ par une métaloréductase 

endosomale (Six-Transmembranaire Epithelial Antigen of the Prostate 3 : STEAP3). Le fer 

ferreux, via le transporteur de métal divalent 1 (Divalent Metal Transporter 1 : DMT1), peut 

traverser la membrane endosomale et ainsi pénétrer dans le cytoplasme (165). La transferrine 

est renvoyée vers la membrane cellulaire pour une absorption ultérieure de fer. Les neurones 

peuvent également absorber Fe2+ et Fe3+ directement via DMT1 et le transporteur spécifique 

des cations trivalents, respectivement (164).   

Une étude a montré que les taux de TfR étaient plus élevés dans les exosomes plasmatiques 

d’origine neuronale chez les patients atteints de la maladie de Parkinson (166). Par ailleurs, 

une méta-analyse a montré que le gène de la transferrine présentait une association 

protectrice avec la maladie de Parkinson (167). Dans ce sens, une étude a montré que la 

délétion ciblée de TfR2 dans les neurones dopaminergiques in vivo pouvait diminuer la 
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neurodégénérescence dopaminergique et la surcharge en fer induite par le MPTP (168). De 

plus, une augmentation de l’expression de DMT1 a été retrouvée dans la substance noire de 

patients atteints de la maladie de Parkinson ainsi que dans un modèle murin MPTP modélisant 

cette pathologie. Une mutation dans le gène DMT1 a pu diminuer la neurodégénérescence 

dopaminergique induite par le MPTP (169). L’ensemble de ces données suggère qu’une 

augmentation de l’importation de fer dans les neurones dopaminergiques peut contribuer à la 

survenue de la maladie de Parkinson.  

b. Génération du fer 

L’hème oxygénase 1 (HMOX1) est une enzyme, induite en réponse à divers stress, qui 

catalyse la dégradation de groupes hèmes en monoxyde de carbone, en fer ferreux et en 

biliverdine. La biliverdine pourra être convertie, via la biliverdine réductase, en bilirubine, 

capable de piéger les ROS faisant de HMOX1, une enzyme ayant un rôle antioxydant. La 

libération de fer, par la dégradation de l’hème, va augmenter le fer intracellulaire qui pourra 

alors être pris en charge par des protéines permettant son stockage ou son exportation. En 

effet, le fer dans la cellule, majoritairement sous forme ferreux, constitue un pool de fer labile 

dont une partie serait liée à des protéines chaperonnes de fer, telles que les protéines poly 

(rC) (poly (Rc)-binding protein : PCBP) 1 et 2 qui sont des régulateurs importants de ce pool 

(165). 

Une augmentation des niveaux de HMOX1 a été observée dans les neurones 

dopaminergiques, en particulier à la périphérie des corps de Lewy ainsi que dans les 

astrocytes de la substance noire de patients atteints de la maladie de Parkinson. L’élévation 

de HMOX1 a également été retrouvée au niveau périphérique, dans le sérum et la salive de 

sujets atteints de la maladie de Parkinson (170–173). Dans un modèle murin pro-oxydant induit 

par la 6-OHDA, la régulation positive de HMOX1, via des approches pharmacologiques, a 

diminué la perte de neurones dopaminergiques (174). Cependant, il semblerait que l’activation 

chronique de HMOX1 puisse être délétère. En effet, la surexpression de HMOX1 dans les 

astrocytes de souris entraîne un phénotype parkinsonien, à l’âge de 19 mois, caractérisé par 

un stress oxydant neuronal, une diminution de la dopamine nigrostriatale associée à une 

altération de la coordination locomotrice, une augmentation des dépôts de fer et des niveaux 

d’alpha-synucléine et des dommages mitochondriaux (175). L’administration de la défériprone 

a amélioré les aspects locomoteurs. L’activité prolongée de HMOX1 peut être délétère en 

raison de l’augmentation du fer intracellulaire et du stress oxydatif associé.  

Par ailleurs, notre équipe a mené une étude utilisant la biologie computationnelle en combinant 

une approche de « text-mining », afin de collecter systématiquement dans la littérature 

scientifique les protéines significativement associées à la neuroinflammation dans la maladie 
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de Parkinson ; et une analyse de réseau d’interactions fonctionnelles. Cette étude a permis 

d’identifier HMOX1 comme étant l’une des protéines pouvant moduler les processus 

biologiques sous-jacents à la neuroinflammation dans la maladie de Parkinson suggérant que 

son implication dans la survie neuronale peut également être médiée par les cellules gliales 

environnantes (176) (Annexe 3). 

c. Stockage et exportation du fer 

La ferritine, une protéine majeure de stockage du fer serait responsable d’environ 70 à 80% 

de son stockage. Elle est principalement cytoplasmique mais il existe également des formes 

mitochondriales et nucléaires. La ferritine est constituée de 24 sous-unités formant un 

polymère sphérique contenant une cavité pouvant stocker jusqu’à 4500 atomes de fer. Elle 

peut être divisée en deux sous-unités : la chaîne lourde (Ferritin Heavy chain : FTH) et la 

chaîne légère (Ferritin Light chain : FTL). FTH1 est pourvue d’une activité ferroxidase, 

intervenant dans l’oxydation de Fe2+ en Fe3+ tandis que FTL intervient dans la formation du 

noyau du fer. Cette protéine permet donc de limiter le pool de fer labile, pouvant limiter les 

dommages causés par le fer (164,165). Dexter et collaborateurs ont montré que les taux de 

ferritine sont diminués dans la substance noire de cerveaux post-mortem de patients atteints 

de la maladie de Parkinson (177). Au niveau périphérique, une augmentation du taux de la 

ferritine a également été observée dans les exosomes d’origine neuronale (166) bien qu’il ne 

semble pas être impacté dans le plasma ni dans le LCR (158,178). Par ailleurs, les neurones 

dopaminergiques ayant été préalablement exposés à la ferritine exogène ont présenté une 

diminution de la toxicité induite par le MPP+ caractérisée par une diminution du pool de fer 

labile et du stress oxydatif ainsi qu’une préservation du potentiel mitochondrial membranaire 

et de la viabilité cellulaire (179). Cette neuroprotection a également été observée dans des 

modèles in vitro et in vivo surexprimant la ferritine mitochondriale (180,181). Ces études 

mettent en évidence le rôle essentiel de la ferritine dans l’homéostasie du fer et qu’une 

diminution de celle-ci peut favoriser les processus neurodégénératifs. 

Enfin, la ferroportine est actuellement la seule protéine transmembranaire impliquée dans 

l’exportation du fer ferreux. Une étude a montré que la protéine PCBP2 chargée en fer pouvait 

interagir avec la ferroportine afin d’exporter le fer (182). La ferroportine est diminuée dans des 

modèles cellulaires et murins pro-oxydants induits par la 6-OHDA, associée à une élévation 

de fer intracellulaire et à une aggravation de la génération de ROS (183).  

L’ensemble de ces données montrent qu’une dérégulation de l’homéostasie du fer peut 

contribuer à l’accumulation de fer intracellulaire participant à un environnement oxydatif 

favorisant ainsi la pathogénèse de la maladie de Parkinson. 
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2.3.3. Le stress oxydatif 

Le stress oxydatif est considéré comme un facteur clé contribuant à la pathogénèse de la 

maladie de Parkinson. Le stress oxydatif résulte d’une dérégulation de l’état redox induite par 

une production de ROS qui outrepasse les capacités antioxydantes cellulaires. Les dommages 

cellulaires causés par le stress oxydatif comprennent l’oxydation de protéines, entraînant un 

dysfonctionnement des protéines et des changements structurels ; l’oxydation des acides 

nucléiques ainsi que la perturbation de la membrane cellulaire due à la peroxydation lipidique. 

Les ROS sont issues de la réduction incomplète de l’oxygène et comprennent des radicaux 

libres tels que les radicaux superoxyde (O2•-) et hydroxyle (HO•) ainsi que les molécules non 

radicalaires comme le peroxyde d’hydrogène (H2O2). La chaîne de transport d’électrons 

mitochondriale et les oxydases nicotinamide adénine dinucléotide phosphate (NADPH) 

produisent de l’O2•- qui pourra être converti en H2O2 par les enzymes superoxydes dismutases. 

Dans le cerveau, la majorité de l’O2•- est produite par le complexe I de la chaîne respiratoire 

mitochondriale (156). Un certain nombre de toxines et de pesticides environnementaux, tels 

que le MPTP et la roténone, traversent les membranes lipidiques et altèrent l’activité redox du 

complexe I de la mitochondrie en bloquant le flux d’électrons de la NADH vers la coenzyme 

Q, favorisant ainsi la génération d’O2•- (151). Ces composés démontrent une cytotoxicité 

préférentielle pour les neurones dopaminergiques nigraux et sont utilisés pour modéliser le 

parkinsonisme et permettre l’étude de la neurodégénérescence dopaminergique (184). De 

plus, une dysfonction du complexe I a été retrouvée au niveau du système nerveux central, 

dans la substance noire et le cortex frontal (185,186) ; ainsi qu’au niveau périphérique, dans 

les plaquettes et le muscle squelettique de patients parkinsoniens (187,188).  

Les données recueillies auprès de patients atteints de la maladie de Parkinson à un stade 

précoce démontrent qu’un stress oxydatif élevé serait une caractéristique retrouvée dans les 

stades initiaux de la maladie, survenant avant une perte neuronale significative (151). Cela 

implique la génération incontrôlée de ROS comme facteur causal potentiel de la mort des 

neurones dopaminergiques, plutôt que comme réponse secondaire à la neurodégénérescence 

progressive.   

De plus, le cerveau est enrichi en lipides qui participent à la fluidité et la perméabilité des 

membranes. La peroxydation des lipides résulte de l’attaque des lipides contenant des doubles 

liaisons carbone-carbone, en particulier les acides gras polyinsaturés (AGPI), par des produits 

d’oxydation comme les radicaux libres ou les espèces non radicalaires. La peroxydation des 

lipides peut être réalisée par des enzymes ou via des procédés non enzymatiques. Le 

processus non enzymatique est entraîné par la production d’espèces radicalaires réagissant 

avec le fer, via la réaction de Fenton. Pour cela, le Fe2+ réagit avec une molécule de H2O2 
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générant du Fe3+, de l’HO• et OH-. La peroxydation des AGPI conduit à la formation de produits 

d’oxydation secondaires tels que les d’aldéhydes comme par exemple, le malondialdéhyde 

(MDA) et le 4-hydroxy-2-nonénal (4-HNE) pouvant être toxiques pour la cellule (Figure 4). Des 

niveaux élevés de MDA ont été trouvés la substance noire par rapport à d’autres régions 

cérébrales dans la maladie de Parkinson mettant pour la première fois en cause la 

peroxydation lipidique comme cause de mort (189,190).  

La toxicité du 4-HNE est principalement due à l’altération des fonctions cellulaires par la 

formation d’adduits covalents du 4-HNE avec les protéines. Le 4-HNE et les adduits protéiques 

du 4-HNE sont également augmentés dans la substance noire, dans les corps de Lewy 

corticaux et dans le LCR de patients parkinsoniens (191–193). Le 4-HNE peut également 

réduire les niveaux de glutathion (GSH), entrainant la vulnérabilité des neurones aux attaques 

oxydatives puisque le GSH est un antioxydant majeur dans le système nerveux central. Le 

GSH peut interagir avec les ROS contribuant ainsi à leur élimination ; réduire les quinones 

formées lors de l’auto-oxydation de la dopamine et agir sur le métabolisme du fer via la 

formation de plusieurs complexes de fer (194). Une diminution des niveaux de GSH a été 

rapportée dans la substance noire de patients parkinsoniens et semble spécifique de cette 

région cérébrale (195,196). De plus, la réduction en GSH n’a pas été retrouvée dans d’autres 

pathologies neurodégénératives telles que la paralysie supranucléaire progressive, la maladie 

de Huntington et l’atrophie multisystémique (196) suggérant que cette déficience ne semble 

pas être une conséquence de la neurodégénérescence mais spécifique de la maladie de 

Parkinson. Le GSH agit comme un co-facteur nécessaire au fonctionnement des enzymes 

antioxydantes, les peroxydases dépendantes du glutathion (GPx). Une diminution des niveaux 

et de l’activité des GPx a été observée dans le cerveau de patients parkinsoniens (197,198). 

La perte des fonctions neuroprotectrices du GSH dans les neurones dopaminergiques peut 

ainsi participer à la pathogénèse de la maladie de Parkinson (Figure 4).  

Pour assurer leur fonction, les neurones dopaminergiques sont métaboliquement très actifs 

tout au long de la vie et de nombreux acteurs agissent de concert pour réguler au mieux le 

stress que ces neurones peuvent subir. Au sein du tissu, les cellules gliales vont soutenir les 

neurones, former un tissu cicatriciel après une lésion cérébrale, éliminer des résidus issus de 

la mort cellulaire… Au niveau cellulaire, et suivant la base génétique de chacun, nous pouvons 

remarquer que de plus en plus d’études pointent l’importance du métabolisme du fer et des 

lipides sur la génération du stress oxydant. Ces études vont jusqu’à impliquer des voies de 

mort cellulaires régulées telles que la ferroptose et l’autophagie. C’est dans le cadre d’une 

meilleure compréhension de ces mécanismes sous-jacents la neurodégénérescence que mon 

travail s’inscrit.  
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3. Les mécanismes impliqués dans la neurodégénérescence 

Historiquement, les morts cellulaires étaient classées en fonction de la morphologie cellulaire, 

à savoir l’apoptose (type I), l’autophagie (type II) et la nécrose (type III). Selon les dernières 

recommandations, la mort cellulaire est divisée en deux catégories, la mort cellulaire 

accidentelle et la mort cellulaire régulée (199). La mort cellulaire accidentelle est un processus 

incontrôlé et inévitable résultant d’un stress sévère chimique, physique ou mécanique tandis 

que la mort cellulaire régulée peut être limitée par des interventions pharmacologiques ou 

génétiques. Plusieurs morts cellulaires régulées, qui présentent des différences dans leurs 

mécanismes d’induction du signal et de modulation moléculaire, ont été décrites comme 

potentiellement impliquées dans la maladie de Parkinson. C’est le cas, entre autres, de 

l’apoptose, la nécroptose, la pyroptose, parthanatos, l’anoïkis, l’autophagie ou encore de la 

ferroptose (200).  

L’apoptose a été la première mort décrite et a également été définie comme une mort cellulaire 

programmée puisqu’elle joue un rôle fondamental dans le développement et l’homéostasie 

tissulaire. Dans le système nerveux central, les cellules sont surproduites et ce serait plus de 

la moitié des neurones générés qui serait éliminée par des mécanismes de mort cellulaire 

programmée (201). Cependant, l’implication de l’apoptose a également été étudiée dans la 

mort des neurones dopaminergiques liée à la maladie de Parkinson (200). Bien que certains 

aspects des voies intrinsèques et extrinsèques de l’apoptose aient été retrouvés dans des 

modèles murins ou dans des tissus post-mortem de patients atteints de cette pathologie, 

d’autres morts cellulaires, telles que l’autophagie et la ferroptose semblent davantage 

correspondre aux caractéristiques physiopathologiques de la maladie de Parkinson.   

3.1. La ferroptose  

Le terme « ferroptose » a été introduit, en 2012, pour décrire une mort cellulaire régulée 

causée par une peroxydation lipidique dépendante du fer (202). La ferroptose a été décrite 

suite à l’identification de molécules qui étaient sélectivement mortelles pour les lignées 

cellulaires oncogènes mutantes RAS regroupées sous le nom de composés létaux spécifiques 

RAS (RSL), tels que l’érastine ou le RSL3 (202). Les caractéristiques classiques de l’apoptose 

n’ont pas été observées dans les cellules RAS mutantes traitées par les composés RSL mais 

ces traitements ont été associés à des niveaux accrus de ROS intracellulaires. La ferroptose 

est caractérisée par une peroxydation lipidique, médiée par le fer, qui résulte des perturbations 

de l’homéostasie rédox se produisant via l’accumulation de molécules oxydantes soit par leur 

surproduction, soit par la perte de la capacité cellulaire à les réduire. Nous décrirons le rôle de 

certains acteurs intervenant dans le métabolisme du fer et leur implication dans la ferroptose 

ainsi que le métabolisme des lipides pouvant favoriser la survenue de la peroxydation lipidique, 
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et, enfin, aborder le rôle clé du système antioxydant xc
--glutathion-GPx4 dans la prévention de 

la ferroptose (Figure 5). 

 

Figure 5: Schéma reprenant les mécanismes impliqués dans la régulation de la ferroptose 
(adapté de Dar et collaborateurs (203). 

La ferroptose est initiée par la liaison de la transferrine chargée en Fe3+ avec le récepteur de la 
transferrine, conduisant à l'absorption endosomale et à la libération de Fe3+ du complexe Tf-TfR1 dans 
le cytosol. La métalloprotéase endosomale, STEAP3, réduit Fe3+ en Fe2+ qui peuvent être transportés 
et stockés dans la ferritine par DMT1 ou rester dans le cytoplasme sous forme de pool de fer labile 

(Fe2+). HO-1, par la dégradation de l’hème, va participer à l’augmentation du fer intracellulaire. 
L'augmentation de Fe2+ induit la production de ROS en utilisant à la fois des voies enzymatiques 
(lipoxygénase et P450 oxydoréductase) et non enzymatiques (réaction de Fenton), conduisant 
finalement à la ferroptose par peroxydation lipidique des AGPI membranaires médiée par les ROS. La 
ferroptose est atténuée par des systèmes antioxydants tels que GPX4 et Nrf2. La cystine est nécessaire 
à la synthèse du GSH, qui est transporté dans la cellule par le système xC− pour un échange de 
glutamate. L’enzyme GPX4 activé par son co-facteur, GSH, réduit les lipides peroxydés en leurs 
analogues alcools et diminue la peroxydation lipidique. La signalisation Nrf2 est impliquée dans la 
synthèse du GSH, SCL7A11 inhibe directement la ferroptose et HMOX-1 inhibe la ferroptose en limitant 
la production de ROS. 

3.1.1. Le métabolisme du fer 

Plusieurs études ont montré l’implication du fer dans la potentialisation de cette mort cellulaire. 

En effet, le co-traitement contenant de l’érastine, combinés à différentes sources exogènes de 

fer ou de l’hémine a majoré la mort cellulaire in vitro (202,204). Par ailleurs, un régime 

alimentaire riche en fer a induit une dérégulation des niveaux de protéines régulatrices de fer 

telles qu’une diminution de l’expression de TfR et une augmentation des niveaux de DMT1 et 

de ferroportine. Ces changements ont également été associés à une élévation du stress 

oxydatif favorisant la perte neuronale et l’activation astrocytaire et microgliale dans le cortex 
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et l’hippocampe dans un modèle murin (205). A contrario, l’utilisation de chélateurs de fer ou 

la délétion génétique de protéines régulatrices du fer a empêché la mortalité cellulaire, à la 

fois in vitro (202,204,206,207) et in vivo (207) montrant qu’une augmentation du fer peut 

favoriser un effet délétère. 

L’implication de HMOX1 dans la sensibilité à la ferroptose n’est pas claire et demande 

davantage d’investigations. D’une part, l'activation excessive de HMOX1 pourrait accroître la 

sensibilité à la ferroptose en participant à l’augmentation du pool de fer labile associée à une 

production d’espèces peroxydés (204,208). D’autre part, en raison de son action antioxydante, 

HMOX1 peut également être cytoprotectice. L'inhibition pharmacologique de HMOX1 a 

empêché la mort induite par l'érastine (204). Enfin, des cultures primaires de neurones 

granulaires cérébelleux issues d’un modèle murin surexprimant HMOX1 ont montré une 

diminution de la toxicité induite par le glutamate ou le peroxyde d’hydrogène, H2O2 renforçant 

les preuves du rôle antioxydant de l’enzyme (209). Cependant, les différents niveaux 

d’activation de HMOX1 pourraient expliquer les effets contradictoires. En effet, il semblerait 

qu’une activité faible favorise la cytoprotection tandis qu’une activation importante de l’enzyme 

serait davantage cytotoxique (210). 

L’implication de la ferritine également été évaluée in vivo. La perte globale de FTH chez la 

souris entraîne une létalité embryonnaire précoce (211). Par ailleurs, Rui et collaborateurs ont 

utilisé un modèle murin avec un knockout (KO) conditionnel de FTH spécifique aux neurones 

et inductible par le tamoxifène dans un modèle de lésion cérébrale traumatique. La perte de 

FTH a augmenté les niveaux cérébraux de fer et a induit une augmentation des niveaux de 

TfR1 soulignant son importance dans la régulation de l’homéostasie du fer. Pour autant, les 

souris ne présentaient pas de stress oxydatif au niveau cérébral. Cependant, les souris KO 

FTH ayant été soumis aux lésions cérébrales traumatiques ont présenté une élévation des 

niveaux de peroxydation lipidiques et une exacerbation des lésions neuronales suggérant que 

les changements du métabolisme du fer induits par la perte de FTH ont potentialisé les effets 

délétères des lésions traumatiques (212). 

3.1.2. Le métabolisme des lipides 

Les principaux phospholipides membranaires sont classés en glycérophospholipides (GPL) et 

sphingolipides. Les acides gras (AG) présents dans les GPL et les sphingolipides peuvent 

différer en longueur de chaîne, en nombre de doubles liaisons ainsi que dans leur position de 

doubles liaisons et d’hydroxylation. L’hétérogénéité des GPL résulte des combinaisons des 

deux AG (appelées sn1 et sn2), de la liaison en position sn1 et du groupe de tête (choline, 

éthanolamine, sérine, inositol…). L’AG sn1 est plutôt saturé (pas de double liaison), ou 

monoinsaturé (AGMI ; une double liaison), tandis que la position sn2 est davantage un AGMI 



48 
 

ou un AGPI (au moins deux doubles liaisons) (213). Bien que l’enrichissement en AGPI dans 

la membrane puisse participer à de nombreuses fonctions cellulaires en améliorant la fluidité 

de la membrane, elle accroît la sensibilité à la ferroptose via la peroxydation lipidique tandis 

que l’apport en AGMI réduit ce risque (214). Dans un premier temps, nous décrirons les 

principaux acteurs permettant l’incorporation des AGPI dans les phospholipides membranaires 

afin de discuter de la peroxydation lipidique qui détermine la sensibilité à la ferroptose.  

a. Incorporation des AGPI dans les phospholipides favorisant la ferroptose 

Les AGPI importés ou synthétisés sont incorporés dans les glycérophospholipides par deux 

voies : la synthèse de novo et la voie de remodelage des phospholipides via le cycle de Land. 

Dans les deux voies, les AGPI libres sont activés en AGPI-CoA par les enzymes de la famille 

des Acyl-CoA Synthetase Long chain (ACSL). L’isoforme ACSL4 catalyse préférentiellement 

l’activation de l’acide arachidonique (AA) et à moindre mesure, l’acide adrénique (AdA), l’acide 

eicosapentaénoïque ainsi que l’acide docosahexanoïque (215). Pour la synthèse de novo, 

l’AGPI-CoA peut être incorporé, en position sn2 des phospholipides, par les 

acylglycérophosphate acyltransférases afin de produire un précurseur commun aux 

glycérophospholipides, l’acide phosphatidique. Dans le remodelage des phospholipides, les 

AG sont remplacés par d’autres AG pour former divers phospholipides. Le remodelage 

comprend deux étapes : la désacylation et réacylation. La désacylation consiste au clivage de 

l’AGPI du site sn2 par la phospholipase A2. Les lysophospholipides résultants peuvent ensuite 

être acylés par les lysophospholipides acyltransférases. Parmi celles-ci, l’enzyme 

lysophosphatidylcholine acyltransférase 3 (LPCAT3) intervient dans l’incorporation des AGPI-

CoA, et préférentiellement de l’AA-CoA, dans les lysophosphatidylcholines et 

lysophosphatildyléthanolamines. Dixon et collaborateurs ont été les premiers à proposer 

l’implication des enzymes ACSL4 et LPCAT3 dans la sensibilité à la ferroptose (216). Des 

études ultérieures ont montré que la délétion génétique ainsi que l’inhibition pharmacologique 

d’ACSL4 ont pu protéger contre la ferroptose (217,218) tandis que la délétion génétique des 

autres membres de la famille ACSL n’a eu aucun impact sur la susceptibilité à la ferroptose 

(217). La perte d’ACSL4 a réduit les taux en AA-CoA et AdA-CoA ainsi que les taux de 

phosphatidylétanolamines contenant de l’AA et de l’AdA (217,218). De plus, nous avons 

montré que dans un modèle cellulaire de neurones dopaminergiques, la supplémentation en 

AA a sensibilisé à la ferroptose en présence d’un agent pro-ferroptotique, le Ras-Selective 

Lethal 3 (RSL3), ou en combinaison avec le chlorure de fer (FeCl3) (219). L’inhibition 

pharmacologique ou la délétion génétique de l’ACSL4 a considérablement diminué l’effet 

délétère dans ces conditions pro-ferroptotiques (219) démontrant l’implication de l’ACSL4 

dans l’incorporation de l’AA dans les membranes et ainsi la sensibilisation à la ferroptose. 

Enfin, l’implication d’ACSL4 dans la sensibilité à la ferroptose a également été démontrée in 
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vivo dans un modèle murin d’ischémie cérébrale. L’utilisation, en amont de l’ischémie, d’un 

inhibiteur pharmacologique d’ACSL4 a réduit la peroxydation lipidique, le volume de l’infarctus 

améliorant ainsi les capacités neurologiques par rapport aux souris non traitées (220). 

Concernant l’enzyme LPCAT3, son inhibition pharmacologique ou sa délétion génétique a 

réduit, in vitro et in vivo, les taux de phosphatidylcholines, phosphatidyléthanolamines et de 

phosphatildylsérines contenant de l’AA (221,222). La suppression de LPCAT3 a également 

diminué la sensibilité à la ferroptose (217,218,221). La modulation du métabolisme de l’AA, 

par ACLS4 et LPCAT3, détermine la sensibilité à la ferroptose. L’étape d’incorporation des 

AGPI dans les phospholipides membranaires augmente la sensibilité à la ferroptose, via le 

phénomène d’oxydation des lipides : la peroxydation lipidique. 

b. La peroxydation lipidique 

La peroxydation des lipides peut être réalisée par des procédés non enzymatiques ou régit 

par des enzymes. La peroxydation lipidique non enzymatique est entraînée par la production 

d’espèces radicalaires réagissant avec le fer, via la réaction de Fenton, et pouvant causer des 

dommages oxydatifs au niveau des lipides membranaires. Le mécanisme d’auto-oxydation 

des radicaux libres impliqué dans le processus de peroxydation lipidique est un processus 

comprenant trois étapes : initiation, propagation et terminaison (Figure 6).  

 

Figure 6: Mécanismes de peroxydation lipidique (schéma issu de Rodencal and Dixon 2023 
(223)). 

Lors de l’initiation, une molécule oxydante extrait l’hydrogène à partir d’un carbone du 

méthylène reliant les doubles liaisons de lipides insaturés, formant un radical lipidique centré 
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sur le carbone (L•) (représenté en rouge sur le schéma). Lors de la phase de propagation, le 

radical libre lipidique (L•) réagit alors avec l’oxygène pour produire un radical peroxyde 

lipidique (LOO•). Le peroxyde lipidique (LOO•) extrait, à son tour, les atomes d’hydrogène d’un 

autre lipide pour générer un nouveau radical lipidique (L•) et un hydroxyperoxyde lipidique 

(LOOH) (Figure 6) (223). Les hydroperoxydes peuvent également évoluer en composés 

secondaires d’oxydation tels que le 4-HNE et le MDA. Enfin, la phase de terminaison équivaut 

soit à la disparition des espèces peroxydées et à l’accumulation des composés secondaires 

d’oxydation aboutissant à l’oxydation complète du substrat soit à la neutralisation de la 

peroxydation lipidique par des systèmes antioxydants. Pour cela, les molécules antioxydantes 

fournissent un atome d’hydrogène à l’espèce LOO• et forment un radical antioxydant qui réagit 

avec un autre LOO• en formant des produits non radicalaires. La régulation de la ferroptose 

par les systèmes antioxydants sera davantage développée ultérieurement.  

Alternativement, la peroxydation lipidique peut être catalysée par des enzymes, dépendantes 

du fer, telles que les lipoxygénases (LOX) et les enzymes des cytochromes régissant la voie 

enzymatique de la peroxydation lipidique.  

Les LOX comportent six sous-types chez l’humain, à savoir l’arachidonate 3-lipoxygénase 

(ALOX3), ALOX5, ALOX12, ALOX12B, ALOX15 et ALOX15B qui oxydent préférentiellement 

l’acide arachidonique. Les LOX sont des dioxygénases contiennant du fer non hémique qui 

catalysent l’insertion régiospécifique d’oxygène sur un AGPI, formant des hydroperoxydes 

nommés « acides n-hydroperoxyeicosatétraénoïques » (HPETE) qui se différencient par la 

position n sur laquelle les LOX insèrent l’oxygène dans l’AA (224). Ce sont des enzymes 

lipidiques peroxydantes (225). En effet, la surexpression des ALOX5, ALOX12, ALOX15 a 

pour chacune augmenté la sensibilité à la ferroptose, quand celle-ci était induite avec des 

agents pharmacologiques pro-ferroptotiques tels que le RSL3 ou l’érastine (226). Par ailleurs, 

l’activation de ALOX12 induite par la déplétion du glutathion a entraîné la production de 

peroxydes lipidiques dans un modèle cellulaire de neurones corticaux (227).  A l’inverse, nous 

avons montré que dans un modèle cellulaire de neurones dopaminergiques, l’inhibition 

pharmacologique ou la délétion génétique des ALOX 12 ou 15/15B ont réduit la peroxydation 

lipidique et la sensibilité à la ferroptose induite par le RSL3 ou par le co-traitement en AA et 

en FeCl3 (219).   

Enfin, l’oxydoréductase du cytochrome P450 (POR) est impliquée dans le transfert d’électrons 

à travers plusieurs cofacteurs tels que la NAPDH, la flavine adénine dinucléotide et la flavine 

mononucléotide afin que son isoenzyme, la cytochrome P450, contenant une molécule d’hème 

puisse générer un groupe hydroxyle à partir de l’oxygène. Des études ont montré que la 

délétion génétique de POR a diminué la sensibilité de lignées cellulaires cancéreuses à la 
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ferroptose en réduisant la peroxydation lipidique démontrant l’implication de telles enzymes 

dans la génération de lipides peroxydés (228,229). Par ailleurs, une autre oxydoréductase, la 

NADH-cytochrome b5 réductase 1 semble également contribuer à la peroxydation lipidique en 

favorisant la formation de H2O2 qui pourra réagir avec le fer via la réaction de Fenton (229).  

c. Des classes de lipides particulièrement sensibles à la ferroptose 

Comme énoncé précédemment, les glycérophospholipides peuvent être conjugués à 

différents groupe de tête, tels la choline, l’éthanolamine, la sérine et l’inositol, donnant 

respectivement la phosphatidylcholine (PC), la phosphatidyléthanolamine (PE), la 

phosphatidylsérine (PS) et la phosphatidylinositol (PI). Le groupe de tête a un impact sur la 

localisation de la membrane, les propriétés chimiques et la propension à former différentes 

conformations membranaires. Les PE pourraient être les principaux responsables de la 

ferroptose, car ils sont enrichis en AGPI hautement oxydables contenant quatre, cinq ou six 

doubles liaisons, et ont tendance à se localiser sur le feuillet interne de la membrane plasmique 

où ils sont vraisemblablement exposés à des conditions oxydatives. Les PC, quant à eux, 

semblent moins sensibles à la peroxydation lipidique en raison de leur localisation dans le 

feuillet externe de la membrane plasmique (223). Par ailleurs, des cellules de fibroblastes 

embryonnaires de souris exposées au RSL3 ont montré des niveaux de lipides peroxydés 

élevés dont la majorité était des PE (218). La protéine 1 de liaison à la 

phosphatidyléthanolamine (PEBP1) favorise la ferroptose en se complexant spécifiquement 

avec les lipides PE et la ALOX15, conduisant à l’oxydation des AGPI contenus dans les PE 

(223).  

Un autre type de phospholipide, l’éther-phospholipide (ePL), peut sensibiliser à la ferroptose. 

L’ePL contient une liaison éther entre le groupe de queue sn-1 et le squelette glycérol tandis 

que les phospholipides diacyliques présentent une liaison ester. Les ePL comprennent deux 

sous-classes : les phopholipides alkyl-éther et les phospholipides vinyl-éther (également 

connus sous le nom de plasmalogènes), selon que la chaîne glucidique liée à l’éther est saturé 

ou contient une double liaison. En position sn-2, l’ePL contient généralement un AGPI et en 

position sn-3, un PE ou PC. Les ePL sont plus susceptibles de contenir des AGPI que leurs 

homologues diacyliques (223). Récemment, des études ont montré que les ePL alkyliques ou 

plasmalogènes sont impliqués dans la susceptibilité à la ferroptose et que leur réduction peut 

protéger les cellules de la ferroptose (230,231). De plus, notre équipe a montré que 

l'expression réduite d'ACSL4 dans les cellules LUHMES a diminué les niveaux d'ePL, 

suggérant qu'ACSL4 pourrait moduler la synthèse d'ePL (232).  

Ainsi, ces données montrent que la peroxydation des PE et des ePL semble particulièrement 

importante dans la sensibilité des cellules à la ferroptose. 
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3.1.3. Le système xc
--glutathion-GPx4 

Comme nous avons pu le voir précédemment, des dérégulations de certains acteurs clés 

intervenant dans le métabolisme du fer ou dans le métabolisme des lipides peuvent favoriser 

la peroxydation lipidique, que celle-ci soit issue de l’auto-oxydation ou médiée par des 

enzymes. Cependant, l’inactivation de mécanismes antioxydants peuvent également conduire 

à un environnement oxydatif participant à l’accumulation de lipides peroxydés. L’un des 

principaux systèmes antioxydants intervenant dans la réduction de la peroxydation lipidique 

est le système xc
--glutathion-GPx4.  

Le système xc
- ou xCT est un antiporteur cystine-glutamate impliqué dans l’importation 

transmembranaire de la cystine extracellulaire et l’exportation du glutamate intracellulaire. Une 

fois dans la cellule, la cystine pourra être réduite en cystéine, un acide aminé précurseur pour 

la synthèse du glutathion (GSH). Le GSH est un tripeptide composé d’acide glutamique, de 

cystéine et de glycine. Il est synthétisé à partir de ses acides aminés constitutifs par les actions 

successives de la glutamate-cystéine ligase. En raison de la concentration intracellulaire 

limitée en cystéine, cet acide aminé est considéré comme limitant dans la synthèse du GSH. 

Le GSH agit comme un co-facteur nécessaire au fonctionnement de la peroxydase 

dépendante du glutathion 4 (GPx4), une enzyme antioxydante qui est impliquée dans la 

détoxification des lipides peroxydés. En effet, elle catalyse la réduction du phospholipide 

hydroperoxydé (LOOH) toxique en un phospholipide alcool (LOH) (233). Le sélénium est un 

composant important des protéines qui contiennent de la sélénocystéine, dont GPx4, pouvant 

augmenter la capacité antioxydante des cellules lors de dommages oxydatifs. Le cycle 

catalytique de GPx4 comprend trois étapes. Lors de la première étape, le sélénol du site actif 

est oxydé en acide sélénique par un lipide hydroperoxydé. Puis, la régénération de l’acide 

sélénique est médiée par deux molécules de GSH. La réaction avec la première molécule de 

GSH aboutit à un intermédiaire sélénodisulfure. Enfin, ce dernier peut réagir avec la seconde 

molécule de GSH conduisant à la libération d’un disulfure de glutathion (GSSG) (234).  

La perturbation du système xc
-, l’épuisement du GSH ou encore l’inhibition de GPx4 sont des 

évènements favorisant la ferroptose. Des inhibiteurs pharmacologiques de cette voie 

antioxydante ont été développés afin de pouvoir sensibiliser les cellules cancéreuses à la 

ferroptose. Par exemple, l’exposition de cellules cancéreuses à l’érastine a provoqué 

l’épuisement en GSH et GSSG via l’inhibition du système xc
-, induisant une production de ROS 

et une mort cellulaire plus importante (202,235). L’exposition au RSL3, quant à elle ne semble 

pas impacter les niveaux de GSH mais inhibe l’activité catalytique de GPx4 induisant 

également une peroxydation lipidique et une sensibilité accrue à la ferroptose (202,235,236). 

Par ailleurs, la délétion génétique de GPx4 dans un modèle murin est léthal au stade 

embryonnaire (237,238). Afin d’évaluer la perte de GPx4 in vivo, Seiler et collaborateurs ont 
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utilisé un modèle de souris transgénique présentant la délétion génétique spécifiquement dans 

les neurones. Les souris âgées de 8 jours ont montré une diminution de Gpx4 au niveau 

cérébral puis ont développé des problèmes locomoteurs ainsi qu’une hyperexcitabilité à 10 et 

12 jours, respectivement. Des analyses immunohistochimiques ont révélé une 

neurodégénérescence dans l’hippocampe ainsi qu’une astrogliose (238). Par ailleurs, les 

conséquences d’une perte de GPx4 ont également pu être évaluées dans un modèle murin 

adulte âgé de 6 à 9 mois, à l’aide d’un KO inductible par le tamoxifène. Les souris ont présenté 

un dysfonctionnement mitochondrial, une augmentation de la peroxydation lipidique, une perte 

neuronale au niveau hippocampique et, enfin, une mortalité accrue trois semaines après la 

dernière injection de tamoxifène (239). L’ensemble de ces données mettent en évidence le 

rôle primordial de GPx4 que ce soit dans le développement embryonnaire, dans le maintien 

de fonctions essentielles à l’organisme ou encore dans la survie. 

Par ailleurs, la régulation du système antioxydant xc
--glutathion-Gpx4 est médiée, entre autres, 

par le facteur de transcription « Nuclear factor erythroid-derived 2-like 2 » (Nrf2 ou NFE2L2). 

Ce dernier est considéré comme un des régulateurs principaux de la réponse antioxydante 

puisqu’il intervient dans la régulation de gènes impliqués dans plusieurs mécanismes 

cellulaires, tels que la prévention ou la correction de déséquilibres rédox, le métabolisme de 

l’hème et du fer ou encore le métabolisme des glucides et des lipides (240). Ce facteur de 

transcription, inductible par le stress, est maintenu à un niveau bas par trois complexes E3-

ubiquitine ligase différents. Lors d’une situation de stress, la dégradation de Nrf2, médiée par 

l’un de ces complexes, est compromise permettant la translocation de Nrf2 jusqu’au noyau 

afin d’initier la transcription de gènes antioxydants en se liant à un élément sensible aux 

antioxydants. Parmi les gènes cibles impliqués dans le métabolisme du fer, nous pouvons 

retrouver, par exemple, les gènes de FTL/FTH, de la ferroportine ou encore de l’HMOX1. Il 

intervient également dans la régulation d’enzymes impliquées dans la synthèse du GSH telles 

que la glutamate-cystéine ligase, la glutathion synthétase et le transporteur xc
-. Enfin, GPx4 

est également une cible transcriptionnelle de Nrf2, faisant de ce facteur de transcription, un 

régulateur anti-ferroptotique essentiel (240). Dans une étude menée par Liu et collaborateurs, 

la délétion génétique de Nrf2 dans un modèle cellulaire neuronal a exacerbé l’effet délétère 

associé l’érastine en diminuant les niveaux de FTH1 et de GSH, et augmentant, ainsi, le stress 

oxydatif. A l’inverse, l’activation pharmacologique de Nrf2 a atténué la cytotoxicité de l’érastine 

(241). L’implication de Nrf2 dans la régulation de la ferroptose a également été étudiée in vivo, 

dans un modèle de souris transgénique mimant une maladie neurodégénérative touchant les 

motoneurones, la sclérose latérale amyotrophique (242). Les souris transgéniques 

présentaient une diminution de la rétention nucléaire de Nrf2 associée à une dérégulation 
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d’acteurs anti-ferroptotiques. L’activation pharmacologique de Nrf2 a, quant à elle, atténué la 

perte neuronale dans le modèle murin (242). 

3.2. L’autophagie 

3.2.1. Le lysosome, un organite essentiel dans le maintien de l’homéostasie cellulaire 

Les lysosomes ont été découvert par de Duve comme des granules contenant des enzymes 

hydrolytiques (243). Les membranes lysosomales contiennent des protéines membranaires, 

telles que des V-ATPases qui interviennent dans le transport de protons responsables de 

l’acidification de la lumière lysosomale (pH 4,5 – 5,5) (244). Le maintien du pH acide est 

nécessaire pour l’activité optimale des hydrolases lysosomales qui interviennent dans la 

digestion de macromolécules telles que les protéines, les acides nucléiques, les lipides et les 

glucides ainsi que des organites dysfonctionnels. Les produits de digestion sont exportés et 

réutilisés comme éléments de base pour maintenir l’homéostasie cellulaire. Les lysosomes 

participent à de nombreux processus cellulaires tels que la détection des acides aminés, la 

transduction du signal et la régulation de l’autophagie.  

La dégradation de composés cellulaires est la fonction principale des lysosomes. Le matériel 

à dégrader est transporté via des vésicules endocytaires, autophagiques ou phagocytaires. Ils 

reçoivent le matériel à dégrader en fusionnant avec la vésicule à dégrader via une machinerie 

protéique composée notamment des protéines Soluble N-ethylmaleimide-sensitive-factor 

attachment protein receptor (SNARE). 

Pour délivrer les protéines endosomales aux lysosomes, les endosomes précoces peuvent se 

convertir en endosomes tardifs caractérisés par la transition du Rab5, spécifique de 

l’endosome précoce, et du phosphatidylinositol 3-phosphate au Rab7, spécifique de 

l’endosome tardif, et du phosphatidylinositol 3,5-biphosphate (244). La plupart des 

composants des endosomes tardifs sont dégradés dans l’environnement lysosomal, tandis 

qu’une partie sera conservée afin de contribuer au maintien et à la génération des lysosomes.  

Pour les cargaisons phagocytées, telles que des débris de cellules apoptotiques ou d’autres 

particules, elles sont enfermées dans des phagosomes qui subissent un processus de 

maturation et fusionnent avec les lysosomes pour la dégradation du contenu phagosomal. 

Enfin, les autophagosomes, qui sont des vésicules à double membrane issue de l’allongement 

de la membrane, subissent une maturation pour la fusion avec des lysosomes, en utilisant 

essentiellement des ensembles de protéines similaires à la fusion endosome-lysosome. Des 

protéines spécifiques à l’autophagosome sont également impliquées, notamment LC3/Atg8, 

ATG14 et les protéines SNARE liées à l’autophagosome. 
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En raison de leurs rôles essentiels, la régulation de la biogénèse des lysosomes est 

primordiale afin de maintenir l’homéostasie cellulaire. Pour répondre au besoin de dégradation 

cellulaire, les lysosomes augmentent leur nombre et leur taille par activation transcriptionnelle 

des gènes régulant les lysosomes et l’autophagie. Par exemple, les facteurs de transcription 

TFEB, TFE3 et TFEC peuvent activer l’expression de gènes lysosomaux, favorisant ainsi la 

biogénèse des lysosomes. (244). Les lysosomes peuvent également être reformés à partir des 

lysosomes digestifs (endo-, phago- et autolysosomes) via un mécanisme de tubulation et 

scission pour former des protolysosomes, qui mûrissent en lysosomes fonctionnels (244).  

3.2.2. Les différents types d’autophagie 

Selon la manière dont la cargaison est délivrée aux lysosomes, l’autophagie peut se distinguer 

en trois voies : la microautophagie, la macroautophagie et l’autophagie médiée par une 

protéine chaperonne (CMA) (Figure 7).  

La macroautophagie délivre une cargaison cytoplasmique au lysosome par l’intermédiaire 

d’une vésicule à double membrane issue de l’allongement de la membrane, appelée 

« autophagosome », qui fusionne avec le lysosome afin de former l’autolysosome. Les 

protéines du gène liée à l’autophagie (Atg) organisent et contrôlent diverses étapes de la 

macroautophagie. La macroautophagie est initiée par la formation d’un pré-autophagosome 

dérivé du réticulum endoplasmique, contenant une cargaison protéique et d’organites. 

L’assemblage pré-autophagosome nécessite le complexe phosphatidylinositol-3-kinase. 

L’élongation et la maturation du pré-autophagosome nécessitent le système de conjugaison 

de type ubiquitine. La fermeture et la maturation des autophagosomes sont régies par la 

lipidation de la chaîne légère 3 de la protéine 1 associée aux microtubules (LC3-I) pour former 

LC3-II (ou LC3-PE) par l’ajout d’un PE. Par la suite, les autophagosomes fusionnent avec les 

lysosomes pour former des autolysosomes, dans lesquels les hydrolases dégradent le 

contenu intra-autophagosomal (245) (Figure 7).  

Lors de la microautophagie, les composants cytosoliques sont absorbés par le lysosome lui-

même via une invagination de la membrane lysosomale. La microautophagie a été identifiée 

dans le traitement de cargaisons tels que les peroxysomes (micropexophagie), les 

mitochondries (micromitophagie) ou encore les gouttelettes lipidiques (microlipophagie) 

(Figure 7). 

Enfin, dans la CMA, les protéines ciblées sont transloquées à travers la membrane lysosomale 

à l’aide de protéines chaperonnes, telles que la heat shock protein de 70kDa (Hsp70) et Hsp90 

qui délivrent les protéines à dégrader à la surface lysosomale pour le lier à la protéine 

membranaire 2A associée au lysosome (LAMP2-A). Lors de la liaison à LAMP-2A, la protéine 
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substrat est dépliée, transloquée et rapidement dégradée dans la lumière lysosomale (245) 

(Figure 7). 

 

Figure 7: Figure représentant les trois types d'autophagie (issue de Yan and Shen 2023 (246)). 

3.2.3. L’implication de l’autophagie dans la régulation de la ferroptose 

Initialement, la ferroptose a été étudiée comme une voie de mort cellulaire unique mais des 

études ont mis en évidence des interactions entre l’autophagie et la ferroptose pouvant 

favoriser un phénotype protecteur ou délétère face à la ferroptose. 

Le terme ferritinophagie désigne l’élimination de la ferritine par l’autophagie. Le coactivateur 

du récepteur nucléaire (NOCA4) est un récepteur cytosolique de l’autophagie utilisé pour lier 

la ferritine et l’acheminer vers les lysosomes pour sa dégradation. La délétion génétique de 

NCOA4 ou de gènes ATG régulant l’autophagie in vitro a induit une augmentation de 

l’expression de la ferritine associée à une diminution du fer et de la peroxydation lipidique 

permettant la protection des cellules face à la ferroptose induite par l’érastine ou le RSL3 

(247,248). A l’inverse, la surexpression de NCOA4 favorise la ferroptose via la dégradation de 

la ferritine (247). L’environnement acide du lysosome est nécessaire pour l’extraction du fer 
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de la ferritine puisque l’alcalinisation du lysosome induite par du chlorure d’ammonium (NH4Cl) 

réduit la dégradation de la ferritine (159). De plus, les inhibiteurs de l’autophagie, la 

chloroquine et la bafilmoycine A1 (BafA1), ont inhibé la dégradation de la ferritine et la 

ferroptose dans les cellules PC-12 traitées au 6-OHDA (249). La ferritinophagie peut entraîner 

une accumulation anormale de fer et participer ainsi à la ferroptose. 

Par ailleurs, l’accumulation de fer intralysosomal résulterait d’une agrégation et d’une 

dégradation altérée de (i) la ferritine, formant l’hémosidérine, ou (ii) de protéines oxydées, de 

lipides (tels que des triglycérides, des acides gras libres, du cholestérol et des phospholipides) 

et de résidus de sucres voire de mitochondries composant la lipofuscine (250,251). La cellule 

n’ayant pas le capacité d’éliminer le fer intralysosomal qui s’accumule au fil du temps, son 

augmentation peut donc contribuer à l’oxydation de composants non dégradés ou au mauvais 

repliement des protéines, à la peroxydation des lipides présents dans la membrane ou encore 

à une autophagie déficiente favorisant le vieillissement (252).  

Également, la lipophagie est un type d’autophagie sélective impliquant la dégradation des 

gouttelettes lipidiques par les autolysosomes. Les gouttelettes lipidiques protègent les cellules 

de l’oxydation des AGPI en liant les AG libres et en les convertissant en lipides neutres, 

fournissant ainsi un mécanisme de défense face au stress oxydatif. Une étude a montré que 

le traitement de cellules cancéreuses au RSL3 a augmenté les gouttelettes lipidiques jusqu’à 

6h après l’initiation du traitement puis ces niveaux diminuent entre 8 et 12h post-traitement. 

De plus, il a été montré que les niveaux de gouttelettes lipidiques sont inversement corrélés à 

la viabilité cellulaire suggérant que l’accumulation de ces gouttelettes lipidiques pourrait limiter 

la peroxydation lipidique (253). Par ailleurs, la déficience génétique de RAB7 empêche la 

peroxydation lipidique induite par RSL3 et protégeant de la ferroptose in vitro et in vivo (253). 

Ces observations suggèrent que l’augmentation de la lipophagie fournit des AGPI pour la 

peroxydation lipidique favorisant ainsi la ferroptose. 

L’inactivation pharmacologique de GPX4 résultant du traitement avec l’inducteur de ferroptose 

RSL3 provoque également une diminution significative de GPX4, indiquant que l’activité de 

GPX4 est régulée par sa stabilité (218,254). La protéine chaperonne Hsp5 stabilise GPX4 en 

formant un complexe qui provoque une résistance à la ferroptose (255) tandis que Hsp90 

favorise la dégradation de GPX4 médiée par la CMA favorisant ainsi la ferroptose (256). 

L’inhibition pharmacologique ou la déficience génétique de Hsp90 réduit la ferroptose induite 

par le glutamate ou l’érastine dans les cellules cancéreuses humaines ou les cellules 

neuronales (256).  Cependant, on ne sait toujours pas si la dégradation de GPX4 médiée par 

la CMA est un évènement courant en réponse à divers activateurs de ferroptose. 
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Par ailleurs, il a été montré que le traitement au RSL3 pouvait inhiber l’autophagie induite par 

le traitement à la rapamycine, in vitro et in vivo (257). Les niveaux d’expression de GPX4 

semblent être corrélés à la lipidation de LC3. En effet, une diminution de l’expression de GPX4 

a été associée à une diminution des niveaux de LC3-PE tandis qu’une surexpression de 

l’enzyme a été associée à une augmentation de LC3 lipidé. De plus, les auteurs ont montré 

que la protéine ATG4B, impliquée dans la formation des autophagosomes, semblait intervenir 

dans le clivage de LC3-II pour donner LC3-I. Ces résultats suggèrent que la peroxydation 

lipidique peut inhiber l’autophagie par le clivage préférentiel du LC3-PE peroxydé par ATG4B 

pour donner la forme délipidé de LC3 (257).  

Enfin, Komatsu et collaborateurs ont montré que le facteur de transcription Nrf2, intervenant 

dans la régulation de cibles antioxydantes, pouvait être régulé par la protéine p62. En effet, la 

surproduction de p62 entre en compétition avec l’interaction entre Nrf2 et Keap1, entraînant 

une stabilisation de Nrf2 et une activation transcriptionnelle des gènes cibles de Nrf2 qui sont 

impliqués dans la détoxification cellulaire (258).  

Pris ensemble, ces données montrent que des mécanismes de l’autophagie peuvent participer 

à la survenue de la ferroptose, que ce soit sur l’activation transcriptionnelle ou sur la 

dégradation de protéines et d’organites permettant de lutter contre des processus 

ferroptotiques. Cependant, notre compréhension de ces interactions est limitée et nécessite 

d’autres investigations afin de saisir toute la complexité de ceux-ci.  
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Objectif 

Des mutations touchant le gène GBA induisant une perte de fonction de la glucocérébrosidase 

lysosomale sont impliquées dans des maladies neurodégénératives faisant de cette enzyme 

une cible thérapeutique potentielle dans la maladie de Parkinson. Le rôle de la 

glucocérébrosidase dans le bon fonctionnement des lysosomes est bien connu et un nombre 

grandissant de données montre des intrications entre les différents types de mort cellulaire 

régulées et l’autophagie. Cela m’a poussé à m’intéresser aux effets de la perte d’activité de la 

glucocérébrosidase lysosomale dans des neurones dopaminergiques soumis à plusieurs 

toxines spécifiques de différentes voies de mort cellulaires. Cet objectif a représenté la majorité 

du travail. Il a été réalisé sur des neurones dopaminergiques en culture, les cellules LUHMES. 

Dans une seconde partie, j’ai initié la caractérisation d’un modèle microglial présentant une 

perte d’activité de la glucocérébrosidase. L’activation microgliale chronique est impliquée dans 

de nombreuses atteintes neurodégénératives dont la maladie de Parkinson. Nous avons voulu 

caractériser l’impact d’une diminution d’activité glucocérébrosidase sur les cellules 

microgliales HMC3.  

Enfin, dans une troisième partie, et pour compléter ce travail par une étude faite in vivo, j’ai 

étudié l’implication d’une perte d’activité de la glucocérébrosidase associée à un facteur pro-

inflammatoire sur les fonctions cognitives sur des souris C57Bl/6j. 
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Matériel et méthodes 

1. Composés pharmacologiques et conditions d’exposition 

Nous utilisons dans ce travail différents composés pour réaliser des expérimentations 

in vitro ou in vivo, et dont les activités et les références sont précisés dans le tableau 1. Ces 

composés permettent notamment (i) d’altérer les fonctions lysosomales, (ii) d’induire différents 

types de mort neuronale ou stress oxydatif et (iii) d’induire une activation microgliale.  

 Composé pharmacologique Action pharmacologique Conditions de traitement Référence 

i 

Conduritol-β-Epoxide (CBE) 
Inhibition d’activité 

glucocérébrosidase 

In vitro : [10µM] pendant 24 

heures, 10 ou 20 jours 

In vivo : 50 mg/kg, 5 jours sur 

7 pendant 4 semaines 

234599 ; 

Millipore 

Chloride d’ammonium (NH4Cl) Basification des lysosomes 
Viabilité et stress lipidique : 1h 

à [20mM] 

A9434 ; 

Sigma 

Bafilomycine A1 Inhibition de la fusion des 

autophagosomes et des 

lysosomes 

Viabilité et stress lipidique : 1h 

à [10nM] 

S1413 ; 

Selleckchem 

Hydroxychloroquine 
Viabilité et stress lipidique : 1h 

à [10µM] 

S4430 ; 

Selleckchem 

ii 

Staurosporine Induction de l’apoptose 

Gamme de concentrations 

pendant 24h 

S4400 ; 

Sigma 

Rapamycine Induction de l’autophagie 
S1039 ; 

Selleckchem 

MPP+ 

Altération de la chaîne 

respiratoire mitochondriale 

D048 ; Sigma 

Roténone 
R-8875 ; 

Sigma 

6-hydroxydopamine (6-OHDA) 
H4381 ; 

Sigma 

Érastine 

Induction de la ferroptose 

E7781 ; 

Sigma 

RSL3 

Viabilité : Gamme de 

concentrations pendant 24h 

Stress lipidique : 6h à [30nM] 

S8155 ; 

Selleckhem 

Co-traitement AA + FeCl3 

[20µM] de AA pendant 2h puis 

[20µM:40µM] de FeCl3:NTA 

(1:2 ; vol:vol) pendant 24h 

(stress lipidique) ou 48h au 

total  (viabilité) 

AA: 10931 

FeCl3: 

1557740 

NTA: N0253 ; 

Sigma 

H2O2 
Génération d’espèces réactives à 

l’oxygène 
[100µM] pendant 30 minutes 

216763 ; 

Sigma 

Ménadione 

Précurseur dans la synthèse de 

la vitamine K ; génération 

d’espèces réactives à l’oxygène 

[100µM] pendant 1 heure 
M5750 ; 

Sigma 

iii Lipopolysaccharides Activation microgliale 

In vitro : 100 ng/ml pendant 

4h, 24h ou 48h. 

In vivo : 500 µg/kg au 10ème 

jour du traitement au CBE 

L6143 ; 

Sigma 



61 
 

Tableau 1 : Tableau récapitulant les composés pharmacologiques et les 
conditions utilisés lors des expérimentations in vitro et in vivo. 

2. Culture cellulaire 

2.1. Lignée cellulaire LUHMES 

La lignée Lund Human Mesencephalic (LUHMES) est dérivée du mésencéphale 

embryonnaire humain et immortalisée par introduction d’un gène v-myc sensible à la 

tétracycline. Après différenciation de plusieurs jours à l’aide de la tétracycline, de l’adénosine 

monophosphate cyclique (AMPc) et du facteur neurotrophique dérivé de cellules gliales 

(GNDF) se différencient en neurones de type dopaminergique. Les cellules LUHMES 

expriment des marqueurs neuronaux tels que la BIII-tubuline, NeuN ou encore la synapsin1 

ainsi que des marqueurs de neurones dopaminergiques comme la tyrosine hydroxylase et le 

transporteur de dopamine (259). La lignée cellulaire LUHMES utilisée dans les études a été 

donnée par l'équipe de Marcel Leist à l'Université de Konstanz, en Allemagne.  

Les cellules LUHMES ont été cultivées dans du DMEM/F12 avancé (Gibco, 

ThermoFisher) complété par de la L-Glutamine (2mM, Gibco, ThermoFisher), du N-2 

Supplement (1X, Gibco, ThermoFisher), du fibroblast growth factor (bFGF ; 40ng/ml, Miltenyi) 

à 37°C dans une atmosphère humidifiée d'un incubateur à 5% de CO2. Le passage des cellules 

a été effectué tous les deux à trois jours. 

La différenciation cellulaire est réalisée selon un protocole publié (Figure 8) (259). 

Brièvement, 2.106 cellules ont été ensemencées sur un flacon T75. Deux jours plus tard, le 

milieu de prolifération a été remplacé par le milieu de différenciation contenant du DMEM/F12 

avancé supplémenté en L-Glutamine (2mM, Gibco, ThermoFisher), N-2 Supplement (1X, 

Gibco, ThermoFisher), AMPc (1mM, Sigma Aldrich), tétracycline (1µg/ml, Sigma) et en glial 

cell line-derived neurotrophic factor (GDNF ; 2ng/ml, bio-techne). Après deux jours de 

différenciation, les cellules ont été trypsinées et ensemencées à une densité de 4 x 104 

cellules/puits pour une plaque 96 puits ; 2,5 x 105 cellules/puits pour une plaque 24 puits et 1 

x 106 cellules/puits pour une plaque 6 puits ; et ont continué leur différenciation jusqu'au jour 

5 (Figure 8). Les flacons ou les plaques ont été recouverts d'une solution contenant de la poly-

L-ornithine (50µg/ml, Sigma), de la fibronectine (1µg/ml, Sigma) diluée dans de l'eau stérile et 

incubée pendant 24 heures à 37°C. Les flacons ou les plaques ont ensuite été rincés deux fois 

avec de l'eau stérile et conservés à 4°C jusqu'à utilisation. 
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2.2. Lignée cellulaire HMC3 

La lignée cellulaire Human Microglial Clone 3 (HMC3 ; ATCC® CRL-3304 ; lot 

n°70026037) est dérivée de cultures mixtes primaires de cellules de moelle épinière et 

corticales humaines d’embryons âgés de 8 à 12 semaines et immortalisée par le l’antigène T 

SV40. Les cellules microgliales sont cultivées avec du milieu DMEM/F12 (DMEM/F-12 no 

glutamine ; Gibco, ThermoFisher), 10% de sérum de veau fœtal (SVF) et 1% de pénicilline et 

streptomycine (Gibco ; ThermoFisher). Lors de l’entretien de celles-ci, les cellules sont 

brièvement rincées avec de la trypsine (0,05% de trypsin-EDTA, Gibco, ThermoFisher) puis 

décollées avec une solution de tryspine (0,05% de trypsin-EDTA, Gibco, ThermoFisher) 

pendant 5 minutes à 37°C. Après inactivation par du milieu de culture et comptage des cellules, 

les cellules sont réensemencées dans des flasks T75 Corning® (Dutscher). 

Dans le but d’évaluer la sensibilité des cellules LUHMES face à un milieu appelé 

« milieu conditionné », issu de l’exposition des cellules HMC3 au CBE et/ou LPS pendant 48h, 

nous avons dû adapter le milieu des cellules HMC3. En effet, celui-ci présente 10% de SVF, 

ce qui n’est pas toléré par les cellules LUHMES. Pour pallier à cela, les traitements au CBE 

et/ou au LPS ont été effectués avec un milieu DMEM/F12 contenant 1% de pénicilline et 

streptomycine, constituant une étape de « sevrage » en SVF de 48h maximum (temps 

équivalent au traitement). Ce sevrage en SVF a également été appliqué pour les 

expérimentations mesurant l’expression des ARNm de CD68, IL-6 et Il-1β ainsi que les 

niveaux protéiques de l’IL-6. 

3. Gene silencing par ARN interférence 

Le gene silencing par ARN interférence a été utilisé pour inhiber l’expression de la 

glucocérébrosidase lysosomale. Pour la transfection, une solution A contenant de la 

lipofectamine (Invotrogen TM Lipofectamine TM RNAiMAX Transfection Reagent ; Thermo 

Fisher Scientific) et une solution B contenant de l’Opti-MEM TM Reduced Serum Medium avec 

le siRNA contrôle ou le siRNA GBA ou le siRNA GPx4 (GBA : ON-TARGETplus Non-targeting 

Figure 8 : Représentation chronologique du protocole de différenciation des cellules LUHMES 
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Pool ; ON-TARGETplus Human GBA siRNA-SMARTpool, Horizon ; GPx4 : Control siRNA-A 

(sc-37007) ; GPx-4 siRNA(h) (sc-44465)) ont été préparées. Après 5 minutes d’incubation à 

température ambiante, les solutions A et B ont été mixées à volume égal puis incubées 

pendant 15 minutes à température ambiante avant d’être transférées dans des plaques. La 

concentration finale de siRNA GBA est de [20 nM] et de siRNA GPx4 est de [30nM]. Les 

cellules LUHMES pré-différenciées (J2) ont ensuite été ensemencées sur le mix et la 

différenciation s’est poursuivie jusqu’au J5 afin que les cellules différenciées puissent être 

utilisées pour des expérimentations.  

4. Mesure de l’activité glucocérébrosidase 

L'activité enzymatique de la glucocérébrosidase a été mesurée selon un protocole 

publié par Trapero et collaborateurs (260) utilisant le substrat fluorogène, le 4-

méthylumbelliféryl-b-D-glucopyranoside (4-MUG, Santa Cruz Biotechnology). Brièvement, le 

milieu de culture a été aspiré et les cellules ont été rincées une fois avec du PBS. Les cellules 

ont été lysées dans 50µL d'un mélange vol:vol de tampon acétate (200mM, pH 4) et de tampon 

HBSS pendant 30min à 37°C. 50µL d'une solution contenant le 4-MUG (5mM dans le tampon 

acétate), en présence ou en l'absence de CBE (100µM, Millipore) a été incubée pendant 1 

heure à 37°C. La réaction a été arrêtée avec 100µL de tampon glycine (100mM, pH 10.6). Un 

volume mélangé de 80µL de chaque échantillon a été transféré sur une plaque noire pour la 

mesure de la fluorescence avec Mithras LB940 Berthold, excitation 365nm et émission 455nm. 

5. Test de viabilité cellulaire 

La viabilité cellulaire est mesurée à l’aide de la résazurine. Le principe du test est basé 

sur la réduction intracellulaire de la résazurine en résorufine par des cellules viables et 

métaboliquement actives (261). Les cellules sont incubées en présence de 0,1 mg/ml de 

résazurine pendant 2h à 37°C. Après incubation, la fluorescence a été mesurée à une longueur 

d'onde d'excitation/émission de 540/600nm en utilisant le lecteur de plaque Mithras LB940 

(Berthold). 

6. Cytométrie en flux 

Le Live Dead Violet a été utilisé pour déterminer le nombre de cellules vivantes afin de 

permettre les études de stress oxydatif et d’intégrité mitochondriale. Pour l’étude du stress 

oxydatif, les sondes CM-H2DCFDA, C-11-BODIPY 581/591 et MitoSOX (ThermoFisher 

Scientific) ont été utilisés pour déterminer les ROS intracellulaires, la peroxydation lipidique et 

les ROS mitochondriaux, respectivement. Le protocole suivant a été appliqué pour toutes les 
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sondes. Le surnageant et les cellules après trypsinisation ont été collectés et centrifugés. Le 

culot a été incubé avec les sondes fluorescentes Live Dead Violet ([50nM]), CM-H2DCFDA 

[50nM], C-11-BODIPY 581/591 [1µM], MitoSOX [1µ]) diluées dans du PBS pendant 15 minutes 

à 37°C. L'acquisition de 15 000 cellules par condition a été réalisée avec cytoFLEX (Beckman 

Coulter). La quantification a été réalisée avec le logiciel Kaluza Analysis.  

7. Extraction des protéines et western-blotting 

Les cellules ont été rincées avec du PBS, trypsinisées et centrifugées à 4°C. Le culot 

a été lysé dans un tampon RIPA contenant 1% d'inhibiteurs de protéases et de phosphatases. 

La lyse a été complétée par une étape de sonication de 20 secondes avec des impulsions de 

1 seconde toutes les 0,5 secondes à 20% d'amplitude. Les lysats ont ensuie été centrifugés à 

10 000 rpm pendant 10 minutes à 4°C pour éliminer les débris cellulaires. Les protéines ont 

été quantifiées à l'aide du kit de dosage des protéines BCA (ThermoFisher Scientific). Les 

lysats ont été complétés avec du RIPA et du tampon de chargement 4X pour obtenir une 

concentration finale de protéines de 10µg et les échantillons ont été dénaturés par chauffage 

à 95°C pendant 5 minutes. Les échantillons ont ensuite été placés sur des gels Tris-Glycine 

(CriterionTM TGXTM Precast gels 4-20%, BIO-RAD). Le transfert a été effectué sur des 

membranes de nitrocellulose pendant 8 minutes à 25V et 2,5A (Power Blotter Station, 

Invitrogen). Les membranes ont ensuite été bloquées pendant 1 heure à température 

ambiante et incubées avec l’anticorps primaire pendant une nuit à 4°C. Les conditions 

d'utilisation de chaque anticorps primaire sont indiquées dans le tableau 2. Le lendemain, les 

membranes ont été rincées 3 x 5 minutes avec tris-buffered saline (TBS)-Tween à 0,1% et 3 

x 5 minutes avec du TBS et ont été incubées pendant 1h à température ambiante avec les 

anticorps secondaires suivants (anticorps anti-lapin couplé à la peroxydase, 611-903-002, 

Rockland (1/5 000 – lait 5%) ; anticorps anti-souris couplé à la peroxydase, 610-703-002, 

Rockland (1/5 000 – lait 5%)) puis de nouveau rincées 6 x 5 minutes. La révélation a été 

réalisée à l’aide du kit d’électrochimioluminescence (Amersham ECL Prime) et d’un imager 

(AmershamTM ImageQuantTM 800). Les niveaux protéiques ont été quantifiés à l’aide du 

Logiciel ImageJ puis normalisés sur les niveaux d’actine.  

Protéine ciblée Référence de l’anticorps Conditions d’utilisation 

ACSL4 ab155282 ; abcam 1/1 000 – lait 5% 

Actine sc-47778 ; santa-cruz 1/1 000 – lait 5% 

Ferritine 4393S ; cell signaling 1/1 000 – BSA 5% 

Glucocérébrosidase sc-365745 ; santa cruz 1/1 000 – lait 5% 

GPx4 ab125066 ; abcam 1/1 000 – lait 5% 

HMOX1 A1346 ; ABclonal 1/2 000 – lait 5% 
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LC3b NB100-2220 ; novus 1/1 000 – lait 5% 

p62 H00008878-M01 ; bio-techne 1/1 000 – lait 5% 

Récepteur à la transferrine 13-6800 ; thermofisher 1/1 000 – lait 5% 

Tableau 2 : Anticorps primaires et conditions d'utilisation pour les western-blots. 

8. ELISA 

Les niveaux d’interleukine 6 ont été évalués par ELISA (Human Il-6 DuoSet ELISA, 

DY206, bio-techne, R&D systems) selon les recommandations du fournisseur. Les plaques 

ont été incubées avec l’anticorps de capture toute la nuit à température ambiante. Les puits 

ont été aspirés puis rincés trois fois avec un tampon de lavage. Une étape de blocage a ensuite 

été réalisée pendant 1h à température ambiante avec un réactif diluant. Les puits ont été 

aspirés puis rincés trois fois avec un tampon de lavage. Les surnageants issus des cellules 

HCM3 et la gamme étalon ont été ajoutés avec un volume de 100 µL par puits puis ont été 

incubés pendant 2h à température ambiante. Les puits ont ensuite été aspirés puis rincés trois 

fois avec un tampon de lavage. Puis, une solution contenant l’anticorps de détection a été 

ajoutée avec un volume de 100 µL par puits a été incubée pendant 2h à température ambiante. 

Les puits ont de nouveau été aspirés puis rincés trois fois avec un tampon de lavage. Une 

solution de Streptavidine-HRP à été ajoutée avec un volume de 100 µL par puits et incubée 

pendant 20 min à température ambiante et à l’obscurité. Les puits ont de nouveau été aspirés 

puis rincés trois fois avec un tampon de lavage. Une solution de substrat a été ajoutée avec 

un volume de 100 µL par puits et incubée pendant 20 min à température ambiante et à 

l’obscurité. Enfin, une solution d’arrêt à été ajoutée avec un volume de 50 µL dans chaque 

puits. La densité optique a été mesurée à 450nm par un lecteur de plaques. 

9. Extraction d’ARN, transcription inverse et PCR en temps réel 

L’extraction des ARN a été réalisée sur les cellules à l’aide du kit d’extraction QIAGEN 

(RNAeasy mini kit) et selon les instructions du fournisseur. La quantité d'ARN a été mesurée 

à l’aide d’un spectrophotomètre Nanodrop (ThermoFisher). Une étape d’élimination de l’ADN 

a été effectuée sur 2µg d'ARN par DNase I (kit Roche). La transcription inverse a été réalisée 

en utilisant l'enzyme Superscript III Reverse transcriptase et des amorces aléatoires 

(ThermoFisher). Enfin, la PCR en temps réel a été réalisée en utilisant le kit Lightcycler 

FastStart DNA Master SYBR Green I (Roche). Les séquences des amorces utilisées sont 

présentées dans le tableau 3. Le gène témoin est la protéine de liaison TATA (TBP). Les 

cycles seuils ont été évalués pour les différents gènes d’intérêt et les niveaux d'expression ont 

été représentés par rapport à la TBP. 
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ARNm cibles Séquences des amorces sens (5’->3’) Séquence des amorces anti-sens (5’->3’) 

ACSL4 TGTACTGTACTGAAGCCCACACTT TTCATCTCTTGGACTTTGCTCA 

CD68 CCTCCTCGCCCTGGTGCTTAT TCTTTGAGCCAGTTGCGTGTC 

FTH1 CGCAAGAACTACCACCAGGAC GCCACATCATCGCGGTCAA 

Glucocérébrosidase CTTCTGCTGGGCTGTTGAGT TACTGTTGGCGAGGGTAGGA 

GPx4 CGGCGAACTCTTTGATCTCT TTCCCGTGTAACCAGTTCG 

HMOX1 AAGACTGCGTTCCTGCTCAAC AAAGCCCTACAGCAACTGTCG 

IL-6 ACTCACCTCTTCAGAACGAATTG CCATCTTTGGAAGGTTCAGGTTG 

IL-1β TTACAGTGGCAATGAGGATGAC GTCGGAGATTCGTAGCTGGAT 

NRF2 TTTGGGAATGTGGGCAAC GAGACAGGTGAATTTCTCCCAAT 

TBP CGGCTGTTTAACTTCGCTTC CACACGCCAAGAAACAGTGA 

TFEB ACCTGTCCGAGACCTATGGG CGTCCAGACGCATAATGTTGTC 

Tableau 3 : Séquences des amorces sens et anti-sens utilisées pour les PCR en temps 
réel 

10.  Dosage du glutathion 

La détection et la quantification du glutathion réduit (GSH) et du glutathion oxydé 

(GSSG) ont été réalisées à l'aide d'un kit luminométrique, test GSH/GSSG-Glo suivant les 

instructions du fabricant (Promega). En bref, après les traitements, le milieu a été retiré des 

cellules. Les cellules ont été lysées avec 50 µl de réactif glutathion total ou glutathion oxydé 

et agitées pendant 5 minutes à température ambiante. Un volume de 50 µl de réactif de 

génération de luciférine a été ajouté à tous les puits et incubé pendant 30 minutes à 

température ambiante. Un volume de 100 µl de réactif de détection de luciférine a été ajouté 

et incubé pendant 15 min à température ambiante. Enfin, un volume de 150 µl par puits a été 

transféré dans une plaque pour permettre la lecture de luminescence à l'aide d'un lecteur de 

microplaques (Tecan Spark 10M). Le rapport de la teneur en glutathion a été calculé à l'aide 

des unités lumineuses relatives enregistrées par le lecteur de microplaques. Les niveaux de 

GSH et de GSSG ont été calculés conformément aux directives du fabricant et représentés 

sous la forme d'un rapport GSH/GSSG 

11. Etude des profils lipidiques 

11.1. Extraction des lipides 

Les cellules ont été trypsinisées puis reprises avec une solution de PBS afin d’être 

centrifugées pendant 10 minutes à 5000 rpm et à 4°C. Le surnageant a été éliminé et les culots 

secs ont été stockés à -80°C jusqu’à l’extraction des lipides.  

Les lipides ont été extraits des cellules selon la méthode de Folch et ses collègues 

(262). En bref, 3 x 106 cellules ont été homogénéisées avec 2 ml de solution de NaCl dans 
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l'eau (0,73 %). Les lipides ont été extraits avec 10 ml de CHCl3/CH3OH (2:1, v/v) et vortexés 

pendant 1 minute. Le mélange a été centrifugé à 3 000 tr/min pendant 3 minutes. La phase 

supérieure a été jetée et la phase inférieure collectée via une interface protéique à l'aide d'une 

pipette Pasteur. Après évaporation, l'extrait lipidique (phase inférieure) a été redissous dans 

200 ml de CHCl3/CH3OH (2:1, v/v) et stocké sous azote à -20°C jusqu'à des analyses 

ultérieures. 

11.2. Analyses des espèces lipidiques 

Dans les 200 µL d'extrait lipidique, 10 µL de mélange d'étalons internes contenant 320 

µg/ml de PC (14:0/14:0) et 160 µg/ml de PE (14:0/14:0) ont été ajoutés. Le processus 

d'identification et de quantification des espèces de phospholipides a été réalisé sur un Thermo 

UltiMateTM 3000 couplé à un spectromètre de masse Orbitrap Fusion Tribrid équipé d'une 

source d'ions EASY-MAX NG (H-ESI) (Thermo Scientific). La séparation des classes de 

phospholipides a été réalisée dans des conditions HILIC en utilisant une colonne Kinetex Hilic 

100 x de 2,1 mm, 1,7 µm (Phenomenex, Torrance, Californie, USA), avec un débit de 0,500 

mL.min-1. La phase mobile était constituée de (A) CH3CN/H2O (96/4, v/v) contenant 10 mM 

d’acétate d’ammonium et (B) CH3CN/H2O (50/50, v/v) contenant 10 mM d’acétate 

d’ammonium. Le volume d'injection était de 10 µL et la colonne a été maintenue à 50°C. Les 

espèces de phospholipides ont été détectées par analyse par spectrométrie de masse à haute 

résolution (HRMS) et les paramètres de la source H-ESI ont été optimisés et définis comme 

suit : température du tube de transfert d'ions de 285 °C, vaporisateur de 370 °C, débit de gaz 

de gaine de 35 au, gaz de balayage de 1 au et débit de gaz auxiliaire de 25 au. Les ions 

positifs et négatifs ont été surveillés alternativement en changeant de polarité avec une tension 

de pulvérisation statique de 3 500 V et 2 800 V respectivement en positif et en négatif. Les 

spectres de masse en mode balayage complet ont été obtenus à l'aide de l'analyseur de 

masse Orbitrap avec la plage de masse normale et une résolution cible de 240 000 (FWHM à 

m/z 200), sur une plage de masse par rapport de charge m/z de 200 à 1 600 en utilisant une 

isolation quadripolaire sur une plage de masse normale. Toutes les données de spectrométrie 

de masse ont été enregistrées en utilisant un temps d'injection maximum de 100 ms, une cible 

AGC de gain automatisé (%) à 112,5, une lentille RF (%) à 50 et un microscan. Un filtre de 

seuil d'intensité de 1x103 comptes a été appliqué. Pour l’analyse MS/MS, le mode dépendant 

des données a été utilisé pour la caractérisation des espèces PL. L'isolement des précurseurs 

a été réalisé dans l'analyseur quadripolaire avec une largeur d'isolement de m/z 1,6. Une 

dissociation collisionnelle (HCD) à plus haute énergie a été utilisée pour la fragmentation des 

espèces de phospholipides avec une énergie de collision optimisée à l'échelle de 27%. Le 

piège à ions linéaire (LIT) a été utilisé pour acquérir les spectres d'ions fragmentés en mode 

dépendant des données. La cible AGC a été fixée à 2x104 avec un temps d'injection maximum 



68 
 

de 50 ms. Toutes les données MS et MS/MS ont été acquises en mode profil. L'Orbitrap Fusion 

était contrôlé par le logiciel Xcalibur 4.1. Des données et des informations de haute précision 

collectées à partir des spectres de fragmentation, à l'aide du logiciel LipidSearch 

(ThermoFisher) et de la base de données LIPID MAPS, ont été utilisées pour l'identification 

des espèces de phospholipides. 

12. Comptage des lysosomes 

Le comptage du nombre de lysosomes a été réalisé en marquant les cellules avec la 

sonde Lysotracker Deep Red (L12492, Thermofisher Scientific). Lors du 2ème jour de 

différenciation, les cellules ont été ensemencées dans une lame à 8 puits (80826, ibidi) à une 

densité de 1,25 x 105 cellules/puits dans un volume de 300 µL. Au 5ème jour de différenciation, 

un volume de 150µL est retiré et remplacé par un milieu contenant du lysotracker (coloration 

du lysotracker ; 50nM) et du Hoescht (coloration du noyau ; 15 µg/ml), et les cellules ont été 

incubées pendant 30 min à 37°C. Les cellules ont été rincées deux fois en retirant 150µL de 

milieu en ajoutant 150µL de PBS chauffé et une fois en retirant tout le milieu et en le 

remplaçant par 300µL de PBS. Des images de cellules vivantes de lysosomes ont été capturés 

à l’aide dun microscope confocal (Zeiss LSM 710 ; Airyscan) équipé d’un objectif à immersion 

dans l’huile 63X. Le comptage des lysosomes a été réalisé manuellement.  

13.  Expérimentation animale 

13.1. Design expérimental 

Toutes les expérimentations animales ont été réalisées en accord avec les standards 

européens et sous autorisation ministérielle de projet utilisant les animaux à des fins 

scientifiques (14342-2018033015051508). Les animaux utilisés sont des souris C57Bl/6 

(Charles River ; n = 50), mâles et âgées de trois mois. Elles ont été maintenues dans des 

cages standards (n = 5 par cage) dans des armoires ventilées, gardées à 24°C et respectant 

un cycle jour / nuit de 12h – 12h. Les animaux ont eu un accès ad libitum à l’eau et à 

l’alimentation de laboratoire standard (Safe). Les poids corporels ont été surveillés tout au long 

de l’expérimentation. 

Les souris ont été divisées en groupes expérimentaux. Les souris ont reçu soit, une injection 

en intrapéritonéale de CBE (Millipore ; 50 mg/kg) ou de PBS, 5 jours sur 7 pendant 4 semaines. 

Au 10ème jour, les animaux ont reçu une injection unique en intrapéritonéale soit de 

lipopolysaccharides (LPS ; Sigma ; 500 µg/kg) ou de PBS (Figure 9). Nous avons donc quatre 

groupes expérimentaux dont les effectifs sont précisés dans le tableau 4. 
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Figure 9: Design expérimental de l'étude in vivo sur les souris C57BL/6. 

PBS + PBS (n = 13) CBE + PBS (n = 12) 

PBS + LPS (n = 13) CBE + LPS (n = 12) 

Tableau 4: Récapitulatif des traitements et du nombre d'animaux par groupe. 

Les performances cognitives et l’anxiété des animaux ont été évaluées par le test du labyrinthe 

de Barnes (J20-J24), le test d’alternance spontanée dans le labyrinthe en Y (J27) et le test en 

croix surélevée (J28). 

Le logiciel qui a été utilisé pour l’enregistrement automatique des données est Ethovision 

XT14. Ce logiciel a permis d’enregistrer les passages de chaque souris sous format vidéo ainsi 

que toutes les données nécessaires aux analyses statistiques. 

13.2. Tests comportementaux 

Les tests comportementaux ont été réalisés sur la plateforme d’exploration fonctionnelle et 

d’imagerie in vivo basée sur Lille et dont proviennent les photos des tests suivants. 

13.2.1. Labyrinthe de Barnes 

Le labyrinthe de Barnes a été utilisé pour mesurer l'apprentissage visuo-spatial et la 

mémoire de référence spatiale (263). Le labyrinthe de Barnes est une plateforme circulaire 

(120 cm de diamètre) avec 40 trous également espacés, la plateforme est éclairée avec une 

lumière forte (720 lux) constituant un environnement anxiogène pour le rongeur. Dans l’un des 

trous, appelé trou cible, se trouve une boîte sombre dans laquelle l’animal peut se cacher. Le 

labyrinthe est entouré d'indices visuels de différentes couleurs et formes (Figure 10). Le test 

se compose de quatre jours d’apprentissage et un jour de test (jour 5). Pour chaque essai, 

l'animal est placé au milieu du labyrinthe dans un tube cylindrique opaque pour assurer une 

première désorientation avant de commencer. Chaque essai est lancé en retirant le cylindre. 

Avant de commencer, la souris a été autorisée à explorer la plateforme et a été guidée vers 

son trou cible et laissée à l'intérieur pendant une minute. Ensuite, la phase d’apprentissage se 

compose de quatre jours avec 4 essais de 3 minutes par souris. Le même trou cible est utilisé 

pour un sujet tout au long de l'entraînement, ceux-ci diffèrent entre les sujets. Le jour du test 

(J5), aucune boîte d'évacuation n'est placée et l'animal est autorisé à explorer la plateforme 

pendant 90 secondes. Les erreurs primaires sont comptabilisées et correspondent au nombre 
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de mauvais trou explorés par une souris avant de trouver le trou cible. La latence primaire est 

le temps que met le sujet avant de trouver son trou cible. Si un animal échoue, cette durée est 

fixée à 90 secondes. Enfin, le temps passé dans le quadrant cible est mesuré car les souris 

doivent montrer une préférence pour cette zone du labyrinthe. 

 

Figure 10 : Labyrinthe de Barnes 

13.2.2. Labyrinthe en Y – Alternance spontanée 

Le test d’alternance spontanée a été utilisée pour évaluer la mémoire de travail des 

souris dans un labyrinthe en Y (3 bras de L30 x l 8 x H 15 cm) (Figure 11). Ce test est basé 

sur le fait que les souris vont avoir tendance à explorer les différents bras avec une alternance 

de visites de bras plutôt que de revenir dans le bras récemment visité. Lors du test, les souris 

sont placées dans l’un des bras (randomisées entre les sujets) et sont autorisées à explorer 

tout le labyrinthe pendant 8 minutes. Chaque entrée dans un bras est enregistrée lorsque 

l’animal entre avec les quatre pattes dans le bras. La performance des souris est calculée en 

pourcentage d’alternance, définie comme le rapport du nombre de triades (entrant dans 

chacun des trois bras consécutivement) sur le nombre total d’entrées de bras. 

 

Figure 11 : Labyrinthe en Y 

13.2.3. Labyrinthe en croix surélevé 

Le labyrinthe en croix surélevé permet d’évaluer le comportement anxieux du rongeur. 

Le test est fondé sur la préférence de l’animal pour les endroits clos et sombres, 
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comparativement aux endroits ouverts et éclairés. Le labyrinthe est composé de quatre bras 

dont deux sont fermés et deux sont ouverts (Figure 12). L’animal est autorisé à explorer le 

labyrinthe pendant 10 minutes. Chaque entrée dans un bras est comptabilisée lorsque l’animal 

passe ses quatre pattes dans le bras. Le temps passé dans les bras ouverts vs fermés est 

également mesuré. 

 

Figure 12 : Labyrinthe en croix surélevé 

13.3. Mise à mort des animaux et récupération des structures d’intérêt 

Les animaux ont été sacrifiées par dislocation cervicale et décapitation. Des 

échantillons du cortex préfrontal, du striatum ainsi que l’hippocampe ont été disséqués sur l’un 

des hémisphères cérébraux et conservés à -80°C. L’autre hémisphère a été fixé dans une 

solution de paraformaldéhyde à 4% pendant 24 heures puis cryopréservé dans une solution 

contenant 30% de sucrose pendant 48h. Enfin, les échantillons ont été conservées à -80°C. 

14.  Analyses statistiques 

Les analyses statistiques ont été réalisés à l’aide du logiciel GraphPad Prism 10 (version 

10.0.3). Le test Mann-Whitney a été réalisé pour les expérimentations représentées en figures 

13I-J ; 17A-B-D. Le test one-way ANOVA a été réalisé pour les expérimentations représentés 

en figures 17E-F-I-J. Le test two-way ANOVA a été réalisé pour les expérimentations 

représentées en figures 13C-D-E-G ; 14 ; 16 ; 17G-H ; 18. 
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Résultats 

 

 

 

Implication d’une dysfonction lysosomale induite par la 

perte d’activité glucocérébrosidase sur la sensibilité 

neuronale   
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1. La perte d’activité de la glucocérébrosidase lysosomale peut être 

modélisée dans un modèle de neurones dopaminergiques 

Dans le but d’étudier l’impact d’une perte d’activité de la glucocérébrosidase lysosomale sur 

la susceptibilité des cellules LUHMES, une lignée de neurones dopaminergiques humains, à 

la mort cellulaire, nous avons choisi une stratégie d’inhibition pharmacologique et génétique 

de cette enzyme. Ainsi, des cellules LUHMES ont été exposées pendant 1 jour, 10 jours ou 

20 jours avec un inhibiteur spécifique de l’activité de la glucocérébrosidase lysosomale, le 

conduritol bêta époxyde (CBE) (Figure 13A). La concentration efficace de CBE a été 

déterminée après 24 heures et une inhibition totale de l’activité glucocérébrosidase lysosomale 

a été induite par 10 µM de CBE (Figure 13B). Ce niveau d’inhibition totale a également été 

obtenue dans les cellules traitées pendant 10 et 20 jours au CBE (Figure 13C) et ce sans 

affecter les niveaux de protéine glucocérébrosidase ni d’ARNm de la glucocérébrosidase 

(Figures 13D-E). Cette inhibition n’a pas eu d’impact sur la viabilité cellulaire (Figure 13G). 

Afin de vérifier l’efficacité de l’inhibition de l’activité enzymatique de la glucocérébrosidase, 

nous avons évalué les niveaux du substrat de l’enzyme, les monohexosylcéramides, et d’un 

glycosphingolipide plus complexe, les lactosylcéramides. Nous avons mesuré une 

augmentation des deux types de glycosphingolipides dans les cellules traitées au CBE par 

rapport aux témoins à tous les temps, montrant l’efficacité du CBE pour inhiber l’activité de la 

glucocérébrosidase (Figure 13F). En ce qui concerne l’approche génétique, nous avons utilisé 

un siRNA dirigé contre la GBA (siGBA). Nous avons obtenu une réduction de 40% des niveaux 

des ARNm de GBA associée à une diminution de 50% de l’activité enzymatique (Figures 13H-

I). Ainsi, sur les cellules LUHMES, nous avons pu mettre en place et caractériser quatre 

conditions de déficit en glucocérébrosidase lysosomale pour étudier cet impact sur la 

susceptibilité des neurones dopaminergiques à la mort cellulaire induite par différentes 

neurotoxines.  
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Figure 13: La perte d'activité de la glucocérébrosidase lysosomale peut être modélisée dans 
les cellules LUHMES. 
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(A) Schéma du design expérimental des inhibitions pharmacologiques de l’activité de la 

glucocérébrosidase lysosomale. (B) Mesure de l’activité de la glucocérébrosidase lysosomale après 

une gamme de concentrations de CBE pendant 24h.  (C) Mesure de l’activité de la glucocérébrosidase 

lysosomale après un traitement de [10 µM] de CBE pendant 1 jours, 10 jours et 20 jours. (D-E) 

Expression protéique (D) et des ARNm (E) de la glucocérébrosidase après 10 jours et 20 jours de 

traitement au CBE. (F) Heatmaps et volcano plots comparant l’expression des monohexosylcéramides 

(HexCer) ou des lactosylcéramides (LacCer) dans les cellules traitées au CBE pendant 1 jour, 10 jours 

ou 20 jours comparées aux contrôles. Pour les heatmaps, les glycosphingolipides ont été classés des 

plus exprimés aux moins exprimés et divisés en trois catégories représentant le pourcentage 

d’expression (entre 10 à 20%, entre 2 à 10% et moins de 2). Pour les volcano plots, les HexCer ont été 

représentés en vert et les LacCer en orange. (G) Viabilité cellulaire des cellules LUHMES après un 

traitement au CBE pendant 1 jour, 10 jours ou 20 jours, comparées aux contrôles. (H) Schéma du design 

expérimental de l’inhibition génétique de la glucocérébrosidase. (I) Expression des ARNm de la 

glucocérébrosidase dans les cellules LUHMES transfectées avec le siGBA ou le siContrôle. (J) Mesure 

de l’activité de la glucocérébrosidase lysosomale dans les cellules LUHMES transfectées avec le siGBA 

ou le siContrôle. Toutes les experimentations ont été réalisées trois fois de manière indépendante. **p 

< 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. 

2. L’inhibition longue de la glucocérébrosidase modifie la sensibilité des 

neurones dopaminergiques à la ferroptose 

Afin d’étudier l’impact d’un déficit de la glucocérébrosidase sur la sensibilité des neurones 

dopaminergiques, les cellules LUHMES ont été exposées à différents inducteurs de mort 

cellulaire induisant l’apoptose (staurosporine), une altération de la chaîne respiratoire 

mitochondriale (MPP+ et roténone), l’autophagie (rapamycine) ou encore la ferroptose (RSL3 

et érastine). L’inhibition pendant 1 jour avec le CBE ou avec le siGBA n’a pas modifié la 

sensibilité des cellules LUHMES contre les inducteurs utilisés (Figure 14A). Les inhibitions à 

plus long terme (10 et 20 jours), ont réduit faiblement la sensibilité des cellules LUHMES à la 

staurosporine et à la roténone, mais aucune différence n’a été observée avec MPP+. Les 

cellules traitées au CBE pendant 20 jours ont été protégées contre la rapamycine (Figure 

14B). De manière intéressante, les cellules traitées au CBE pendant 10 jours ont été fortement 

protégées contre la ferroptose induite par RSL3 par rapport aux témoins mais aucune 

différence n’a été observée face à l’érastine, un autre inducteur de la ferroptose, suggérant 

une action sur une voie spécifique de la ferroptose (Figure 14B). Cet effet de neuroprotection 

face au RSL3 n’a pas été observé si le traitement au CBE dure 10 jours de plus. Afin d’exclure 

un potentiel artefact entre le RSL3 et le CBE, nous avons également utilisé une autre condition 

pro-ferroptotique consistant en une combinaison d’acide arachidonique (AA) et de chlorure 

ferrique (FeCl3). Notre équipe a montré que cette combinaison induisait de la peroxydation 

lipidique favorisant la ferroptose dans les cellules LUHMES (219). Les cellules traitées au CBE 

pendant 10 jours ont été protégées face à ce co-traitement (Figure 14C), alors qu’aucune 

différence n'a été observée entre les cellules CBE de 20 jours par rapport aux contrôles 
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(Figure 14D). Ce résultat confirme que le traitement au CBE de 10 jours altère une voie 

spécifique de la ferroptose et n’est pas due à une interaction directe avec le RSL3. 

La peroxydation lipidique est une caractéristique de la ferroptose. C’est pourquoi nous avons 

analysé le stress oxydatif dans nos conditions expérimentales en mesurant les ROS 

cytosoliques, mitochondriales, ou lipidiques induites par H2O2, la ménadione ou le RSL3, 

respectivement. Aucune différence n’a été observée dans la production de ROS cytosoliques 

et mitochondriales, en présence de CBE et H2O2 ou ménadione (Figure 14E). Cependant, 

nous avons observé une réduction significative de la peroxydation lipidique induite par RSL3 

dans les cellules CBE à 10 jours, mais pas dans les cellules CBE à 20 jours (Figure 14E). Pris 

ensemble, ces résultats suggèrent une protection spécifique, mais transitoire, induite par le 

CBE contre la ferroptose. 
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Figure 14: L'inhibition longue de l'activité glucocérébrosidase modifie la sensibilité à la 
ferroptose. 

(A-B) Viabilité cellulaire des cellules LUHMES déficientes en glucocérébrosidase à court terme (A) et à 

long terme (B) après exposition à différents inducteurs de mort cellulaire induisant une altération 

mitochondriale (box rouge), l’apoptose (box jaune), l’autophagie (box bleue) et la ferroptose (box verte). 

(C-D) Viabilité cellulaire après un co-traitement avec AA et FeCl3 dans les cellules non traitées et traitées 

au CBE pendant 10 jours (C) ou 20 jours (D). (E) Evaluation du stress cytosolique, mitochondrial et 

lipidique après un traitement au CBE pendant 1 jour, 10 jours ou 20 jours. Ces données ont été réalisées 

avec un minimum de trois expérimentations indépendantes. *p < 0,05; **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 

0,0001. 

3. L’inhibition longue de l’activité de la glucocérébrosidase modifie les 

profils lipidiques  

La sensibilité à la ferroptose est régit par la nature des lipides membranaires, notamment par 

la teneur en AGPI et en ePL. Nous avons réalisé une analyse des lipides afin d’évaluer les 

niveaux des ePL dans les classes des PE et PC. Une diminution des ePL dans les espèces 

PE a été observée dans les cellules CBE à 10 jours par rapport aux contrôles (Figure 15A), 

tandis qu’aucune différence n’a été constatée pour les cellules CBE à 20 jours (Figure 15B). 

Les ePL dans la classe des PC présentaient une tendance à l’augmentation dans les cellules 

traitées au CBE par rapport aux contrôles, mais cela n’était pas significatif (Figures 15C et 

15D). Ces résultats renforcent le lien entre les ePL des espèces PE et la ferroptose et 

suggèrent que de la voie lysosomale puisse moduler la teneur en ces lipides.  
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Figure 15: La sensibilité à la ferroptose est médiée par les éther-phosphoéthanolamines. 

(A-B) Volcano plots de l’expression des phosphatidyléthanolamines, avec les éther-phospholipides 

représentés en rouge dans les cellules traitées au CBE pendant 10 jours (A) ou 20 jours (B) (quatre 

réplicats ont été utilisés par conditions).  (C-D) Volcano plots de l’expression des phosphatidylcholines, 

avec les éther-phospholipides représentés en rouge dans les cellules traitées au CBE pendant 10 jours 

(C) ou 20 jours (D) (quatre réplicats ont été utilisés par conditions). 

4. L’inhibition longue de l’activité de la glucocérébrosidase lysosomale 

impacte les niveaux d’expression protéiques d’acteurs impliqués dans la 

ferroptose 

Afin de mieux comprendre l’effet neuroprotecteur de l’inhibition de la glucocérébrosidase 

contre la ferroptose, l’expression des ARNm et des protéines de plusieurs acteurs impliqués 

dans cette régulation a été évaluée. Pour le métabolisme des lipides, nous nous sommes 

concentrés sur GPX4, l’enzyme antioxydante qui détoxifie les lipides peroxydés en leurs 

analogues alcools, et sur ACSL4, l’enzyme qui intervient dans l’enrichissement des 

membranes en AGPI. Pour le métabolisme du fer, nous avons évalué les niveaux de la ferritine 

une protéine de stockage du fer ; du récepteur à la transferrine impliqué dans l’importation du 

fer dans la cellule, ainsi que de l’hème oxygénase, une enzyme impliquée dans la libération 

du fer à partir de l’hème.  
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En ce qui concerne les niveaux des ARNm, pour tous les marqueurs étudiés, nous n’avons 

relevé aucune différence entre les cellules traitées au CBE vs non traitées (Figure 16A). En 

revanche, nous avons observé une augmentation significative des niveaux protéiques de 

GPX4 dans les cellules CBE de 10 jours par rapport aux contrôles, tandis qu’aucune différence 

n’a été retrouvée entre les cellules CBE de 20 jours (Figure 16B). Aucune différence n’a été 

observée pour l’enzyme ACSL4 (Figure 16B). Nous avons voulu mesurer si l’augmentation 

de GPX4 s’accompagnait d’une augmentation de son activité en dosant le rapport GSH/GSSH. 

En effet, l’activité GPX4 nécessite du GSH (forme réduite du glutathion) en tant que cofacteur 

et produit du GSSG (forme oxydé). Il est admis que plus le rapport GSH/GSSH est élevé, 

moins la cellule est soumise à un stress oxydatif. Dans les cellules LUHMES exposées au 

CBE pendant 10 jours, une augmentation de ce rapport a été observée, suggérant un stress 

oxydant moindre et possible que le cofacteur de GPX4 est plus facilement disponible (Figure 

16C). La ménadione a été utilisée comme contrôle positif pour générer des ROS de façon 

importante et vérifier que dans nos conditions expérimentales, nous pouvions mesurer la 

réduction du rapport GSH/GSSH. Comme attendu, le CBE n’a aucun effet sur cette condition. 

Pour le métabolisme du fer, les niveaux protéiques de la ferritine et de l’hème oxygénase 

étaient augmentés dans les cellules exposées au CBE pendant 10 jours par rapport aux 

contrôles, alors que cet effet n’a pas été retrouvé dans les cellules CBE de 20 jours (Figure 

16B). Les niveaux protéiques du récepteur de la transferrine n’ont présenté aucune différence 

dans les différentes conditions (Figure 16B). Enfin, nous avons également mesuré les niveaux 

des ARNm du facteur de transcription NRF2, impliqué dans la régulation de nombreux gènes 

régulant la ferroptose afin de déterminer si les changements observés pouvaient résulter d’une 

activation de certains gènes médié par NRF2. Nous n’avons montré aucune différence des 

niveaux des ARNm de NRF2 dans les cellules exposées au CBE vs non traitées, aux deux 

temps (Figure 16B) 

L’ensemble de ces résultats montre une augmentation de la quantité de protéine, mais pas 

des ARNm, de plusieurs acteurs impliqués dans la régulation de la ferroptose. Etant donné la 

fonction de la glucocérébrosidase, nous nous sommes demandés si cette « dérégulation » 

pouvait résulter d’une diminution de leur dégradation par la voie lysosomale. 

Pour tester cette hypothèse et à la vue des résultats obtenus, nous nous sommes concentrés 

sur les cellules traitées au CBE pendant 10 jours dans les expérimentations ultérieures. 
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Figure 16: Inhibition longue de la glucocérébrosidase modifie l'expression de régulateurs de la 
ferroptose. 

(A) Niveaux des ARNm de GPX4, ACSL4, FTH1, HMOX1 and NRF2 dans les cellules LUHMES traitées 

au CBE pendant 10 jours ou 20 jours comparées aux contrôles. (B) Niveaux protéiques de GPX4, 

ACSL4, FTH1, HMOX1 and TfR1 dans les cellules LUHMES traitées au CBE pendant 10 jours ou 20 

jours comparées aux contrôles. (C) Ratio GSH/GSSG des cellules LUHMES exposées au CBE pendant 
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10 jours vs contrôles. Ces données ont été générées avec un minimum de trois expérimentations 

indépendantes. **p < 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. 

5. L’inhibition prolongée de l’activité de la glucocérébrosidase lysosomale 

altère le flux autophagique 

L’autophagie est un mécanisme cellulaire impliquant la dégradation des composants 

intracellulaires par la voie lysosomale. La chaîne légère 3 de la protéine 1 associée aux 

microtubules (LC3) et p62/SQSTM1 (c’est-à-dire le séquestosome) sont des marqueurs 

utilisés pour monitorer/évaluer l’autophagie. Afin de déterminer si la modulation des niveaux 

de protéines constatée dans les cellules CBE de 10 jours résulte d’une perturbation de la voie 

lysosomale, ces marqueurs autophagiques ont été mesurés. Une augmentation significative 

du rapport LC3-II/LC3-I a été observée tandis qu’une tendance à l’augmentation non 

significative a été constatée dans les niveaux protéiques p62 (Figures 17A et 17B). Ces 

augmentations des marqueurs de l’autophagie étaient corrélées à une augmentation du 

nombre de lysosomes observés dans les cellules CBE de 10 jours par rapport aux contrôles 

(Figure 17C). De plus, nous avons également évalué les niveaux des ARNm du facteur de 

transcription TFEB, impliqué dans la régulation de La biogénèse des lysosomes. Les niveaux 

des ARNm de TFEB étaient semblables entre les cellules CBE de 10 jours et contrôles (Figure 

17D). Ces résultats suggèrent que les changements observés au niveau protéique dans les 

cellules traitées aux CBE ne résulteraient pas d’une augmentation de la synthèse des 

lysosomes mais plutôt d’une altération du flux autophagique.  

Afin de tester cette hypothèse, des inhibiteurs courants du flux autophagique ont été utilisés 

tels que la bafilomycine (BafA1) ou l’hydroxychloroquine (HCQ), qui inhibent le stade avancé 

de l’autophagie, et le chlorure d’ammonium (NH4Cl), responsable de la basification des 

lysosomes. Une augmentation significative du rapport LC3-II/LC3-I a été observée pour la 

condition NH4Cl (Figure 17E) et une augmentation des niveaux protéiques de p62 pour les 

conditions HCQ et NH4Cl par rapport aux cellules non traitées (Figure 17F). Ces résultats sont 

cohérents avec une altération du flux autophagique. Afin d’évaluer l’impact d’une modification 

du flux autophagique sur la sensibilité à la ferroptose, les cellules ont été prétraitées avec les 

inhibiteurs puis exposées au RSL3. Une neuroprotection contre la RSL3 (Figure 17G) et une 

réduction de la peroxydation lipidique induite par RSL3 ont été observées pour tous les 

inhibiteurs de l’autophagique (Figure 17I). Cet effet était spécifique de la ferroptose car les 

cellules prétraitées avec des inhibiteurs de l’autophagie étaient plus sensibles à l’apoptose 

(Figure 17H). 
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Figure 17: L'inhibition longue de la glucocérébrosidase lysosomale altère le flux autophagique. 

(A-B) Analyse des niveaux protéiques de LC3 (A) et p62 (B) dans les cellules LUHMES traitées au CBE 

pendant 10 jours comparées aux contrôles. (C) Images représentatives du marquage avec la sonde 

lysotracker d’une cellule contrôle ou traitée au CBE et quantification des lysosomes. (D) Expression des 
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ARNm TFEB dans les cellules LUHMES traitées au CBE pendant 10 jours comparées aux contrôles. 

(E-G) Analyse des niveaux protéiques de LC3b (E), p62 (F) dans les cellules traitées avec les inhibiteurs 

du flux autophagique pendant 7h comparées aux contrôles (G-H) Viabilité des cellules LUHMES pré-

traitées avec les inhibiteurs du flux autophagiques pendant 1h puis exposées au RSL3 (G) ou à la 

staurosporine (H) pendant 24h. (I) Mesure du stress lipidique après un traitement avec les inhibiteurs 

du flux autophagique puis avec le RSL3. Ces données ont été générées avec un minimum de trois 

experimentations indépendantes. * < p 0,05; ** < p 0,01; ***p < 0,001; ****p < 0,0001. 

Enfin, une augmentation significative des niveaux de GPX4 a été observée pour HCQ et 

NH4Cl par rapport aux contrôles (Figure 17J). L’ensemble de ces résultats concordent avec 

les résultats obtenus pour la condition CBE de 10 jours et montrent que la voie lysosomale est 

impliquée dans la régulation de la ferroptose dans les cellules LUHMES. 

6. La stabilité de GPX4 est nécessaire pour protéger les neurones 

dopaminergiques à la ferroptose 

Nous avons ensuite émis l’hypothèse que la neuroprotection observée contre la ferroptose 

induite par RSL3 dans les cellules CBE de 10 jours résulte principalement d’une augmentation 

de l’expression de GPX4. Pour évaluer cette hypothèse, nous avons utilisé un siRNA dirigé 

contre GPX4 afin d’évaluer si sa déficience était suffisante pour re-sensibiliser à la ferroptose 

les cellules LUHMES traitées au CBE pendant 10 jours.  

La transfection du siGPX4 a induit une diminution des niveaux des ARNm de GPX4 de 50% 

dans les cellules non traitées et de 60% dans les cellules CBE de 10 jours par rapport aux 

cellules transfectées avec le siContrôle (Figure 18A). De plus, une diminution significative des 

niveaux protéiques de GPX4 a été observée dans les cellules transfectées avec le siGPX4 vs 

celles transfectées avec le siContrôle (Figure 18B). Enfin, les cellules non traitées ou traitées 

au CBE et transfectées avec le siGPX4 ont présenté une mortalité totale face au RSL3, alors 

que les cellules CBE de 10 jours et transfectées avec le siContrôle étaient protégées face au 

RSL3 (Figure 18C). Ces résultats suggèrent que la stabilité de GPX4 est la clé de la 

neuroprotection induite par le CBE pendant 10 jours contre une peroxydation lipidique, et 

qu’une « simple » variation d’un facteur 2 était suffisante pour moduler cette sensibilité. 
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Figure 18: La stabilité de GPX4 peut protéger les neurones dopaminergiques de la ferroptose. 

(A) Expression des ARNm (A) et des protéines (B) de GPX4 après transfection avec siGPX4 ou 

siContrôle dans les cellules LUHMES traitées ou non traitées au CBE pendant 10 jours. (C) Viabilité 

cellulaire après un traitement au RSL3 [10 nM] pendant 24h dans les cellules transfectées avec siGPX4 

ou siContrôle dans les cellules traitées ou non traitées au CBE pendant 10 jours. Toutes les 

experimentations ont été réalisées trois fois de manière indépendante. ** p < 0,01; **** p < 0,0001. 

 

Ces résultats ont permis de mettre en évidence qu’une inhibition de l’activité de la glucocérébrosidase 

à long terme pouvait altérer la voie lysosomale et en particulier la dégradation de protéines prises en 

charge par l’autophagie, telle que l’enzyme GPX4 ; modulant ainsi la sensibilité à la ferroptose des 

neurones dopaminergiques. Cette altération étant transitoire, cela suggère que les cellules ont la 

capacité de revenir à un état d’homéostasie basale, mettant en évidence la complexité des mécanismes 

cellulaires.  
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Caractérisation du profil inflammatoire microglial induit par 

la perte d’activité de la glucocérébrosidase lysosomale  
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7. L’inhibition de l’activité glucocérébrosidase ne semble pas induire 

d’activation classique des cellules microgliales HMC3 

La neuroinflammation définie par une activation microgliale classique chronique est impliquée 

dans de nombreuses atteintes neurodégénératives dont la maladie de Parkinson. Au vu des 

liens causaux entre mutations de la glucocérébrosidase, diminution d’activité 

glucocérébrosidase et maladie de Parkinson, nous avons voulu caractériser l’impact d’une 

diminution d’activité glucocérébrosidase sur une lignée de cellules microgliales humaines 

(HMC3). 

Afin de préciser les conditions expérimentales permettant d’inhiber l’activité 

glucocérébrosidase dans les cellules HMC3, nous avons mesuré cette activité après 24 heures 

d’exposition des cellules à une gamme de concentrations de CBE. Nos résultats montrent une 

inhibition quasi-totale de l’activité de la glucocérébrosidase lysosomale pour des 

concentrations supérieures ou égales à 10 µM de CBE (Figure 19A). Pour la suite des 

expérimentations, nous avons utilisé la concentration de 10µM de CBE. Nous avons 

également évalué l’impact du CBE sur la viabilité des cellules HMC3. Nous n’avons observé 

aucune différence pour les cellules HMC3 exposées au CBE pendant 24h par rapport aux 

cellules non traitées (Figure 19B). 

Nous avons également évalué les niveaux des ARNm de CD68, une glycoprotéine exprimée 

dans les macrophages et les autres phagocytes mononucléés et principalement localisée dans 

les compartiments endosomaux et lysosomaux (264). Nous avons observé une augmentation 

des niveaux des ARNm de CD68 après 48h d’exposition au CBE par rapport aux cellules non 

traitées tandis qu’aucune différence n’a été observée après 24h d’exposition au CBE (Figure 

19C). Cependant, cette expérimentation nécessite d’être répliquée car n’a été réalisée qu’une 

seule fois.  

La production des interleukines 6 (IL-6) et IL-1β est associée à une activation microgliale 

classique. Nous avons utilisé le LPS comme facteur de stimulation microgliale, associé ou non 

au CBE afin d’évaluer si la perte d’activité de la glucocérébrosidase pouvait moduler 

l’activation microgliale. Pour cela, nous avons mesuré le niveau des ARNm des IL-6 et IL-1β. 

Plusieurs conditions ont été testées, à savoir des traitements au CBE pendant 24h ou 48h sur 

les cellules HMC3. Pour les traitements au LPS, soit ils ont été co-administrés avec CBE 

(traitement au LPS de 24h ou 48h), soit ceux-ci ont été réalisés 4h avant la fin du traitement 

au CBE (Figure 19D). Dans un premier temps, après un traitement au LPS de 4h, les niveaux 

des ARNm des IL-6 et IL-1β étaient fortement augmentés par rapport aux contrôles (Figures 

19E et 19F), tandis qu’après 24h ou 48h, l’augmentation était moins importante montrant que 
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la réaction transcriptionnelle est immédiate puis s’atténue au fil du temps (Figure 19E et 19F). 

Dans un second temps, nos données montrent qu’une exposition des cellules HMC3 à 10 µM 

de CBE pendant 24 ou 48 heures n’a pas modifié les niveaux des ARNm des IL-6 et IL-1β, 

que celle-ci ait été associée ou non au LPS (Figures 19E et 19F). Nous avons également 

mesuré les niveaux d’IL-6 excrétés dans le milieu extracellulaire. Suite à un traitement au LPS 

de 24h ou 48h, nous avons observé une forte production de l’IL-6 tandis qu’après 4h, nous 

n'avons pas observé de différence (Figure 19G) avec les cellules non traitées. Enfin, 

l’exposition au CBE n’a pas modifié les niveaux d’IL-6 excrétés dans nos conditions 

expérimentales (Figure 19G). Nos résultats suggèrent que la perte de l’activité 

glucocérébrosidase n’induit pas ni ne module le phénotype pro-inflammatoire des cellules 

HMC3 pour les paramètres étudiés. 
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Figure 19: Impact de la perte d'activité de la glucocérébrosidase sur l'activation microgliale. 

(A) Mesure de l’activité de la glucocérébrosidase suite à une gamme de concentrations de CBE pendant 
24h. (B) Viabilité cellulaire des cellules HMC3 après exposition à [10µM] de CBE pendant 24h et 10j. 
(C) Expression des ARNm de CD68 après exposition au CBE pendant 24h ou 48h. (D) Schéma 
reprenant le design expérimental des traitements et des temps d’exposition au CBE, pendant 24h ou 
48h, et/ou LPS, pendant 4h, 24h ou 48h. (E-F) Expression des ARNm de l’IL-6 (E) et IL-1β (F) après 
exposition au CBE et/ou stimulation au LPS. (G) Expression de l’Il-6 dans le surnageant des cellules 
HMC3 exposées au CBE pendant 24h ou 48h et/ou stimulées au LPS. Les expérimentations A, B, E et 
F ont été réalisées trois fois de manière indépendante tandis que les expérimentations C et G n’ont été 
réalisées qu’une seule fois. 

Malgré que nous n’ayons pas observé de différence dans la production de l’IL-6, d’autres 

facteurs pro- ou anti-inflammatoires pourraient être modulés suite à une inhibition de la 

glucocérébrosidase. Nous avons donc souhaité évaluer l’effet d’un milieu issu de l’exposition 

des cellules HMC3 pendant 48h au CBE et/ou LPS, appelé « milieu conditionné » (MC), sur la 

viabilité des cellules LUHMES. Les cellules LUHMES ont été cultivées en présence de 25, 50, 

75 ou 100% du MC pendant 24h (Figure 20A) ou 48h (Figure 20B). La condition 

« DMEM/F12 » représente un changement de milieu avec le milieu des cellules LUHMES 

classique afin de vérifier que le renouvellement de milieu, en lui-même, n’impacte pas la 

viabilité cellulaire. Après 24h, ce changement de 25% à 75% de milieu n’a pas induit de 

mortalité cellulaire tandis que le renouvellement complet du milieu a légèrement diminué la 

viabilité cellulaire (Figure 20A). Cependant, le changement total de milieu DMEM/F12 a induit 

une mortalité cellulaire d’environ 40% 48h après montrant que le renouvellement de milieu 

complet peut fragiliser la culture des cellules LUHMES sur un temps plus long (Figure 20B).  

Pour les conditions avec MC, nous avons testé un MC issu des cellules HMC3 non traitées 

(MC NT 48h), représentant la condition contrôle ; un MC issu des cellules HMC3 exposées à 

48h de LPS (MC LPS 48h) ou de CBE (MC CBE 48h) ou au co-traitement CBE+LPS (MC CBE 

48h + LPS 48h) (Figures 20A et 20B). 

Après 24h d’exposition aux MC, nous n’avons pas observé de mortalité cellulaire excédant 

20% pour toutes les conditions testées. Cependant, cette expérimentation nécessite d’être 

répétée car elle n’a pu être réalisée qu’une seule fois. 

Après 48h et 25, 50 ou 75% de MC issu des cellules HMC3 non traitées (MC NT 48h), nous 

avons observé une mortalité entre 40 et 50% suggérant que les facteurs excrétés par les 

cellules HMC3 sans traitement impactent la viabilité des cellule LUHMES (Figure 20B). Par 

ailleurs, les cellules exposées aux MC provenant d’une exposition au LPS (MC NT 48h + LPS 

48h) et/ou CBE (MC CBE 48h + LPS 48h ou MC CBE 48h) ont présenté une mortalité moins 

importante que pour la condition MC NT 48h suggérant que le MC issu des cellules HMC3 

exposées au CBE et/ou au LPS pourrait contenir plus de facteurs protecteurs pour les cellules 

LUHMES. 
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Enfin, une mortalité quasi totale a été observé suite une exposition de 48h aux différents MC 

lorsque le changement de milieu était de 100% (Figure 20B). 

 

Figure 20: Impact du milieu conditionné par la perte d'activité de la glucocérébrosidase sur les 
neurones dopaminergiques. 

(A-B) Viabilité cellulaire des cellules LUHMES après exposition, pendant 24h (A) ou 48h (B), d’un milieu 
conditionné par un traitement au CBE des cellules HMC3. Toutes les conditions ont été rapportées à la 
condition n’incluant pas de changement de milieu (représentée par la ligne en pointillée) et exprimées 
en pourcentage. Les expérimentations ont été réalisées une fois pour l’exposition de 24h aux MC et 
trois fois de manière indépendante pour l’exposition de 48h aux MC. 

Les résultats obtenus sur l’étude de l’implication de la perte d’activité glucocérébrosidase sur 

l’activation microgliale sont très préliminaires et nécessitent d’être complétés. Bien que nous 

n’ayons pas observé d’activation microgliale pour les paramètres étudiés, les expérimentations 

sur les cellules LUHMES exposées aux MC CBE et/ou LPS suggèrent que des facteurs 

sécrétés par les cellules HMC3, en réponse aux traitements, modulent la viabilité des cellules 

LUHMES.  
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Caractérisation des fonctions cognitives d’un modèle murin 

de perte d’activité de la glucocérébrosidase lysosomale  
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8. La déficience de l’activité glucocérébrosidase ne semble pas impacter les 

capacités cognitives du modèle murin C57Bl/6 

1. Impact des traitements sur le poids corporel 

Un suivi de poids corporel a été réalisé quotidiennement pour évaluer l’impact des traitements 

sur le poids des souris.  

Pour les groupes expérimentaux ayant reçu du LPS (PBS + LPS et CBE + LPS), une 

diminution transitoire de leur poids corporel d’environ 10% a été observée suite à l’injection de 

LPS (11ème jour) puisque leur poids est revenu à la normale vers le 15ème jour (Figure 21). De 

plus, le groupe CBE + PBS présente un poids corporel légèrement inférieur au groupe PBS + 

PBS, à partir du 10ème jour et jusqu’au 23ème jour. Cependant, nous n’avons pas observé de 

différence entre les groupes PBS + LPS et CBE + LPS, suggérant qu’il n’y a pas d’effet 

synergique du CBE et du LPS sur le poids des animaux.  

 

Figure 21 : Impact des traitements CBE et LPS sur le poids corporel des souris. 

Répartition du nombre d’animaux par groupe, CBE + LPS (n = 12) ; CBE + PBS (n = 12) ; PBS + LPS 

(n = 13) ; PBS + PBS (n = 13). 

Nos résultats semblent montrer un léger effet du CBE sur la perte de poids des souris mais 

cela n’est pas majorée en présence de LPS. Cependant, le LPS induit une rapide perte de 

poids chez les souris après l’injection, celui-ci revenant à la normale après quelques jours. 

2. Evaluation de la mémoire de référence spatiale 

Le labyrinthe de Barnes a été utilisé pour évaluer la mémoire de référence spatiale. Pour la 

phase d’apprentissage, les paramètres retenus sont la latence primaire correspondant au 

temps que met l’animal pour trouver son trou cible, et le nombre d’erreurs primaires étant le 

nombre de trous visités avant de trouver la cachette. 

Nous avons observé une diminution de la latence primaire entre le premier jour et le quatrième 

jour du test pour tous les groupes (Figure 22A). Néanmoins, il n’y avait pas de différence 
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significative entre les différents groupes quel que soit le jour. De même, le nombre d’erreurs 

primaires a diminué au fil des jours pour tous les groupes. Cependant, il n’y avait pas de 

différence inter-groupes par jour pour ce paramètre (Figure 22B). 

 

Figure 22: Impact du traitement CBE sur la mémoire de références spatiale. 

(A) La latence primaire est exprimée en secondes. (B) Nombre d’erreurs primaires pendant les 4 jours 

de test. Pour ces deux paramètres, les 4 essais réalisés par jours pour une souris ont été moyennés. 

(C) Représentation des différents quadrants du labyrinthe de Barnes. La croix rouge représente le trou 

cible. Le labyrinthe est divisé en quatre quadrants : un quadrant cible ; deux quadrants adjacents (n-1 

et n+1) et le quadrant opposé. (D) La latence primaire est exprimée en secondes. (E) Le temps passé 

dans chaque quadrant est exprimé en secondes. Répartition du nombre d’animaux par groupe, CBE + 

LPS (n = 12) ; CBE + PBS (n = 12) ; PBS + LPS (n = 13) ; PBS + PBS (n = 13). 

Pour la phase de test du labyrinthe de Barnes, la latence primaire était significativement 

diminuée pour le quadrant cible pour les groupes PBS + LPS et CBE + LPS par rapport aux 

autres quadrants. Concernant les groupes PBS + PBS et CBE + PBS, la latence primaire 

semble diminuée mais pas de manière significative (Figure 22D). Pour le temps passé dans 

chaque quadrant, nous avons remarqué que tous les groupes passaient plus de temps dans 

le quadrant cible par rapport aux autres quadrants (Figure 22E). Nos résultats suggèrent 

qu’une inhibition d’activité glucocérébrosidase par le traitement par CBE n’altère pas la 

mémoire de référence spatiale dans nos conditions expérimentales. 

3. Evaluation de la mémoire de travail 

La mémoire de travail a été évaluée à l’aide du labyrinthe en Y. Aucune différence n’a été 

observé dans les scores d’alternance entre les différents groupes. Nos résultats ont montré 
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que le traitement par CBE n’altère pas la mémoire spatiale dans nos conditions expérimentales 

(Figure 23). 

 

Figure 23: Impact du traitement CBE sur la mémoire de travail. 

Le score d’alternance est le paramètre mesuré pour ce test. Répartition du nombre d’animaux par 

groupe, CBE + LPS (n = 12) ; CBE + PBS (n = 12) ; PBS + LPS (n = 13) ; PBS + PBS (n = 13). 

4. Evaluation de l’anxiété 

L’anxiété étant une composante importante dans l’interprétation du comportement animal, elle 

a été évaluée à l’aide du labyrinthe en croix surélevée. Les paramètres retenus pour ce test 

sont la latence primaire pour visiter l’un des bras ouverts et le nombre d’entrées dans les bras 

ouverts. 

 

Figure 24: Impact du traitement CBE sur l'anxiété. 

(A) La latence primaire dans l’un des bras ouverts est exprimée en secondes. (B) Nombre d’entrées 

dans les bras ouverts. Répartition du nombre d’animaux par groupe, CBE + LPS (n = 12) ; CBE + PBS 

(n = 12) ; PBS + LPS (n = 13) ; PBS + PBS (n = 13). 

En ce qui concerne la latence primaire dans les bras ouverts, les groupes PBS + LPS et CBE 

+ LPS semblaient mettre plus de temps par rapport aux groupes n’ayant pas reçu de LPS 

(Figure 24A). De même, pour le nombre d’entrées dans les bras ouverts, les groupes PBS + 

LPS et CBE + LPS semblaient moins visiter les bras ouverts que les groupes PBS + PBS et 
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CBE + PBS (Figure 24B). De plus, le groupe CBE + PBS semblaient visiter davantage les 

bras ouverts que les souris PBS + PBS (Figure 24B) mais aucune de ces données n’est 

significative. Nos résultats ont montré que le traitement par CBE n’altère pas le comportement 

des souris tandis que le traitement par LPS induit un comportement de type anxieux. Nous 

n’avons pas observé d’effet synergique du traitement CBE + LPS sur l’anxiété dans nos 

conditions expérimentales. 

L’ensemble de ces résultats ne montre pas d’impact du CBE sur les performances cognitives 

évaluées sur le plan de la mémoire de référence spatiale et de la mémoire de travail. 

Cependant, un effet du LPS a été observé sur le poids des souris suite à l’injection mais n’a 

pas perduré dans le temps ainsi qu’un léger effet sur l’anxiété qui n’a pas été potentialisé par 

le CBE.   
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Discussion 

Les travaux conduits ont visé à évaluer l’impact de la perte d’activité glucocérébrosidase 

lysosomale sur plusieurs caractéristiques retrouvées dans la maladie de Parkinson, à savoir 

(i) la sensibilité des neurones dopaminergiques face à plusieurs toxines spécifiques de 

différentes voies de mort cellulaires, (ii) l’activation microgliale et (iii) les fonctions cognitives. 

Pour induire une perte d’activité glucocérébrosidase dans nos modèles cellulaires ou animaux, 

nous avons utilisé une approche pharmacologique par le composé CBE. Le CBE a été utilisé 

à de nombreuses reprises pour inhiber spécifiquement l’activité de la glucocérébrosidase 

lysosomale in vitro et in vivo (265). Un avantage de l’utilisation du CBE est que l’inhibition de 

l’activité glucocérébrosidase peut être ajustée en variant la concentration de l’inhibiteur ainsi 

que le temps d’exposition. Il faut cependant noter qu'une forte concentration de CBE, d’environ 

10 mM peut inactiver, partiellement, la glucocérébrosidase non lysosomale (265,266). Nous 

avons montré qu’une exposition à 10 µM de CBE pendant 24h, sur les cellules LUHMES, a 

permis d’inhiber totalement l’activité de la glucocérébrosidase lysosomale. Pour confirmer nos 

résultats, nous avons également choisi de moduler l’expression de GBA par une méthode 

complémentaire, et cela grâce à l’utilisation d’ARN silencers dirigés contre les ARNm de cette 

enzyme. 

Étant donné que l’inhibition d’une seule enzyme lysosomale prend du temps pour modifier un 

système tel que la voie lysosomale, l’inhibition de la glucocérébrosidase pendant plusieurs 

jours semblait plus pertinente dans les cellules LUHMES. L’inhibition à long terme de l’activité 

de la glucocérébrosidase, à l’aide du CBE, pendant 14 ou 29 jours, a déjà été obtenue dans 

un autre modèle neuronal dopaminergique dérivé de cellules souches pluripotentes humaines 

(267). Nous avons poussé notre étude jusqu'à 20 jours de traitement. Même dans cette 

condition, le CBE n'a pas eu d'impact sur la viabilité des cellules LUHMES. Une étude a montré 

que le traitement de cellules SH-SY5Y, pendant 30 jours avec le CBE, n’a pas modifié la 

viabilité cellulaire renforçant le fait que la perte d’activité de la glucocérébrosidase, à elle seule, 

n’impacte pas la sensibilité neuronale (127). Le traitement par CBE a inhibé l’activité de la 

glucocérébrosidase lysosomale sans affecter ses niveaux d’ARNm ou de protéines et a 

augmenté les espèces de glycosphingolipides. Ainsi, une altération à long terme de l’activité 

de la glucocérébrosidase peut être modélisée dans ce modèle de neurone dopaminergique.  

Les cellules LUHMES sont sensibles à de nombreuses toxines permettant l’étude de plusieurs 

voies de mort cellulaire. Quel que soit le temps de traitement, un déficit en glucocérébrosidase 

n'a pas modifié la sensibilité à la plupart des inducteurs de mort cellulaire testés. Les cellules 

traitées au CBE étaient par contre protégées contre la rapamycine, probablement en raison 

de l'interruption du trafic lysosomal. Mais les cellules traitées au CBE pendant 10 jours étaient 
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fortement protégées contre la ferroptose induite par RSL3. Ceci est très intéressant car il a été 

montré dans le modèle murin transgénique SOD1 de sclérose latérale amyotrophique que le 

CBE préserve les motoneurones (268), et que par ailleurs ceux-ci sont sensibles à la 

ferroptose induite par du RSL3. 

Par contre, aucune protection contre l’érastine n’a été observée. De plus, cette protection est 

temporaire et n’est pas retrouvée après 20 jours de traitement. L’érastine et le RSL3 sont des 

agents pro-ferroptotiques qui favorisent la réduction de l’activité antioxydante. L’érastine agit 

principalement sur des protéines transmembranaires mitochondriales, les canaux anioniques 

voltage-dépendants (VDAC) et en inhibant l’antiporteur transmembranaire cystine-glutamate 

provoquant une déplétion en cystéine et en glutathion alors que le RSL3 semble agir plus 

directement sur l’activité de GPX4. 

Pour éliminer l’hypothèse qu’une interaction directe entre CBE et RSL3 puisse expliquer notre 

observation, une autre condition pro-ferroptotique consistant en une combinaison d'AA et de 

chlorure ferrique a été utilisée. En effet, nous avons déjà montré qu'en enrichissant la 

membrane en AA, les cellules LUHMES sont plus sensibles à la peroxydation lipidique 

dépendante de GPX4 (219). Les cellules CBE de 10 jours ont été protégées contre ce co-

traitement alors qu'aucune différence n'a été observée après 20 jours. L'analyse du stress 

oxydatif a confirmé ces résultats puisqu'une réduction significative de la peroxydation lipidique 

induite par RSL3 a été observée dans les cellules traitées au CBE pendant 10 jours. 

Il a récemment été démontré que l'ePL peut stimuler la ferroptose (230,231). L'épuisement de 

l'ePL diminue le niveau d'AGPI-ePL et favorise nettement la résistance à la ferroptose, tandis 

qu'une supplémentation en AGPI-ePL dans les cellules présentant un déficit en synthèse 

d'ePL resensibilise ces cellules à la ferroptose (230).  Ceci est particulièrement pertinent dans 

les neurones, car le cerveau possède la proportion la plus élevée d'ePL (269). Il a déjà été 

démontré que les cellules LUHMES ont une plus grande proportion d'AGPI-ePL-PE que 

d'AGPI-dyacil-PE, ce qui suggère que la ferroptose se développe dans les neurones peut être 

régie par la peroxydation de l'ePL (232). De plus, le profilage lipidique dans les neurones 

dépourvus d'alpha-synucléine a montré que la résistance à la ferroptose est due à une 

réduction de l'ePL (232). Ces résultats soulignent la pertinence d'étudier l'ePL dans les 

synucléinopathies telles que la MP. Un profil lipidomique a donc été réalisé sur les cellules 

traitées au CBE pour déterminer les niveaux d'ePL dans la PE. Les cellules CBE de 10 jours 

ont montré une diminution de l'ePL, mais pas les cellules CBE de 20 jours, rejoignant nos 

observations sur les conditions de résistance à la ferroptose. Plus que la peroxydation lipidique 

globale, ces résultats renforcent le lien entre ePL et susceptibilité à la ferroptose. Nos résultats 
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suggèrent donc une possible implication de la voie lysosomale dans la modulation de la 

ferroptose par le contenu en ePL. 

L’inhibition de la glucocérébrosidase semblant affecter spécifiquement la composition lipidique 

et la peroxydation, nous avons évalué l’expression des principaux acteurs impliqués dans la 

régulation de la ferroptose. Alors qu’aucun effet sur l’expression des ARNm n’a été observée, 

une régulation positive des niveaux de protéines GPX4, HMOX1 et FTH1 a été observée dans 

les cellules CBE à 10 jours, mais pas dans les cellules CBE à 20 jours, concordant avec nos 

observations sur les conditions de résistance à la ferroptose. Il a déjà été démontré que la 

libération de fer et la dégradation de FTH1 sont régulées par la ferritinophagie qui peut libérer 

suffisamment de fer pour déclencher la ferroptose. Dans les cellules PC12, la surexpression 

de FTH1 altère la ferritinophagie, supprimant la mort cellulaire induite par la ferroptose (249). 

De plus, l'inhibition de l'activité lysosomale ou l'inactivation du coactivateur du récepteur 

nucléaire 4 supprime la ferroptose (247,270,271). Il est intéressant de noter que l’érastine, 

mais pas RSL3, semble favoriser la ferritinophagie dans les cellules HeLa (272). Par 

conséquent, le CBE pourrait être plus efficace contre RSL3 puisque le mécanisme d’action de 

RSL3 semble être indépendant du processus de dégradation de la ferritine. En ce qui concerne 

HMOX1, le lien est moins facile à faire. En effet, il a été démontré que l'activation excessive 

de HMOX1 améliore la ferroptose, tandis que l'inhibition pharmacologique ou l'inactivation de 

HMOX1 confère une résistance à la ferroptose (204,208,273). Cependant, HMOX1 peut 

également agir de manière cytoprotectrice, probablement en fonction du niveau d'activation. 

L'effet protecteur de HMOX1 est attribué à son activité antioxydante tandis que son effet 

toxique est dû à la production accrue de fer ferreux, qui stimule la réaction de Fenton. Ainsi, 

une régulation excessive de HMOX1 pourrait être cytotoxique, tandis qu’une régulation 

modérée pourrait être cytoprotectrice (210,274). Enfin, et bien que l'inactivation directe de 

GPX4 par RSL3 soit incertaine, le rôle de GPX4 est central dans l'élimination de la 

peroxydation lipidique et dans la lutte contre la ferroptose. Suite à l’inhibition de la GBA, la 

GPX4 est plus abondante dans les cellules et son activité plus élevée se traduit par une 

augmentation du rapport GSH/GSSG. C’est certainement l’un des principaux effets du CBE 

qui rend les cellules plus résistantes à la ferroptose induite par RSL3 ou à la combinaison AA 

+ FeCl3. L’importance de l’augmentation de GPX4 par le traitement au CBE, même simplement 

d’un facteur deux, est finalement confirmé par les manipulations faites avec le siRNA dirigé 

contre GPX4. En effet, dans nos expériences de transfection, ce siRNA peut spécifiquement 

inhiber l’expression de la glucocérébrosidase de 40 à 60%. Cette diminution d’environ deux 

fois suffit à abolir la protection du CBE face au RSL3. Comme pour FTH1, la régulation de 

GPX4 par l'autophagie est bien documentée (275). Par exemple, la sphingomyélinase acide, 

une enzyme clé du métabolisme des sphingolipides, intervient dans l'activation de l'autophagie 
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et induit la dégradation de GPX4. À l’inverse, l’inhibition de cette enzyme réduit la dégradation 

de GPX4 par autophagie (276). 

Nous avons ensuite déterminé si la régulation positive des protéines suite à l'inhibition de la 

GBA résultait d'un défaut de leur dégradation par la voie lysosomale. Dans les cellules CBE 

de 10 jours, une perturbation de la voie lysosomale a été mesurée par une augmentation du 

rapport LC3-II/LC3-I, une augmentation du nombre de lysosomes et aucune différence dans 

la biogenèse des lysosomes. Une activité lysosomale altérée a été observée après un 

traitement à long terme par CBE dans un autre modèle de neurones dopaminergiques. Cette 

altération lysosomale a été mesurée par l'augmentation des niveaux de protéine membranaire 

1 associée aux lysosomes et de translocation nucléaire du TFEB ainsi que par le nombre et la 

taille des lysosomes (267). Une réduction de l'activité catalytique des lysosomes a également 

été trouvée dans ce modèle utilisant des glycosphingolipides radioactifs (267). Ces résultats 

sont cohérents avec nos observations sur la déficience de la voie lysosomale. Pour compléter 

la démonstration selon laquelle une altération du flux autophagique peut être responsable de 

la résistance à la ferroptose, de puissants inhibiteurs de flux autophagiques ont été utilisés. 

Un traitement court était suffisant pour perturber le flux autophagique et protéger contre la 

ferroptose. Il était à noter que l’inhibiteur ayant l’effet le plus fort sur la neuroprotection et la 

peroxydation lipidique, BafA1, semblait avoir le moins d’effet sur les niveaux de protéine 

GPX4 ; une augmentation significative de la protéine GPX4 a été observée pour les conditions 

HCQ et NH4Cl. Enfin, l'inactivation de GPX4 a restauré la sensibilité à la ferroptose induite par 

RSL3 dans les cellules CBE de 10 jours, montrant que la neuroprotection observée pourrait 

résulter directement d'une expression accrue de GPX4. 

Ces dernières années, le nombre d’études sur la ferroptose a augmenté de façon 

spectaculaire, révélant un degré surprenant de complexité. Concernant l’interaction entre les 

voies de mort cellulaire, c’est un véritable défi de définir le seuil ou les points de contrôle 

associés à l’autophagie pro-survie et pro-mort dans la ferroptose. La perte de la fonction GBA 

a été associée à un risque plus élevé de développer la MP, probablement en raison de 

conséquences à long terme sur les glycosphingolipides et l'activité lysosomale. Cette étude 

montre qu'une inhibition transitoire de l'activité de la GBA pourrait avoir un effet positif sur la 

peroxydation lipidique. S'il est maintenu pendant une durée relativement courte, en modifiant 

la voie lysosomale, un inhibiteur tel que le CBE modifie la composition lipidique et augmente 

la stabilité du GPX4. Divers composés à petites molécules peuvent affecter l’expression de 

GPX4, conduisant principalement à sa dégradation (277). Il semble donc important de mieux 

comprendre les différentes voies menant à la dégradation de GPX4 afin de développer des 

activateurs spécifiques de GPX4 pour protéger les neurones contre une peroxydation lipidique 

excessive et la ferroptose ultérieure. 
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La première partie de ce projet montre qu'une inhibition de 10 jours de l'activité de la 

glucocérébrosidase dans une lignée cellulaire dopaminergique pourrait moduler la 

susceptibilité à la ferroptose en modifiant la composition lipidique et en altérant la dégradation 

des protéines d'acteurs clés comme GPX4 impliqués dans la régulation de la ferroptose. 

Cependant, ce phénomène est transitoire, suggérant que les cellules ont la capacité de revenir 

à un état d'homéostasie basale, mettant en évidence la complexité des mécanismes 

cellulaires.   

Le deuxième axe de ce projet a été d’étudier les liens entre perte d’activité glucocérébrosidase 

et neuroinflammation. Les résultats sur les cellules HMC3 doivent être considérées comme 

très préliminaires. Nous avons évalué la production des ARNm de l’IL-6 et IL-1β ainsi que la 

sécrétion dans le milieu d’IL-6, suite à une exposition au CBE, et n’avons pas observé de 

différence par rapport aux cellules non traitées, ni d’effet synergique avec le LPS. Néanmoins, 

des études ont montré que la perte d’activité de la glucocérébrosidase pouvait induire une 

activation microgliale, une augmentation de l’expression du composant C1q du complément 

ainsi qu’une augmentation des niveaux de IL-1β et TNF-alpha dans des modèles in vivo 

d’inhibition pharmacologique ou de déficience génétique de la glucocérébrosidase (110,129–

131). Par la suite, nous pourrions étendre l’étude de l’activation microgliale, en élargissant le 

panel des marqueurs pro- et anti-inflammatoires. Il serait également intéressant de faire varier 

le temps d’exposition au CBE et de comparer les profils inflammatoires issus d’une inhibition 

courte vs longue de la glucocérébrosidase. Enfin, nos observations sur les cellules LUHMES 

exposées aux MC CBE et/ou LPS suggèrent que des facteurs sécrétés par les cellules HMC3, 

en réponse aux traitements, pourraient moduler la viabilité neuronale. Il serait intéressant 

d’identifier ces facteurs afin de mieux comprendre le rôle neuromodulateur des cellules 

microgliales. Enfin, il est intéressant de noter que Brunialti et collaborateurs ont montré un 

mécanisme de neuroprotection médié par un contact direct microglie-neurone via des 

structures d’actine fonctionnelles. Ce contact cellulaire stimulait l’activité de Nrf2 permettant 

l’activation de gènes impliqués dans la détoxification cellulaire et ainsi la protection des 

neurones (278).  

Enfin, nous avons traité les souris C57Bl/6, en intrapéritonéale, avec 50 mg/kg/j de CBE 

pendant 28 jours. Une étude a montré que cette dose journalière de CBE induisait une 

diminution de l’activité glucocérébrosidase de 50% dans le cerveau des souris C57Bl/6 (279), 

se rapprochant de la perte d’activité retrouvée chez les patients parkinsoniens porteurs d’un 

allèle muté GBA1. Ce traitement n’induit a priori pas de perte des neurones dopaminergiques 

mais provoque une activation microgliale (279). De plus, l’étude de Murray et collaborateurs a 

montré qu’une injection de LPS à faible dose (500 µg/kg) en intrapéritonéale induisait une 

activation microgliale et une faible production de molécules pro-inflammatoires au niveau du 
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système nerveux central (280). Le profil inflammatoire cérébrale n’a pas encore pu être 

réalisée mais le sera ultérieurement afin de comparer les profils inflammatoires induits par le 

CBE ou le LPS et de détermine s’il existe une synergie entre les deux traitements conduisant 

à une neuroinflammation plus importante. Enfin, nous n’avons pas observé de troubles 

cognitifs sur le plan de la mémoire de travail et de la mémoire de référence spatiale, nous 

pourrions étendre l’évaluation cognitive en réalisant d’autres tests et en traitant les souris plus 

longtemps avec le CBE. 
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Annexes 

Tout au long de ma thèse, j’ai pu contribuer à la publication de deux revues portant sur les 

glycosphingolipides (Annexes 1 et 2) et un article de recherche utilisant la biologie 

computationnelle afin d’identifier des protéines associées à la modulation de la 

neuroinflammation dans la maladie de Parkinson (Annexe 3). Un second article de recherche 

portant sur l’implication de la dysfonction lysosomale, médiée par la perte d’activité de la 

glucocérébrosidase, sur la sensibilité neuronale est en cours de publication (Annexe 4). 
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Annexe 1 : Revue « Trends in glucocerebrosides research: a systematic review » 
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Annexe 2 : Revue « Glycosphingolipids and neuroinflammation in Parkinson’s 

disease » 
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Annexe 3 : Article de recherche « Protein network exploration prioritizes targets for 

modulating neuroinflammation in Parkinson’s disease » 
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ABSTRACT 

An increasing number of studies indicate that ferroptosis, a lethal pathway initiated by excessive 

iron-dependent lipid peroxidation, and pivotal to the survival of dopaminergic neurons and the 

progression of Parkinson’s disease (PD), may be regulated by the lysosomal pathway. Mutation 

and loss of function of the lysosomal enzyme, glucocerebrosidase, induce the accumulation of 

glycosphingolipids and alterations in lysosome activity, which have been associated with a 

higher risk of developing PD. Our present study showed that transient inhibition of 

glucocerebrosidase activity had a positive effect on lipid peroxidation and ferroptosis. In a 

dopaminergic cell line (LUHMES cells), it was shown that a 10-day inhibition of 

glucocerebrosidase activity using conduritol-beta-epoxide (CBE) specifically impeded 

susceptibility to RSL3-induced ferroptosis, but not to several other inducers of cell death. CBE 

impaired the lysosomal pathway, modified lipid membrane composition by reducing ether-

linked phospholipids in phosphatidylethanolamines, and promoted an increase in glutathione 

peroxidase 4 (GPX4) protein levels. This phenomenon was transient and disappeared after 20 

days of glucocerebrosidase inhibition, suggesting that the cells have the capacity to return to 

their basal homeostasis. Most of the current compounds acting on GPX4 promote its 

degradation, thus information on drugs leading to GPX4 stability is key in order to protect 

neurons against excessive lipid peroxidation occurring in neurodegenerative diseases.  
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INTRODUCTION 

Programmed and regulated cell death varies and is a complex process. This highly controlled 

process involves sequences of events allowing multicellular organisms to eliminate 

dysfunctional cells. When they are deregulated, several diseases such as cancer and 

neurodegenerative diseases may occur. For a long time, the main regulated cell death was 

considered to be excessive apoptosis, followed by autophagy-dependent death, but it is only 

more recently that the different types of regulated death have been described and shown to be 

relevant in the context of neurodegenerative diseases.  

We have demonstrated that ferroptosis is pivotal in several models and situations of 

dopaminergic neuronal death related to Parkinson’s disease (PD).(207) Ferroptosis is a lethal 

pathway promoted by excessive lipid peroxidation. The involvement of iron in ferroptosis is 

essential for lipid peroxidation and regulation of iron import, export, or storage by ferritin 

modifies susceptibility to ferroptosis. Among the other important players in ferroptosis, anti-

oxidant enzymes and glutathione peroxidase 4 (GPX4) in particular, combat lipid peroxidation 

while acyl-CoA synthetase long-chain family member 4 (ACSL4) is an essential component 

for ferroptosis execution by shaping cellular lipid composition.(156)  

Rather than a specific pathway, it is the interplay between the different cell death 

effectors that appears to play a central role in cell fate. Autophagy has already been described 

as coinciding with apoptosis and recent data suggest that autophagy may also interact with the 

execution of ferroptosis.(165,281) In response to classical ferroptosis activators, an increased 

autophagy flux is observed in various cells.(281) In addition, certain types of selective 

autophagy (i.e., ferritinophagy, lipophagy) appear to promote ferroptosis due to increased lipid 

peroxidation.(281) The molecular and metabolic basis of autophagy-dependent ferroptosis 

remain largely unknown and we question whether autophagy could regulate membrane lipid 

composition and subsequent ferroptosis in neurons.  
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Lysosomal glucocerebrosidase is an enzyme involved in the hydrolysis of 

glucosylceramides into glucose and ceramide. Glycosphingolipids are relatively abundant 

components of neuronal membranes, particularly in lipid rafts. They also appear to be involved 

in several biological processes such as neuronal maturation, or endocytic and lysosomal 

pathways.(10,11,21,108) Lysosomal glucocerebrosidase has been studied extensively in 

Gaucher disease, a lysosomal storage disorder due to a loss-of-function mutation present in both 

alleles of the GBA gene encoding lysosomal glucocerebrosidase.(1–4) In addition, the presence 

of a mutation in one allele of GBA has been associated with a higher risk of developing PD.(61) 

A reduction in glucocerebrosidase activity has been observed in several brain regions, notably 

in the substantia nigra, in PD patients with a GBA mutation.(98) It was also shown that PD 

patients without a GBA mutation have a decrease in glucocerebrosidase enzyme activity, but to 

a lesser extent.(98) 

The current study investigated the effects of long-term inhibition of lysosomal 

glucocerebrosidase activity and its effect on cell survival against neurotoxins in a dopaminergic 

cell line (LUHMES). Our results show that long-term inhibition of lysosomal 

glucocerebrosidase using conduritol-beta-epoxide (CBE) promotes strong and specific 

protection against ferroptosis. This inhibition modifies lipid membrane composition and 

impairs the lysosomal pathway. Neuroprotection against ferroptosis could result directly from 

increased GPX4 stability. 

 

RESULTS 

Long-term impairment of lysosomal glucocerebrosidase activity can be modelled in a 

dopaminergic neuron model 

Pharmacological and genetic inhibition of lysosomal glucocerebrosidase were carried out to 

investigate the impact of lysosomal glucocerebrosidase deficiency on LUHMES cell 
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susceptibility to cell death. LUHMES cells were exposed for 1 day, 10 days, or 20 days to a 

specific inhibitor of lysosomal glucocerebrosidase activity, CBE (Figure 1A). The effective 

concentration of CBE determined after 24 h indicated that 10 µM induced total inhibition of 

glucocerebrosidase activity (Figure 1B). Total inhibition was also effective at 10 days and 20 

days (Figure 1C) without affecting glucocerebrosidase protein and mRNA levels (Figures 1D, 

E). Inhibition of lysosomal glucocerebrosidase activity did not affect cell viability (Figure 1G). 

An increase in monohexosylceramides and lactosylceramides, which are part of 

glycosphingolipids, was also observed in CBE-treated cells compared to controls at all time 

points (Figure 1F), showing CBE efficiency to inhibit glucocerebrosidase activity. The genetic 

approach used siRNA directed against GBA. A 40% reduction in GBA mRNA was obtained, 

associated with a 50% decrease in enzymatic activity (Figures 1H, I). Thus, different cellular 

models of short- or long-term lysosomal glucocerebrosidase deficiency were established to 

study their impact on the susceptibility of dopaminergic neurons to cell death.       

 

Long-term inhibition of lysosomal glucocerebrosidase activity changes cellular sensitivity 

to ferroptosis 

Apoptosis and autophagy are well described cell death processes in dopaminergic 

neurodegeneration. It has also been shown that dopaminergic neurons are sensitive to changes 

in mitochondrial integrity induced by MPP+ or rotenone, and more recently, to ferroptosis.(207) 

We studied the impact of lysosomal glucocerebrosidase deficiency on LUHMES cells treated 

with different cell death inducers. Short-term inhibition with CBE did not alter the sensitivity 

of LUHMES cells to the inducers used (Figure 2A). Long-term inhibition of 

glucocerebrosidase activity slightly reduced the sensitivity of LUHMES cells to staurosporine 

and rotenone, but no difference was observed with MPP+.  Cells treated with CBE for 20 days 

were protected against rapamycin (Figure 2B). Cells treated with CBE for 10 days were 
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strongly protected against RSL3-induced ferroptosis compared to controls and this 

neuroprotection effect was abolished in 20-day CBE cells. However, no difference was 

observed for erastin, another inducer of ferroptosis, suggesting a specific ferroptosis pathway 

(Figure 2B). Another pro-ferroptotic condition consisting of a combination of arachidonic acid 

(AA) and ferric chloride was also tested.(219) Similarly, 10-day CBE cells were protected 

against this co-treatment (Figure 2C) while no difference was observed with 20-day CBE cells 

compared to controls (Figure 2D).  

Lipid peroxidation is a hallmark of ferroptosis. Oxidative stress analysis was performed by 

measuring cytosolic, mitochondrial, or lipid ROS induced by H2O2, menadione, or RSL3, 

respectively. No difference in the production of cytosolic and mitochondrial ROS was observed. 

However, there was a significant reduction in RSL3-induced lipid peroxidation in 10-day CBE 

cells but not 20-day CBE cells (Figure 2E). Taken together, these results suggest that CBE-

induced specific, but transient, protection against ferroptosis in LUHMES cells.  

  

Long-term inhibition of lysosomal glucocerebrosidase activity changes the lipid 

composition of membranes 

ePL are phospholipids where the sn-1 tail group is bound to the glycerol backbone through an 

ether linkage (rather than an ester bond in diacyl phospholipids). There are two subclasses of 

ePL: alkyl-ether phospholipids and vinyl-ether phospholipids, depending on whether the ether-

linked carbohydrate chain is saturated or contains a double bond. ePL are more likely to contain 

polyunsaturated fatty acid (PUFA) than their diacyl counterparts.(223) Recently, studies have 

shown that ePL are implicated in ferroptosis susceptibility and their reduction can protect cells 

from ferroptosis.(230,231) Furthermore, reduced expression of ACSL4 in LUHMES cells, a 

pro-ferroptotic factor that participates in PUFA enrichment of membranes, downregulated ePL 

levels, suggesting that ACSL4 could modulate the synthesis of ePL.(232) Furthermore, ether-
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linked phosphatidylethanolamine (PE) phospholipids may be key executioners of ferroptosis as 

they are likely to contain PUFA and tend to localize on the inner leaflet of the plasma membrane 

where they are presumably exposed to oxidative conditions, while phosphatidylcholine species 

(PC) appear less sensitive to lipid peroxidation due to their localization in the outer leaflet of 

the plasma membrane.(223) Lipid profiling of PE molecular species in 10-day or 20-day CBE 

cells was performed to determine the ePL levels. A decrease in ePL in PE species was observed 

in 10-day CBE cells compared to controls (Figure 3A), while no difference was found for 20-

day CBE cells (Figure 3B). The ePL in PC species tended to increase in CBE-treated cells 

compared to controls, but this was not significant (Supplemental Figure 1A, B). These results 

reinforce the link between susceptibility and ePL in PE species to ferroptosis and suggest the 

involvement of the lysosomal pathway in modulating these lipids.  

 

10-day inhibition of lysosomal glucocerebrosidase modulates the expression of key players 

in ferroptosis 

Ferroptosis is regulated by several mechanisms mainly involving the metabolism of lipids and 

iron.(282) To better understand the neuroprotective effect of glucocerebrosidase inhibition 

against ferroptosis, the mRNA and protein expression of several players involved in this 

regulation were assessed. For lipid metabolism, we focused on GPX4, the antioxidant enzyme 

that detoxifies peroxidized lipids into their alcohol analog, and on ACSL4. For iron metabolism, 

we focused on ferritin, an iron storage protein, on the transferrin receptor involved in the import 

of iron into the cell, as well as heme oxygenase, an enzyme involved in the release of iron from 

heme.  

For all markers, mRNA levels did not change between CBE-treated cells and controls (Figure 

4A). There was a significant increase in GPX4 protein levels in 10-day CBE cells, but no 

difference was found in 20-day CBE cells compared to controls (Figure 4B). No difference 
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was also found in ACSL4 protein levels. Concerning iron metabolism, there was a significant 

increase in ferritin and heme oxygenase protein levels in 10-day CBE cells, whereas no 

difference was observed in 20-day CBE cells (Figure 4B). There was no difference in 

transferrin receptor protein expression (Figure 4B). Finally, we also measured the mRNA 

levels of transcription factor NRF2, involved in the regulation of many genes that regulate 

ferroptosis. Again, no difference was found in CBE-treated cells compared to controls (Figure 

4A). Taken together, these results indicate an increase in protein expression of several players 

involved in the regulation of ferroptosis in 10-day CBE cells, while no difference was found at 

the transcriptional level. It can be hypothesized that protein deregulation results from a defect 

in protein degradation by the lysosomal pathway. Moreover, the activity of GPX4 requires 

reduced GSH as a cofactor giving oxidized GSSG. When the GSH/GSSG ratio was measured 

in 10-day CBE cells, an increase in the ratio was observed meaning that the cofactor of GPX4 

was more readily available, allowing the enzyme to be active (Figure 4C). Menadione was 

used as a positive control to generate ROS and reduce the GSH/GSSG ratio (Figure 4C). In 

view of the results, showing a change in lipid composition and expression of several ferroptosis 

players in 10-day CBE cells, we focused on these conditions for subsequent experiments. 

 

Long-term inhibition of lysosomal glucocerebrosidase activity disrupts the autophagic 

flow 

Autophagy is a cellular mechanism involving the degradation of intracellular components by 

the lysosomal pathway. Microtubule-associated protein 1 light chain 3 (LC3) and p62/SQSTM1 

(i.e., sequestosome) are markers used to monitor autophagy. To determine whether the 

modulation of the proteins levels observed in 10-day CBE cells result from a disruption of the 

lysosomal pathway, these autophagic markers were measured. A significant increase in the 



171 
 

LC3-II/LC3-I ratio was observed while no difference was found in the p62 protein levels 

(Figure 5A and B).  

These increases in autophagy markers were correlated with an increase in the number 

of lysosomes observed in 10-day CBE cells (Figure 5C). To go further, the mRNA levels of 

TFEB, a transcription factor involved in the regulation of lysosome biogenesis, were also 

measured. No difference was found between 10-day CBE cells and controls. These results 

suggest that the observed protein level changes in CBE-treated cells were not due to an increase 

in lysosome synthesis but rather to an alteration in autophagic flux.  

To test this hypothesis, common inhibitors of autophagy flux were used such as BafA1 or HCQ, 

which inhibit the late stage of autophagy, and NH4Cl, responsible for the basification of 

lysosomes. A significant increase in the LC3-II/LC3-I ratio was observed for the NH4Cl 

condition (Figure 5E) and an increase in p62 protein levels for HCQ and NH4Cl conditions 

(Figure 5F). These results are consistent with impaired autophagic flux. To assess the impact 

of altered autophagic flux on ferroptosis sensitivity, cells were pre-treated with the inhibitors 

and then exposed to RSL3. Neuroprotection against RSL3 (Figure 5G) and a reduction in 

RSL3-induced lipid peroxidation was observed for all autophagy inhibitors (Figure 5I). This 

effect was specific to ferroptosis because cells pretreated with autophagy inhibitors were more 

sensitive to apoptosis (Figure 5H). Finally, a significant increase in GPX4 levels was observed 

for HCQ and NH4Cl compared to controls (Figure 5J). Collectively, these observations are 

consistent with the results obtained for the 10-day CBE condition and show that the lysosomal 

pathway is involved in the regulation of ferroptosis in LUHMES cells.  

 

Increased stability of GPX4 may prevent death by ferroptosis 

We next hypothesized that the neuroprotection observed against RSL3-induced ferroptosis in 

10-days CBE cells primarily results from an increase in GPX4 expression. To assess this 



172 
 

hypothesis, GPX4 silencing was induced to evaluate whether its deficiency was sufficient to 

sensitize CBE-treated LUHMES cells to ferroptosis. 

A 50% and 60% decrease in GPX4 was observed in untreated or 10-day CBE cells transfected 

with siGPX4, respectively, compared to cells transfected with siRNA control (Figure 6A). A 

decrease in GPX4 protein levels was also observed in cells transfected with siGPX4 (Figure 

6B). Finally, both untreated and CBE-treated cells transfected with siGPX4 exhibited complete 

mortality, suggesting that GPX4 stability is key in 10-day CBE induced neuroprotection against 

excessive lipid peroxidation (Figure 6C). 

 

DISCUSSION 

This study shows that 10-day inhibition of glucocerebrosidase activity in a dopaminergic cell 

line could modulate susceptibility to ferroptosis by modifying lipid composition and altering 

protein degradation of key players like GPX4 involved in the regulation of ferroptosis. 

However, this phenomenon is transient, suggesting that the cells have the capacity to return to 

a state of basal homeostasis, highlighting the complexity of cellular mechanisms.  

First identified as an original cell death pathway, an increasing number of studies 

indicate that ferroptosis may occur by sharing common effectors with other types of regulated 

cell death like autophagy(247,270) and lysosomal cell death.(271,283) Mutations in GBA 

inducing a loss of function of a lysosomal enzyme have been associated with a higher risk of 

developing PD. Thus, we studied the interaction between lysosomal storage disorder induced 

by glucocerebrosidase inhibition and ferroptosis in dopaminergic neurons. 

CBE is a well-known and effective inhibitor of lysosomal glucocerebrosidase.(265) 

Given that inhibition of a single lysosomal enzyme takes time to alter a system such as the 

lysosomal pathway, the inhibition of glucocerebrosidase for several days appeared more 

relevant in LUHMES cells. Our study shows that up to 20 days of treatment, CBE did not 
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impact LUHMES cell viability in basal conditions. CBE treatment inhibited lysosomal 

glucocerebrosidase activity without impacting its mRNA or protein levels and increased 

glycosphingolipid species. Thus, long-term impairment of glucocerebrosidase activity can be 

modelled in this dopaminergic neuron model. Long-term inhibition of glucocerebrosidase 

activity using CBE, for 14 or 29 days, has already been achieved in another dopaminergic 

neuronal model derived from human induced pluripotent stem cells.(267) 

LUHMES cells are sensitive to many toxins allowing the study of several cell death 

pathways. Short- or long-term glucocerebrosidase deficiency in LUHMES cells did not alter 

sensitivity to several cell death inducers. CBE cells were protected against rapamycin, probably 

due to disruption of lysosomal trafficking. More importantly, 10-day CBE cells were transiently 

and strongly protected against RSL3-induced ferroptosis while no protection against erastin 

was observed. Erastin and RSL3 promote the reduction of antioxidant activity by inhibiting the 

cystine-glutamate transmembrane antiporter causing cysteine and glutathione depletion or by 

directly inactivating GPX4, respectively. In the SOD1 transgenic mouse model of amyotrophic 

lateral sclerosis, a study showed that CBE preserves motor neurons.(268) 

To discard an artefactual interaction between CBE and RSL3, another pro-ferroptotic 

condition consisting of a combination of AA and ferric chloride was used. It has previously 

been demonstrated that by enriching the membrane with AA, LUHMES cells are more sensitive 

to GPX4-dependent lipid peroxidation.(219) 10-day CBE cells were protected against this co-

treatment while no difference was observed after 20 days. Oxidative stress analysis supported 

these results since a significant reduction in RSL3-induced lipid peroxidation was observed in 

10-day CBE cells.  

As glucocerebrosidase inhibition seemed to specifically affect lipid composition and 

peroxidation, we assessed the expression of the main players involved in the regulation of 

ferroptosis. A transient upregulation of GPX4, HMOX1, and FTH1 proteins levels was 
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observed in 10-day CBE cells but not 20-day CBE cells compared to controls. In contrast to 

these results, excessive activation of HMOX1 has been shown to enhance ferroptosis while 

pharmacological inhibition or silencing of HMOX1 confers resistance to 

ferroptosis.(204,208,273) However, HMOX1 may also act in a cytoprotective manner, probably 

depending on the level of activation. The protective effect of HMOX1 is attributed to its 

antioxidant activity whereas its toxic effect is due to increased generation of ferrous iron, which 

stimulates the Fenton reaction. Thus, over-regulation of HMOX1 could be cytotoxic, while 

moderate regulation could be cytoprotective.(210,274) Iron release and FTH1 degradation have 

already been shown to be regulated through ferritinophagy, a selective form of autophagy, 

which can release sufficient iron to trigger ferroptosis. In PC12 cells, FTH1 overexpression 

impairs ferritinophagy, suppressing ferroptosis-induced cell death.(249) Furthermore, 

inhibition of lysosomal activity or silencing of nuclear receptor coactivator 4 (a cargo receptor 

recruiting FTH1 to autophagosomes for lysosomal degradation) suppresses 

ferroptosis.(247,270,271) Interestingly, erastin but not RSL3 seems to promote ferritinophagy 

in HeLa cells.(272) Therefore, CBE could be more efficient against RSL3 since the mechanism 

of action of RSL3 appears to be independent of the ferritin degradation process. Although the 

direct inactivation of GPX4 by RSL3 is uncertain,(284) the role of GPX4 is central in 

scavenging lipid peroxidation. Subsequent to GBA inhibition, GPX4 is more abundant in the 

cells and its higher activity translated into an increased GSH/GSSG ratio. This is certainly one 

of the main effects of CBE that makes cells more resistant to RSL3-induced ferroptosis. As 

with FTH1, GPX4 regulation by autophagy is well documented.(275) For example, acid 

sphingomyelinase, a key enzyme in sphingolipid metabolism, mediates activation of autophagy 

and induces GPX4 degradation. Conversely, inhibition of this enzyme reduces GPX4 

degradation by autophagy.41  
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We then determined whether protein upregulation following GBA inhibition resulted 

from a defect in their degradation by the lysosomal pathway. In 10-day CBE cells, a disruption 

of the lysosomal pathway was measured by an increase in the LC3-II/LC3-I ratio, an increase 

in the number of lysosomes, and no difference in lysosome biogenesis. Impaired lysosomal 

activity was observed after long-term treatment with CBE in another dopaminergic neurons 

model. This lysosomal alteration was measured by increased levels of lysosomal associated 

membrane protein 1 and TFEB nuclear translocation as well as the number and size of 

lysosomes.29 A reduction in lysosome catalytic activity was also found in this model using 

radioactive glycosphingolipids.29 These results are consistent with our observations on 

lysosomal pathway impairment. To complete the demonstration that impaired autophagic flux 

may be responsible for resistance to ferroptosis, potent autophagic flux inhibitors were used. 

Short treatment was sufficient to perturb autophagic flux and protect against ferroptosis. It was 

noticeable that the inhibitor with the strongest effect on neuroprotection and lipid peroxidation, 

BafA1, seemed to have the least effect on GPX4 protein levels; a significant increase in GPX4 

protein was observed for the HCQ and NH4Cl conditions. Finally, GPX4 silencing restored 

RSL3-induced ferroptosis sensitivity in 10-day CBE cells showing that the neuroprotection 

observed could result directly from increased GPX4 expression.  

In recent years, the number of studies on ferroptosis has increased dramatically, 

revealing a surprising degree of complexity. Concerning the interaction between cell death 

pathways, it is a real challenge to define the threshold or checkpoints associated with pro-

survival and pro-death autophagy in ferroptosis. Loss of GBA function has been associated with 

a higher risk of developing PD, probably due to long-term consequences on glycosphingolipids 

and lysosomal activity. This study shows that transient inhibition of GBA activity could have a 

positive effect on lipid peroxidation. If sustained for a relatively short length of time, by altering 

the lysosomal pathway, an inhibitor like CBE modified lipid composition and increased GPX4 
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stability. Various small molecule compounds can affect GPX4 expression, mainly leading to its 

degradation.42 It is therefore important to better understand the different pathways leading to 

GPX4 degradation in order to develop specific GPX4 activators to protect neurons against 

excessive lipid peroxidation and subsequent ferroptosis.  

 

MATERIALS AND METHODS  

Pharmacological treatments 

The pharmacological compounds used for the different experiments are shown in Table 1. 

 

LUHMES cell culture 

The LUHMES cell line was donated by Marcel Leist’s team at the University of Konstanz, 

Germany. The LUHMES cells were maintained at 37°C in a humidified 95% air, 5% CO2 

atmosphere. Proliferative cells were cultured in Advanced DMEM/F12 (Gibco, Waltham, 

Massachusetts, USA) supplemented with L-glutamine (2 mM; Gibco), N2 (1X, Gibco), and 

recombinant human basic fibroblast growth factor (bFGF, 40 ng/ml; Miltenyi, Bergish 

Gladbach, Germany). For dopaminergic neuron differentiation, the proliferative medium was 

replaced by differentiation medium containing Advanced DMEM/F12 supplemented with 2 

mM L-glutamine, N2 (1X), 1 mM dibutyryl cyclic-AMP sodium salt (cAMP; Sigma-Aldrich), 

1 µg/ml tetracycline (Sigma Aldrich), and 2 ng/ml glial cell line-derived neurotrophic factor 

(GDNF; bio-techne, Minneapolis, Minnesota, USA). Two days later, the cells were harvested 

with 0.05% tryspin-EDTA and re-plated at a density of 4 x 104 cells/well in a 96-well plate, 2.5 

x 105 cells/well in a 24-well plate, and 1 x 106 cells/well in a 6-well plate. Cells were left to 

fully differentiate for another 3 days, until day 5. The flasks or plates were coated with a solution 

containing 50 µg/ml polo-L-ornithine (Sigma-Aldrich) and 1 µg/ml fibronectin (Sigma-
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Aldrich) diluted in sterile water for 24 h at 37°C. The flasks or plates were rinsed twice with 

sterile water and stored at 4°C until use. 

 

siRNA transfection 

siRNA was used to inhibit GPX4 or GBA mRNA expression. For the transfection, a first 

solution containing lipofectamine (LipofectamineTM RNAiMAX Transfection Reagent; 

ThermoFisher Scientific, Waltham, Massachusetts, USA), and a second solution containing 

Opti-MEMTM Reduced Serum Medium (ThermoFisher Scientific) and siGPX4 (sc-44465, 

SantaCruz), siScramble (Control siRNA-A, sc-37007; Santa Cruz, Dallas, Texas), or siGBA 

(L-006366-00-0005; Dharmacon, Horizon, Lafayette, Colorado, USA) and siControl (D-

001810-10, Dharmacon, Horizon) were prepared separately. After 5 min incubation, the two 

solutions were mixed at an equal volume, incubated for 15 min and added to the plates: 10 µl, 

100 µl, and 300 µl for 96-well, 24-well, and 6-well plates, respectively. Medium containing the 

cells was added to a total volume of 100 µl, 1 ml, and 2 ml for 96-well, 24-well, and 6-well 

plates, respectively. The final concentration was 30 nM for siGPX4 and 20 nM for siGBA. Pre-

differentiated cells at day 2 were seeded directly into the mix and differentiation continued for 

a further 3 days to allow experiments on differentiated LUHMES cells at day 5. 

 

Real-time PCR 

Total RNA was extracted according to the manufacturer’s instructions (RNAeasy mini kit; 

Qiagen, Hilden, Germany). The quantity of RNA was measured by Nanodrop (ThermoFisher). 

A DNase step was performed on 2 µg of RNA (Kit Roche). Reverse transcription was 

performed using Superscript III reverse transcriptase enzyme and random primers 

(ThermoFisher). Finally, real-time PCR was carried out with a Lightcycler FastStart DNA 

Master SYBR Green I kit (Roche). The primers are listed in Supplemental Table 1. The 



178 
 

housekeeping gene control was TATA-binding protein (TBP). Threshold cycles were assessed 

for genes and expression levels were reported versus TBP. 

 

Western-blotting 

For protein extraction, cells were rinsed with PBS, harvested with 0.05% trypsin-EDTA and 

centrifuged at 300 g and 4°C for 5 min. The pellet was lysed in RIPA buffer containing 1% 

proteases and phosphatase inhibitors. Lysis was completed by a 20 s sonication step with pulses 

of 1 s every 0.5 s at 20% amplitude. The lysates were centrifuged at 10 000 rpm for 10 min at 

4°C to remove cell debris. Proteins were quantified using the BCA protein assay kit 

(ThermoFisher Scientific). The lysates were mixed with RIPA and 4X loading buffer to obtain 

a protein concentration of 1 µg/µl and samples were denatured by heating at 95°C for 5 min. 

Samples were loaded onto 4–20% Tris-glycine gels (BIO-RAD, Hercules, California, USA). 

Transfer to nitrocellulose membranes was performed with a Power Blotter Station (Invitrogen) 

for 8 min at 2.5 mA. Membranes were blocked in 5% non-fat dry milk or bovine serum albumin 

lyophilized powder in TBS-Tween 20 0,1% (TBS-T). The membranes were then incubated with 

the primary antibody overnight at 4°C (antibodies are listed in Supplemental Table 2). After 

3 x 5 min of washing with TBS-T and 3 x 5 min with TBS, membranes were incubated for 1 h 

at room temperature (RT) with secondary antibodies conjugated to horseradish peroxidase and 

detected by enhanced chemiluminescence with Amersham ECL detection reagents. 

Chemiluminescence signals were visualized with Amersham ImageQuantTM 800 (GE 

Healthcare Life, Milwaukee, Wisconsin, USA) and quantification of the signals was performed 

using ImageQuantTM TL analysis software with protein quantification normalized to β-actin 

signals. Western-blot images have been added as Figures 2 to 7 as Supplementary Data. 

 

Enzymatic activity of lysosomal glucocerebrosidase 
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Enzyme activity was determined according to the protocol published by Trapero et al.15 Briefly, 

the cells were rinsed once with warmed PBS. The cells were then lysed in a vol/vol mixture of 

acetate buffer (200 mM, pH 4) and Hank’s balanced salt solution (Sigma-Aldrich) for 30 min 

at 37°C. An equal volume of 4-methylumbelliferone (5 mM in acetate buffer), in the presence 

or not of 100 µM CBE (Millipore) was then added and incubated for 1 h at 37°C. The reaction 

was stopped with an equal volume of glycine buffer (100 mM, pH 10.6). After mixing, a volume 

of each sample was transferred to a black plate for the measurement of fluorescence with a 

Mithras LB940 plate reader (Berthold), excitation 365 nm and emission 455 nm.  

 

Cell viability assay 

At day 5 of differentiation, the LUHMES cells were treated with the different cell death 

inducers and cell viability was assessed 24- or 48-h post-treatment. The cells were incubated 

with 100 µg/ml resazurin sodium salt (Sigma-Aldrich) for 1 h 45 min at 37°C. After incubation, 

fluorescence was measured at an excitation/emission wavelength of 540/600 nm using a 

Mithras LB940 plate reader (Berthold). Viability of the treated cells was reported as a 

percentage relative to untreated control cells. 

 

Flow cytometry 

At day 5 of differentiation, the LUHMES cells were treated with oxidative stress inducers. The 

supernatant and cells were collected after tryspinization and centrifuged at 300 g and 4°C for 5 

min. After elimination of the supernatant, the pellets were resuspended with the fluorescent 

probes diluted in PBS and incubated for 15 min at 37°C. The final concentrations used for the 

probes were: CM-H2DCFDA (50 nM), C-11-BODIPY 581/591 (1 µM), and MitoSOX (1 µM) 

(all purchased from ThermoFisher). These were used to determine intracellular reactive oxygen 

species (ROS), lipid peroxidation, and mitochondrial ROS, respectively. A total of 15 000 cells 
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was acquired using cytoFLEX (Beckman Coulter, California, USA) and quantification was 

performed with Kaluza Analysis software (Beckman). Flow cytometry histograms gated have 

been added as an overlay in Figures 8 to 11 as Supplementary Data. 

 

Lysosome imaging 

On day 2, cells were seeded in a µ-slide 8-well (80826, ibidi) at a density of 125 000 cells/well 

in a volume of 300 µl until day 5 of differentiation. A total of 150 µl was removed and replaced 

with medium containing Lysotracker Deep Red (lysosome staining; 50 nM) and Hoescht 

(nucleus staining; 15 µg/ml), and the cells were incubated for 30 min at 37°C. Cells were rinsed 

twice by removing 150 µl of medium and adding 150 µl of heated PBS, and once by removing 

all medium and replacing with 300 µl of PBS. Live cell images of lysosomes were captured 

using a confocal microscope (Zeiss LSM 710; Airyscan, Oberkochen, Germany) equipped with 

a 63X oil immersion objective. The number of lysosomes was counted manually. 

 

Glutathione assay 

Detection and quantification of reduced glutathione (GSH) and oxidized glutathione (GSSG) 

were carried out using a luminometric kit (GSH/GSSG-Glo assay) following the manufacturer’s 

instructions (Promega, Madison, Wisconsin, USA). Briefly, after treatment, the medium was 

removed from the cells. The cells were lysed with 50 µl of total glutathione or oxidized 

glutathione reagent and shaken for 5 min at RT. Luciferin generation reagent (50 µl) was added 

to the wells and incubated for 30 min at RT. Luciferin detection reagent (100 µl) was then added 

and incubated for 15 min at RT. Finally, 150 µl per well was transferred to a plate for 

luminescence measurement using a microplate reader (Tecan Spark 10M, Männedorf, Zurich, 

Switzerland). The ratio of glutathione content was calculated by using the relative light units 
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recorded by the microplate reader. GSH and GSSG levels were calculated according the 

manufacturer’s guidelines and are represented as the GSH/GSSG ratio.  

 

Lipid extraction 

Lipids were extracted from the cells according to the method of Folch et al.16 Briefly, 3 x 106 

cells were homogenized with 2 ml of NaCl solution in water (0.73%). Lipids were extracted 

with 10 ml of CHCl3/CH3OH (2:1, v/v), and vortexed for 1 min. The mixture was centrifuged 

at 3000 rpm for 3 min. The upper phase was discarded and the lower phase collected through a 

protein interface using a Pasteur pipette. After evaporation, the lipid extract (lower phase) was 

re-dissolved in 200 ml of CHCl3/CH3OH (2:1, v/v) and stored under nitrogen at -20°C until 

further analysis. 

 

Analysis of phospholipid molecular species 

A total of 10 µl of internal standards mixture containing 320 µg/ml PC (14:0/14:0) and 160 

µg/ml PE (14:0/14:0) were added to 200 µl lipid extract. The process of identification and 

quantification of phospholipids was performed using a Thermo UltiMateTM 3000 coupled to an 

Orbitrap Fusion Tribrid mass spectrometer equipped with an EASY-MAX NG ion source (H-

ESI; Thermo Scientific). Separation of phospholipid classes was achieved under HILIC 

conditions using a Kinetex Hilic 100 x 2.1 mm, 1.7 µm column (Phenomenex, Torrance, 

California, USA), with a flow of 0.5 ml/min. The mobile phase consisted of: (i) CH3CN/H2O 

(96/4, v/v) containing 10 mM ammonium acetate; and (ii) CH3CN/H2O (50/50, v/v) containing 

10 mM ammonium acetate. The injection volume was 10 µl and the column was maintained at 

50°C. Phospholipids were detected by high resolution mass spectrometry, and H-ESI source 

parameters were optimized and set as follows: ion transfer tube temperature 285°C, vaporizer 

temperature 370°C, sheath gas flow rate 35 au, sweep gas 1 au, and auxiliary gas flow rate 25 



182 
 

au. Positive and negative ions were monitored alternatively by switching polarity with a static 

spray voltage at 3500 V and 2800 V in positive and negative, respectively. Mass spectra (MS) 

in full scan mode were obtained using an Orbitrap mass analyzer with the normal mass range 

and a target resolution of 240 000 (FWHM at m/z 200), on a mass range to charge ratio m/z 

from 200–1600 using a Quadrupole isolation on a normal mass range. All MS data were 

recorded using a maximum injection time of 100 ms, automated gain AGC target (%) at 112.5, 

RF lens (%) at 50 and one microscan. An intensity threshold filter of 1 x 103 counts was applied. 

For MS/MS analysis, the data-dependent mode was used for the characterization of 

phospholipid species. Precursor isolation was performed in the Quadrupole analyzer with an 

isolation width of m/z 1.6. Higher-energy collisional dissociation was employed for the 

fragmentation of phospholipids with optimized stepped collision energy of 27%. The linear ion 

trap was used to acquire spectra for fragment ions in data-dependent mode. The AGC target 

was set to 2 x 104 with a maximum injection time of 50 ms. All MS and MS/MS data were 

acquired in the profile mode. Orbitrap fusion was controlled by Xcalibur 4.1 software. Data for 

high accuracy and the information collected from fragmentation spectra, with the help of 

LipidSearch software (Thermo) and the LIPID MAPS database, were used for phospholipid 

identification. 

 

Statistical analysis 

Quantitative data are shown as the mean ± standard error of the mean. The number of biological 

replicates for each experiment is indicated in the figure legends. Depending on the type of 

analyses, significant differences were evaluated using the Mann-Whitney test, one-way, or two-

way ANOVA with Bonferroni’s multiple comparisons test, and were considered significant at 

p<0.05. All statistical analysis were performed using Prism 9 GraphPad software.  
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Figure 15. Characterization of lysosomal glucocerebrosidase deficiency models in 

dopaminergic neurons. (A-G) Timelines of pharmacological inhibition of lysosomal 

glucocerebrosidase activity. (A) Schema of experimental design of short- and long-term 

inhibition of lysosomal glucocerebrosidase activity. (B) Measurement of lysosomal 

glucocerebrosidase activity with a range of concentrations of conduritol-beta-epoxide (CBE) 

for 24 h.  (C) Measurement of lysosomal glucocerebrosidase activity after treatment with 10 

µM CBE for 1 day, 10 days, and 20 days vs. controls. (D) Protein and (E) mRNA expression 

of glucocerebrosidase after long-term inhibition vs. controls. (F) Heatmaps and volcano plots 

comparing the expression of monohexosylceramides (HexCer) or lactosylceramides (LacCer) 

in CBE cells treated for 1 day, 10 days, or 20 days vs. controls. For the heatmaps, 

glycosphingolipids were ranked from the most expressed to the least expressed, and subdivided 

into three classes representing the percentage expression (between 10–20%, between 2–10%, 

or <2%). For the volcano plots, HexCer are represented in green and LacCer in orange. (G) Cell 

viability after treatment with 10 µM CBE for 1 day, 10 days, and 20 days vs. controls. (H) 

Timeline of genetic inhibition of lysosomal glucocerebrosidase. (I) Glucocerebrosidase mRNA 

expression of siGBA vs. siControl. (J) Measurement of lysosomal glucocerebrosidase activity 

in the siGBA condition vs. the siControl condition. All experiments were carried out in triplicate 

and the results are expressed as the mean ± standard error of the mean. **p<0.01; ***p<0.001; 

****p<0.0001. 
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Figure 6. Long-term inhibition of lysosomal glucocerebrosidase activity changes the 

sensitivity to ferroptosis. (A, B) Cell viability of short-term (A) and long-term (B) 

glucocerebrosidase deficiency models treated with a range of concentrations of various cell 

stimuli to induce cell death, induced by mitochondrial alterations (red box), apoptosis (yellow 

box), autophagy (blue box), and ferroptosis (green box). (C, D) Cell viability after co-treatment 

with arachidonic acid and FeCl3 in untreated cells or CBE-treated cells for 10 days (C) or 20 

days (D). (E) Assessment of cytosolic, mitochondrial, and lipidic reactive oxygen species 

(ROS) after treatment with 10 µM CBE for 1 day, 10 days, or 20 days. All experiments were 

performed in triplicate and the results are expressed as the mean ± standard error of the mean. 

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. 
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Figure 37. Sensitivity to ferroptosis is mediated by ether-linked 

phosphatidylethanolamines (PE). Volcano plots of the changes in expression to PE, with ePL 

colored in red for 10-day (A) or 20-day conduritol-beta-epoxide-treated cells (B) vs. controls 

(four replicates were used per condition).  
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Figure 4. Long-term inhibition of lysosomal glucocerebrosidase changes the expression of 

key players in ferroptosis. (A) mRNA levels of GPX4, ACSL4, FTH1, HMOX1, and NRF2 

in conduritol-beta-epoxide (CBE)-treated cells vs. controls. (B) Protein levels of GPX4, 

ACSL4, FTH1, HMOX1, and TfR1 in CBE-treated cells vs. controls. (C) GSH/GSSG ratio of 

CBE-treated cells vs. controls. All experiments were carried out in triplicate and the results are 

expressed as the mean ± standard error of the mean. **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. 

 

Figure 5. Long-term inhibition of lysosomal glucocerebrosidase transiently alters the 

autophagic flow. (A, B) Analysis of LC3b (A) and p62 (B) protein levels in cells treated with 

CBE for 10 days vs. controls. (C) Representative images and lysosomal quantification. (D) 

TFEB mRNA expression in cells treated with CBE for 10 days vs. controls. (E, F) Western blot 

analysis of LC3b (E) and p62 (F) proteins levels in cells treated with autophagy inhibitors for 
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7 h vs. controls. (G, H) Cell viability relative to RLS3 (G) or staurosporine (H) after treatment 

with autophagy inhibitors for 1 h in untreated cells. (I) Quantification of RSL3-initiated lipid 

reactive oxygen species after treatment with autophagy inhibitors for 1 h. (J) Western analysis 

of GPX4 proteins levels in cell treated with autophagy inhibitors for 7h. All experiments were 

performed in triplicate and the results are expressed as the mean ± standard error of the mean. 

*p<0.05; **p<0.01; ***p<0.001; ****p<0.0001. 

 

Figure 6. Increased stability of GPX4 may protect dopaminergic neurons from 

ferroptosis. (A) GPX4 mRNA expression and (B) protein levels after transfection with siGPX4 

vs. siControl in CBE-treated or control cells. (C) Cell viability of CBE-treated or control cells 

transfected with siGPX4 or siControl after treatment with 10 nM RSL3 for 24 h. All 

experiments were performed in triplicate and the results are expressed as the mean ± standard 

error of the mean. **p<0.01; ****p<0.0001. 

 

Supplemental Figure 1. Sensitivity to ferroptosis is not mediated by ether-linked 

phosphatidylcholines.  
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Volcano plots of the changes in expression of PC species, with ePL colored in red for 10-day 

(A) or 20-day (B) CBE-treated cells vs. controls (four replicates were carried out per condition).  


