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Résumé 
 

Les systèmes neuromodulateurs jouent un rôle essentiel dans la mise en place et dans 

la régulation des réseaux moteurs spinaux afin d’adapter finement le rythme et le patron 

locomoteur aux contraintes internes et externes de l’organisme. Il a été montré que des 

altérations du fonctionnement de ces systèmes étaient impliquées dans de nombreuses 

pathologies neurologiques. La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie 

neurodégénérative caractérisée par la perte des neurones moteurs corticaux et spinaux. Bien 

que les symptômes de la SLA n’apparaissent qu’à l’âge adulte, de plus en plus d’éléments 

amènent à penser que des modifications précoces des réseaux locomoteurs spinaux ont lieu 

dès les stades précoces du développement chez un modèle animal de la SLA, la souris SOD1. 

C’est dans ce cadre général que nous avons émis l’hypothèse que des altérations précoces des 

systèmes neuromodulateurs pourraient intervenir dans la physiopathologie de la SLA. Dans 

un premier temps, nous avons comparé la modulation monoaminergique des réseaux moteurs 

spinaux en réalisant des enregistrements extracellulaires de l’activité locomotrice générée par 

la préparation de moelle épinière isolée chez la souris nouveau-née sauvage et SOD1. Nous 

nous sommes ensuite attachés en combinant des enregistrements électrophysiologiques extra- 

et intracellulaires avec des techniques d’immunohistochimie et de biologie cellulaire à décrire 

la mise en place et l’évolution avec l’âge des synapses cholinergiques reçues par les 

motoneurones en provenance d’interneurones de la lamina X : les boutons en C. Enfin, nous 

avons initié une approche (1) comportementale sur le long terme de l’activité motrice des 

souris SOD1 et (2) des capacités plastiques des synapses glutamatergiques reçues par les 

motoneurones en culture. L’ensemble de ces travaux, nous a permis de mettre en évidence des 

altérations précoces et évolutives des principaux systèmes neuromodulateurs spinaux: 

cholinergique, dopaminergique et noradrénergique chez les animaux SOD1. Nos résultats 

montrent pour la première fois (1) qu’une dynamique complexe des récepteurs M2 sous les 

boutons en C existe et que celle-ci est perturbée chez les souris SOD1 et (2) que les 

motoneurones ne sont pas les seuls neurones à dégénérer dans la moelle de ces animaux mais 

que les neurones cholinergiques de la lamina X situés dans les segments lombaires L2 sont 

aussi la cible de processus neurodégénératifs. 

 

Mots clés : SLA, neuromodulation, moelle épinière, souris transgéniques, réseaux 

locomoteurs 
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Abstract 
 

 Neuromodulatory systems play a crucial role in the establishment and regulation of 

spinal motor networks to finely adjust the locomotor rhythm and pattern to the internal and 

external constraints. It is now well admitted that alterations in neuromodulatory functions are 

involved in diverse neurologic disorders. Amyotrophic lateral sclerosis is a neurodegenerative 

disease characterized by the specific loss of cortical and spinal motor neurons. A growing 

body of evidence now suggests that although ALS syndromes occur in adulthood, alterations 

can be detected as early as at the embryonic stages in the spinal cord of the rodent model of 

ALS, the SOD1 mouse. In this context, we hypothesized that early alterations in the spinal 

neuromodulatory systems may be involved in the pathophysiology of ALS. To answer this 

question, in a first step, we compared the monoaminergic modulation of spinal network by 

recording extracellularly the fictive locomotion produced in the in vitro spinal cord 

preparation form newborn wild-type and SOD1 mice. By combining extra- intracellular 

recordings with immunohistochemical and cellular biology technics, we aimed, in a second 

step, to investigate the cholinergic synapses arising onto motoneurons and their neuronal 

source, the lamina X interneurons as a function of the mouse age. Finally, we initiated (1) an 

innovative behavioural study of mouse motor habits and (2) an analysis of the synaptic 

plasticity of glutamatergic synapses imping on motoneurons in culture. Altogether, our data 

demonstrated early and progressive changes of the major spinal neuromodulatory systems: 

cholinergic, dopaminergic and noradrenergic. Our data show for the first time that: (1) M2 

receptors undergo a complex dynamic under C-bouton that is completely disturbed in SOD1 

motoneurons and (2) motoneurons are not the only cellular subtype to degenerate in SOD1 

mice. Indeed, we found evidence that neurodegenerative processes also target lamina X 

cholinergic interneurons in the SOD1 spinal cord. 

 

Keywords : SLA, neuromodulation, spinal cord, transgenic mice, locomotor networks 
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Problématique et présentation du mémoire 
 
 La sclérose latérale amyotrophique, maladie affectant les neurones moteurs et 

conduisant à une atrophie musculaire et motrice sévère, occupe le 3ème rang des pathologies 

neurodégénératives diagnostiquées de par le monde. Pourtant, malgré les progrès permanents 

à la fois dans la prise en charge et le diagnostic des patients, les mécanismes conduisant à la 

dégénérescence des neurones moteurs restent aujourd’hui encore mal connus. Le 

développement de modèles animaux tels que la souris mutante SOD1, basés sur des mutations 

génétiques observées chez les cas familiaux de SLA, a permis de mettre en évidence des 

modifications physiologiques précoces conduisant à une dégénérescence des motoneurones 

bien avant que les symptômes moteurs n’apparaissent. Ces désordres cellulaires affectent le 

fonctionnement des réseaux moteurs spinaux jusqu’à induire les déficits moteurs assignés à la 

SLA. Les réseaux neuronaux composant la moelle épinière ont fait l’objet de nombreuses 

études visant à décrire leur organisation et leur fonctionnement, de la réception d’un signal 

d’initiation de la locomotion en provenance des centres supraspinaux, jusqu’à l’élaboration 

d’un patron locomoteur rythmique, robuste et adapté par des réseaux de neurones appelés 

générateurs de rythme. Les cellules composant ces réseaux communiquent entre elles et sont 

sous le contrôle permanent de systèmes neuromodulateurs en provenance des cellules qui les 

entourent, des muscles qu’elles activent, ou bien de structures nerveuses impliquées dans le 

contrôle de la motricité. Un désordre affectant l’un de ces systèmes modulateurs induit alors 

inéluctablement des altérations plus ou moins sévères des réseaux moteurs, et donc de la 

fonction locomotrice qu’ils sous-tendent, comme c’est le cas dans certaines pathologies 

neurologiques. 

 Cette étude se place dans le cadre de l’étude des mécanismes neurodégénératifs et des 

modifications physiologiques affectant les réseaux moteurs spinaux avant même que les 

premiers symptômes moteurs de la SLA ne soient détectables. Nous avons utilisé le modèle 

murin SOD1 afin d’établir un état des lieux des systèmes neuromodulateurs impliqués dans la 

régulation de la locomotion et dans la transmission de l’information motrice des neurones aux 

fibres musculaires. Afin de compléter les connaissances actuelles des mécanismes mis en jeu 

dans la dégénérescence neuronale, et dans sa progression nous avons réalisé une étude 

longitudinale, tout au long de la vie des animaux mutants : de la naissance jusqu’à l’apparition 

des symptômes. Enfin, cette étude s’intéresse non seulement aux motoneurones spinaux, 
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cellules ciblées par la dégénérescence dans la SLA, mais aussi à l’état physiologique des 

neurones à l’origine des contacts synaptiques modulant leur activité. 

 Dans ce contexte physiopathologique, mes travaux de recherche ont été orientés vers 

l'étude de l'état physiologique des neurones et des systèmes neuromodulateurs spinaux dans la 

SLA, avant que ses symptômes moteurs ne soient détectables. Mon travail au cours de ces 

trois années de doctorat, a été subdivisé en plusieurs parties, qui seront chacune présentée 

indépendamment dans ce manuscrit et articulées autour d'une introduction et d'une discussion 

générale communes. 

 La première partie, sous la forme d'une introduction générale, permettra de poser les 

bases de cette étude et de définir l'état actuel de la recherche et des connaissances. Ainsi, nous 

détaillerons dans un premier temps l'organisation des structures à l'origine de la genèse des 

mouvements locomoteurs : de l'échelle de l'organisme à l'échelle cellulaire, en nous attachant 

particulièrement aux réseaux neuronaux de la moelle épinière à l'origine de la création d'un 

patron et d'un rythme locomoteur adapté. Nous aborderons également les systèmes 

neuromodulateurs essentiels à la bonne mise en place et à la communication au sein de ces 

réseaux spinaux. L'importance de ces systèmes au sein des réseaux moteurs est telle que leur 

implication dans certaines pathologies neurologiques est aujourd'hui clairement démontrée. 

Cette conclusion nous amènera dans un second temps à introduire la SLA, maladie 

neurodégénérative affectant les neurones des réseaux locomoteurs. Nous développerons dans 

un premier temps l'aspect clinique de la maladie, puis nous définirons ses caractéristiques 

génétiques, cellulaires et électrophysiologiques chez l'homme mais aussi chez les différents 

modèles animaux de la SLA. Enfin, nous aborderons les mécanismes qui, seuls ou associés de 

manière complexe, sont présagés comme étant à l'origine de la dégénérescence des neurones 

moteurs. La dernière partie de l'introduction générale sera consacrée à la présentation des 

objectifs de ce travail doctoral. 

 À la fin de l'introduction, une partie sera dédiée à la présentation du modèle animal 

utilisé tout au long de ce travail. Nous présenterons donc les procédures relatives au maintien 

de la lignée de souris et au génotypage. 

 La seconde partie de ce manuscrit présentera les résultats obtenus au cours de ces 

travaux de doctorat. Les données seront organisées en chapitres indépendants qui seront tour à 

tour introduits, présentés et discutés, reflétant ainsi les articles scientifiques qui ont été ou 

seront publiés à partir de ces travaux. Nous présenterons également les matériels et méthodes 

utilisés pour chacun de ces chapitres. 
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 Enfin, la dernière partie sera consacrée à la discussion générale et aux principales 

perspectives émergentes des travaux de mon doctorat. Ces parties seront suivies des annexes 

contenant les articles publiés ou en cours de publication. 
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I. La locomotion et l'organisation des réseaux spinaux 
 
 La locomotion correspond à la faculté de se mouvoir dans son environnement. Cette 

fonction est essentielle pour la plupart des organismes vivants, que ce soit pour la préservation 

de leur espèce à des fins de reproduction, ou pour la survie de chaque individu afin de se 

nourrir ou de fuir un prédateur. L'extrême diversité entre les êtres vivants et les milieux qu'ils 

occupent nécessite une adaptation de leur capacité locomotrice aux contraintes 

environnementales. Au cours de l'évolution des activités locomotrices aussi diverses que la 

nage, la marche, la course, le vol, la propulsion ou la reptation se sont ainsi développées. 

Malgré cette diversité, la fonction locomotrice obéit à des constantes largement partagées au 

sein du règne animal. En effet, la locomotion peut être considérée comme un acte volontaire 

de part son initiation, le mode, la trajectoire et la vitesse choisis, mais la réalisation et la 

construction du patron locomoteur quant à eux, reposent sur l'activité inconsciente de réseaux 

neuronaux. L'organisation et le rôle des organes effecteurs de la fonction locomotrice sont, de 

plus, largement conservés au sein des différents groupes phylogénétiques constituant le règne 

animal. Ainsi, chez les vertébrés, trois systèmes étroitement associés participent à la genèse 

de la locomotion : 1) le squelette, élément résistant et articulé caractéristique des vertébrés qui 

permet de soutenir, de transmettre et de multiplier les forces qui lui sont appliquées; 2) les 

muscles, qui, lorsqu'ils sont contractés, permettent d'appliquer les forces nécessaires à la 

mobilisation du squelette; 3) le système nerveux, qui initie, coordonne, contrôle et maintien la 

contraction musculaire. 

 Ce chapitre d'introduction va permettre de définir les caractéristiques de la fonction 

locomotrice, mais aussi les acteurs qui permettent sa genèse, son maintien et son adaptation. 

Pour cela, nous détaillerons dans un premier temps les mouvements cycliques qui 

caractérisent la locomotion, puis nous nous intéresserons à l'organisation des structures 

nerveuses et des réseaux neuronaux impliqués dans la genèse du patron locomoteur. 

 

1. Caractérisation de la locomotion 
a. Description du cycle locomoteur 

 La locomotion, à l'état naturel, pour être efficace et précise requiert une coordination 

très étroite entre les différents membres de l'animal et fait intervenir un nombre important de 

muscles synergistes et antagonistes qui alternent leurs actions de façon complexe. Cependant, 



 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 1 Les différentes allures du cycle locomoteur chez le chat. A. Le chat est utilisé en 
tant que modèle expérimental et placé sur un tapis roulant afin d'observer et d'enregistrer les 
mouvements effectués au niveau de chaque articulation. B. Les variations d'angle des 
articulations de la hanche, du genou et de la cheville peuvent ainsi être mesurées au cours 
d'une phase d'appui et d'une phase de transfert, lors d'un épisode locomoteur. C. La moyenne 
des variations angulaires observées sur les différentes articulations du membre postérieur lors 
de 10 cycles locomoteurs permet de rendre compte de la reproductibilité et de la robustesse 
des mouvements locomoteurs. Les différentes phases du cycle locomoteur sont représentées 
par des couleurs: en rose et violet la phase de transfert (respectivement composée de F et E) et 
en vert et bleu la phase d'appui (E2 et E3). 
(Figure modifiée d'après Rossignol et al., 2004). 
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afin de bien comprendre les différentes phases qui composent le mouvement, nous allons 

décrire ici de manière simplifiée le cycle locomoteur qui intervient lors du mouvement d'un 

membre donné. Ces données devant être considérées comme une partie du mouvement 

locomoteur, et amenant à être intégrées à l'échelle de l'organisme dans un schéma moteur 

beaucoup plus complexe et mettant en jeu de nombreux acteurs (musculaires et articulaires). 

 Les nombreuses études portant sur la fonction locomotrice, notamment sur les modèles 

animaux, ont permis de montrer que les principales caractéristiques du cycle locomoteur sont 

communes à l'ensemble des espèces. La locomotion est caractérisée par une succession de 

cycles de flexion et d'extension des membres permettant une alternance entre les phases 

d'appui et de transfert, assurant ainsi la propulsion de l'animal. L'alternance entre ces 

différents mouvements caractérisant la locomotion a notamment été décrite chez le chat, 

modèle animal de référence pour l'étude de la motricité, comme présenté sur la figure 1 

(Philippson, 1905; Rossignol et al., 2004). 

 

 La phase de transfert, appelée "swing phase" en anglais, correspond à la réalisation 

d'un pas. Elle est caractérisée par le fait que le membre est en mouvement en l'air : elle débute 

lorsque celui-ci quitte le sol et se termine quand il reprend appui sur le sol (Figure 1). Cette 

phase de transfert est subdivisée en deux périodes successives nommées F (pour Flexion) et E 

(pour Extension), au cours desquelles on observe respectivement une flexion de toutes les 

articulations, suivie par une extension du genou et de la cheville jusqu'au contact du membre 

avec le sol. 

 La phase suivante est la phase d'appui, ou "stance phase", au cours de laquelle, comme 

son nom l'indique, le membre est posé au sol (Figure 1). Cette phase ne correspond pas pour 

autant à un repos du membre concerné puisqu'elle met en jeu différents muscles extenseurs 

antigravitaires. Tout comme la phase de transfert, la phase d'appui est constituée de deux 

périodes successives E2 et E3 (pour Extension 2 et 3). Au cours de la phase E2 le membre 

posé au sol supporte tout ou partie du poids du corps, puis une rapide extension de toutes les 

articulations afin de propulser le corps vers l'avant est exercée et caractérise la phase E3. 

 

b. Allures locomotrices et coordinations 

 Afin d'assurer l'efficacité du déplacement, une coordination entre les différents 

membres de l'animal est nécessaire. En fonction de la vitesse du déplacement cette 

coordination va s'adapter afin d'optimiser le déplacement et de permettre à l'animal d'adopter 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 2 Exemple d'allures locomotrices chez le cheval: marche, trot, galop. 
Le temps durant lequel chaque membre est en appui sur le sol est représenté par un trait noir. 
Ant d: membre antérieur droit; Ant g: membre antérieur gauche; Post d: membre postérieur 
droit; Post g: membre postérieur gauche. 
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différentes allures. Une allure locomotrice se définit par la séquence des différents temps 

d'appui sur le sol de chaque membre de l'animal (Abourachid, 2003). 

 Différentes allures locomotrices ont ainsi pu être déterminées en fonction du patron 

d'alternance des différents membres : la marche, le trot et le galop sont les exemples les plus 

connus (Figure 2). Lors d'un épisode de marche chez un quadrupède par exemple, il y a une 

alternance stricte entre les membres d'une même ceinture (avant ou arrière) tandis que ceux 

situés en diagonale présentent un déphasage de 25% du cycle. Ce patron d'alternance est 

modifié selon si l'animal passe à une allure de trot ou de galop (Miller et al., 1975). Le 

passage de l'une à l'autre de ces allures permet à l'animal de modifier sa vitesse de 

déplacement, celle-ci pouvant tout de même varier dans une certaine gamme sans que l'allure 

ne soit modifiée, simplement en jouant sur la longueur des pas ou sur leur fréquence par 

exemple. 

 

 Le terme de locomotion désigne donc un ensemble d'actions qui ont pour but de 

permettre à celui qui les génère de se déplacer dans son environnement de façon précise et 

adaptée. La grande variété des espèces amenées à se déplacer et la diversité des milieux dans 

lesquels elles évoluent ont amené à l'élaboration d'une véritable palette de mouvements 

moteurs permettant de produire des activités adaptées. Cependant, un certain nombre de 

caractéristiques telles que l'alternance des phases et la coordination entre les différents 

membres sont conservées chez des animaux appartenant aux mêmes grandes familles 

(notamment chez les vertébrés). Ainsi, la marche chez les vertébrés est systématiquement 

caractérisée par une alternance de type fléchisseur/extenseur et une alternance bilatérale (entre 

les membres de chaque côté du corps) ainsi que par une coordination entre les différents 

membres. Ces constatations ont permis de mettre en évidence une organisation des structures 

nerveuses sous-tendant la locomotion particulièrement bien conservée au sein du règne 

animal. 

 
2. Organisation des structures nerveuses à l'origine de l'activité locomotrice 

L'étude de la locomotion chez différentes espèces animales a permis de mettre en 

évidence un schéma de fonctionnement tripartite des structures nerveuses impliquées dans la 

genèse de la locomotion. (Figure 3). Ce schéma général, commun à de très nombreuses 

espèces peut être découpé suivant trois étages principaux : l'étage supraspinal qui initie et 

contrôle la locomotion, l'étage spinal qui génère le rythme et le patron locomoteur, et enfin 



 

 
 
Figure 3 Organisation des structures nerveuses impliquées dans le contrôle de la 
locomotion. 
Les différents niveaux d'organisation sont représentés par des couleurs différentes: en orange 
l'étage supraspinal, en bleu les régions du tronc cérébral, en violet la région spinale et en vert 
les muscles. Les principales voies ascendantes (orange) et descendantes (noir) sont 
représentées par des flèches. 
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l'étage périphérique qui permet d'adapter rapidement le mouvement aux contraintes 

environnementales (Figure 3). 

 

a. Les structures supraspinales 

 Les structures supraspinales, par l'intermédiaire des voies descendantes, permettent 

d'initier, de programmer, de maintenir, de moduler ou d'arrêter l'activité locomotrice 

(Armstrong, 1988). De nombreuses structures cérébrales sont impliquées dans la mise en 

place d'un épisode de locomotion. Ces structures émettent des projections directes ou 

indirectes qui forment un réseau supraspinal complexe permettant d'aboutir à la convergence 

d'informations adaptées et complémentaires au niveau spinal via différentes voies 

descendantes. 

 Différentes aires corticales sont impliquées dans la genèse de la locomotion: le cortex 

primaire, le cortex prémoteur et l'aire motrice supplémentaire. Les informations issues du 

cortex empruntent alors deux voies de projection : la voie pyramidale et la voie 

extrapyramidale (Figure 3) : 

- La voie pyramidale est responsable du contrôle des mouvements volontaires distaux 

fins. Elle projette directement sur les neurones controlatéraux de la moelle épinière, après 

avoir décussé (croisé la ligne commissurale) au niveau bulbaire. Une partie des axones de 

cette voie forme des collatérales qui projettent au niveau des noyaux moteurs diencéphaliques 

et du tronc cérébral. 

- La voie extrapyramidale, plus complexe, est responsable du déclenchement et du 

contrôle de la locomotion. Les neurones du cortex projettent au niveau d'un ensemble de 

structures appelé ganglions de la base ou noyaux gris. Ces structures mettent en jeu 

différentes boucles d'activation (voies directe, indirecte et hyperdirecte) qui, par des 

mécanismes de régulation fins, permettent le contrôle de l'activité motrice (Martin & Hurwitz, 

1962; Garcia-Rill et al., 1986; Hikosaka, 1991). Les ganglions de la base ont un rôle 

prépondérant dans le contrôle moteur, puisqu'un dysfonctionnement de la balance entre les 

différentes voies qui les composent induit de sévères déficits locomoteurs. La maladie de 

Parkinson (Parkinson, 1817), maladie neurodégénérative dans laquelle il a été constaté une 

perte des neurones dopaminergiques dans les ganglions de la base, illustre bien la sévérité des 

déficits qui peuvent résulter d'un dysfonctionnement de ces noyaux. Après un relais au niveau 

de ces ganglions, la voie extrapyramidale projette au niveau des régions motrices sous-

thalamiques (SLR : "subthalamic locomotor region") et mésencéphalique (MLR : 

"mesencephalic locomotor region") en exerçant un tonus inhibiteur GABAergique (Garcia-
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Rill et al., 1986). Lors du déclenchement d'un épisode locomoteur, une levée de cette 

inhibition permet aux informations d'être transmises aux régions spinales via les funiculi 

ventro-latéraux (VLF) et dorso-latéraux (DLF) formés par les axones des cellules réticulo-

spinales (RS) de la formation réticulée, dans laquelle l’information motrice fait relais au 

niveau bulbo-pontique (Noga et al., 1988) (Figure 3). 

La localisation et le rôle des différents noyaux centraux impliqués dans l'organisation 

de la fonction locomotrice ont été déterminés en analysant l'effet de sections successives à 

différents niveaux. Ainsi, des expériences menées sur des chats décortiqués ont permis de 

montrer que le cortex n'est pas indispensable à l'initiation de la locomotion (Miller, 1975; 

Bjursten et al., 1976; Rossignol et al., 1999), puisque dans ces conditions, les animaux 

conservent une locomotion adaptée à leur environnement. Lorsqu'une préparation pré-

mamilaire est réalisée (transsection en avant des colliculi supérieurs, préservant la SLR), 

l'animal est toujours capable de réaliser des séquences de locomotion spontanée, mais celles-

ci sont fortement stéréotypées et inadaptées à l'environnement (Mori et al., 1989; Whelan, 

1996). Enfin, l'ablation de la SLR dans une préparation post-mamilaire entraîne la perte 

d'expression d'une activité locomotrice spontanée. La locomotion peut néanmoins être 

déclenchée artificiellement en stimulant électriquement la MLR (Shik et al., 1966; 1967). 

 

 En plus de son rôle dans l'initiation et le contrôle de la locomotion, l'étage supraspinal 

influence le niveau de tonus postural, permettant ainsi le maintien de l'équilibre de l'animal au 

cours de la locomotion. Afin de maintenir l'équilibre, un ajustement constant de la balance 

entre la contraction des muscles fléchisseurs et extenseurs est nécessaire. Les noyaux 

vestibulaires de Deiters par exemple, sont activés phasiquement au cours de la locomotion, 

lorsque le membre correspondant est en phase d'appui (Orlovsky & Pavlova, 1972; Udo et al., 

1976). L'activation de ces noyaux permet alors de recruter des muscles antigravitaires en 

projetant directement sur les neurones extenseurs de la moelle épinière (Orlovsky, 1972). Au 

contraire, lors de la phase de transfert, ce sont les noyaux rouges et la formation réticulée qui 

sont mis en jeu et qui permettent l'activation des muscles posturaux fléchisseurs (Lai & 

Siegel, 1990; Rossignol et al., 2006). Au cours de la locomotion, la balance fonctionnelle 

entre ces deux voies d'ajustement postural permet une bonne adaptation du corps de l'animal 

aux mouvements locomoteurs, et donc un bon maintien de son équilibre. 

 Enfin, même si le cervelet ne constitue pas une structure essentielle à la production de 

mouvements locomoteurs, il contribue à la coordination, la synchronisation des gestes et à la 

précision des mouvements effectués. En effet, cette structure cérébrale permet d'adapter 



 
 
 

 
 
Figure 4 Anatomie de la moelle épinière chez l'homme. 
A. La moelle épinière se loge dans la colonne vertébrale et peut-être subdivisée en plusieurs 
régions: cervicale, thoracique, lombaire, sacrée et un nerf coccygien. B. En coupe transversale 
l'emplacement de la moelle au sein des vertèbres et son organisation typique sont bien 
visibles. On distingue notamment la matière grise, composée des corps cellulaires des 
neurones, la matière blanche, principalement composée de fibres nerveuses. Les nerfs de 
sortie s'organisent en racines ventrales et dorsales. 
(Adapté d'après le "Pearson education", publié par Benjamin Cummings en 2006). 
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l'information motrice transmise à la moelle épinière, en fonction de l'environnement et des 

retours sensoriels qu'il reçoit : le cervelet intègre les informations sensorielles afin d'ajuster la 

commande motrice (Fine et al., 2002; Pisotta & Molinari, 2014). Le cervelet reçoit en effet en 

permanence des renseignements sur la réalisation effective du mouvement (Arshavsky et al., 

1972a; 1972b) et sur la commande motrice générée au niveau spinal (Lundberg, 1971), via 

respectivement, les faisceaux spinocérebelleux dorsal (FSCD) et ventral (FSCV). En 

comparant les copies afférentes et efférentes, le cervelet induit un ajustement de la commande 

motrice en agissant sur les CPGs via les voies descendantes vestibulospinale, rubrospinale et 

réticulospinale. 

 

b. La moelle épinière 

 Une fois générée, la commande centrale supraspinale est adressée aux neurones de la 

moelle épinière via les voies descendantes. C'est au niveau de ces réseaux neuronaux 

médullaires que l'information descendante va être intégrée et transformée en un signal 

rythmique coordonné caractéristique de la locomotion. 

 Afin de bien comprendre comment le rythme locomoteur est mis en place et modulé 

au niveau de la moelle épinière, il est essentiel d'avoir une bonne connaissance à la fois de son 

organisation anatomique, mais aussi des réseaux neuronaux qui la composent. 

 

b1. Anatomie de la moelle épinière 

 La moelle épinière est un cordon de tissu nerveux situé dans le prolongement du tronc 

cérébral, nichée dans le canal rachidien formé par les vertèbres, dont elle suit les courbures. 

Comme le cerveau elle appartient au système nerveux central, et est entourée de méninges : la 

dure-mère, l’arachnoïde et la pie-mère (respectivement de la face externe à la face interne; 

Figure 4). 

 Sur toute sa longueur, la moelle épinière a une structure homogène, formée de 

substance grise, au centre, formant un papillon et contenant l’ensemble des corps cellulaires 

des populations neuronales composant la moelle et de substance blanche, en périphérie, 

majoritairement composée d’axones (Figure 4). L’organisation de la moelle épinière est 

quasiment symétrique entre ses parties droite et gauche, séparées par une ligne passant par le 

canal central, ou canal de l’épendyme, dans lequel du liquide céphalo-rachidien circule en 

permanence. La partie dorsale de la moelle intègre et transmet les informations en provenance 

des afférences sensorielles, tandis que la partie ventrale contient les neurones à l'origine de la 
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genèse et la transmission de l’information motrice rythmique (pour revue sur les études ayant 

mené à la description actuelle de la moelle épinière : Naderi et al., 2004). 

 La moelle épinière est composée de segments médullaires, au nombre de 31 chez 

l’homme. Au niveau de chaque segment, deux paires de nerfs spinaux (l’une à droite et l’autre 

à gauche) passant entre les vertèbres, permettent de faire le relais entre la moelle épinière, et 

le système périphérique qui va innerver les différents organes. Ces nerfs spinaux sont formés 

par le regroupement de deux racines : ventrale, contenant les informations motrices en 

provenance des neurones moteurs destinées à activer les muscles, et dorsale, contenant les 

retours sensoriels produits au niveau des organes périphériques et destinées à informer le 

système sur l’environnement (Figure 4) (Kölliker & Turner, 1891). 

 Classiquement, la moelle épinière est subdivisée en 5 parties en suivant l’axe antéro-

postérieur : cervicale, thoracique, lombaire, sacrée, coccygienne, avec deux zones de 

renflement : l’une au niveau cervical et l’autre au niveau lombaire (Figure 4). Cette 

subdivision de la moelle en différentes régions a permis d’adopter une nomenclature pour 

différencier les couples de racines de chaque segment. Ainsi, chez l’homme, on dénombre 31 

paires de racines pour chaque côté de la moelle : 8 cervicales (notées C1 à C8), 12 dorsales ou 

thoraciques (T1 à T12), 5 lombaires (L1 à L5), 5 sacrées (S1 à S5) et 1 coccygienne (Figure 

4). Il a été montré que chaque racine contacte un ensemble de muscles bien précis, suivant 

une distribution antéro-postérieure. Ainsi, les neurones moteurs cervicaux sont associés aux 

mouvements des membres antérieurs, les neurones moteurs lombaires aux membres 

postérieurs et la partie thoracique de la moelle aux muscles axiaux et respiratoires. 

 

 La moelle épinière étant une structure relativement bien conservée au sein du règne 

animal, on retrouve les mêmes caractéristiques anatomiques chez la plupart des vertébrés. 

Cependant, quelques distinctions dans le nombre de segments, et leur répartition sont 

observées. Par exemple, chez la souris, on dénombre 7 segments cervicaux, 13 thoraciques et 

6 lombaires. Les souris ne possèdent pas de segment coccygien et le reste de leurs vertèbres 

composent la partie caudale, correspondant à la queue. 

 

b2 Intégration et genèse du rythme locomoteur par les réseaux de neurones spinaux. 

b2.1 Le concept de CPG 

 Dans la moelle épinière, il existe des réseaux de neurones qui possèdent la faculté de 

générer, sous l'impulsion d'une commande descendante, une activité rythmique organisée, et 

ce, en l'absence d'influence sensorielle (Grillner & Zangger, 1984). Ces réseaux neuronaux 
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sont communément appelés générateurs centraux de patron (de l’anglais « Central Pattern 

Generator », CPG) et produisent la commande motrice transmise ensuite aux motoneurones. 

Chez les mammifères, on distingue deux zones de la moelle, regroupant de tels réseaux de 

neurones : l’une au niveau cervical, et l’autre au niveau lombaire. Ces deux réseaux 

générateurs de rythme seraient respectivement responsables de la motricité des pattes 

antérieures et postérieures. Cependant, même si le concept de CPG est aujourd’hui largement 

admis au sein de la communauté scientifique, et que de nombreuses études visant à les décrire 

ont été réalisées, aucune description précise de ces réseaux générateurs de rythme n’a encore 

été établie. Et pour cause, la localisation exacte, la composition en termes de populations 

neuronales et le rôle relatif de chacune d’elle, ainsi que le fonctionnement global de ces CPGs 

restent des sujets encore aujourd’hui très discutés. Les récentes avancées de la génétique et de 

la biologie moléculaire ont cependant permis d'identifier et de localiser différentes 

populations neuronales impliquées directement ou indirectement dans la genèse de l'activité 

locomotrice. 

 

 Le concept de réseaux spinaux qui seraient capables de générer un patron d’activité 

locomoteur en l’absence de retour sensoriel et de commande descendante en provenance des 

structures supraspinales est né au début du 20ème siècle, des travaux de Sherrington (1910) 

(Sherrington, 1910), puis de Brown (1911) (Brown, 1911; 1914) sur le chat. En considérant 

les conclusions de ces deux études majeures, Graham Brown propose alors un modèle dans 

lequel l’alternance observée entre les muscles fléchisseurs et extenseurs durant la marche 

dépendrait de l’existence de « demi-centres », ou hémigénérateurs, lombaires antagonistes 

s’inhibant de manière réciproque (via l’intermédiaire d’interneurones commissuraux), et 

générant ainsi l’alternance et la coordination entre les membres (le « half-center model » en 

anglais) (Brown, 1911; 1914). Des travaux chez d’autres modèles animaux (chien, cochon 

d’inde, lapin) sont par la suite venus appuyer cette théorie (Brown & Sherrington, 1912; 

Engberg & Lundberg, 1969; Viala & Buser, 1971). Cette organisation des centres générateurs 

de rythme est toujours admise de nos jours mais a, au cours des années, été intégrée dans une 

organisation beaucoup plus complexe et complétée par d’autres modèles permettant 

d’expliquer la genèse du patron locomoteur. 

 Ainsi, le milieu du 20ème siècle a vu naître plusieurs théories plus ou moins complexes 

concernant le fonctionnement des CPGs locomoteurs : de la simple boucle d’interneurones 

inhibiteurs capable de produire une activité rythmique (Gurfinkel & Shik, 1974) à l’hypothèse 

suivant laquelle chaque articulation posséderait son propre générateur d’activité alternée 
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(Grillner, 1981), ou bien à un modèle dans lequel les CPGs seraient composés de deux centres 

générateurs, l’un pour le rythme et l’autre pour le patron locomoteur (Perret, 1983). 

 Finalement, l’organisation des réseaux locomoteurs spinaux repose vraisemblablement 

sur un mélange de tous ces modèles avec des articulations complexes permettant à des 

groupes d’interneurones d’intégrer les informations descendantes afin de générer d’une part le 

rythme et d’autre part le patron locomoteur tout en tenant compte des informations 

sensorielles qui viennent les moduler en permanence. 

 

 Au cours de ces dernières décennies, une multitude d’approches expérimentales 

(animaux curarisés, rhizotomies, techniques d’électrophysiologie in vitro, marquages 

neuroanatomiques, animaux transgéniques...) menées chez de nombreux vertébrés, tels que le 

chat, le lapin, le rat, la souris, le poulet, la tortue, le xénope ou encore la lamproie ont permis 

de mieux caractériser la localisation, le support neuronal et le contrôle des réseaux 

générateurs de la locomotion (Grillner et al., 1976; Forssberg et al., 1980a; 1980b; Grillner et 

al., 1981; Rossignol et al., 1996; Roberts et al., 2000; Grillner, 2003). Ainsi, une 

régionalisation des centres regroupant les neurones à l’origine de la genèse de l’activité 

locomotrice a été mise en évidence chez les animaux utilisant un mode de propulsion 

appendiculaire (Viala & Vidal, 1978; Grillner & Zangger, 1979; Deliagina et al., 1983; 

Marcoux & Rossignol, 2000; Magnuson et al., 2005). Le développement des préparations in 

vitro a largement contribué à l’étude de la localisation des CPGs (Whelan, 2003). 

 

b2.2 La préparation de moelle épinière isolée in vitro : technique de choix dans l’étude de la 

locomotion 

 Le maintien d’une préparation de moelle épinière de rongeur nouveau-né isolée in 

vitro est rendu possible par la perfusion de liquide céphalo-rachidien oxygéné indispensable à 

sa survie et qui, grâce à une myélinisation encore incomplète des fibres nerveuses dans les 

premiers jours postnataux, peut pénétrer et diffuser efficacement dans les tissus spinaux. 

Historiquement, cette préparation de moelle épinière in vitro a été développée pour étudier les 

réflexes spinaux (Vaughn & Grieshaber, 1973; Saito, 1979; Kudo & Yamada, 1987a). La 

découverte du NMDA (N-méthyl-D-aspartique), un agoniste glutamatergique, comme 

neuromodulateur permettant de déclencher des activités rythmiques alternées de type 

locomoteur (Kudo & Yamada, 1987b; Smith et al., 1988) a permis par la suite d'étudier la 

fonction locomotrice et les réseaux neuronaux impliqués dans sa genèse (Cazalets et al., 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 5 La locomotion fictive enregistrée sur la préparation de moelle épinière isolée in 
vitro. 
La moelle épinière d'un rat nouveau-né est isolée par une laminectomie puis placée dans une 
cuve d'enregistrement contenant du liquide céphalo-rachidien artificiel oxygéné. L'activité 
locomotrice est enregistrée au niveau des racines ventrales motrices lombaire 2 (L2) droite et 
gauche (A) afin de visualiser sur les tracés extracellulaires (B) l'alternance droite/gauche 
caractéristique de la locomotion. L'enregistrement intracellulaire d'un motoneurone situé au 
niveau L5 gauche a permis de montrer que celui-ci reçoit une commande en provenance des 
réseaux générateurs de rythme locomoteur: il émet des potentiels d'actions rythmiquement en 
alternance avec les bouffées locomotrices enregistrées en L2 ipsilatéral (L2g) et en phase avec 
l'activité L2 controlatérale. 
(Modifié d'après Cazalets et al., 1992) 
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1995), en déclenchant des épisodes d’activité locomotrice enregistrés extracellulairement au 

niveau des racines ventrales de la moelle. 

 En effet, le glutamate est le neurotransmetteur excitateur principal de la moelle 

épinière et il joue un rôle déterminant dans la genèse du rythme locomoteur (Taccola & Nistri, 

2006; Hinckley & Ziskind-Conhaim, 2006; Al-Mosawie et al., 2007; Zhang et al., 2008; 

Zagoraiou et al., 2009). On distingue deux grandes familles de récepteurs au glutamate : les 

récepteurs métabotropiques, mglu1 à mglu8 qui sont des récepteurs couplés à des protéines G, 

et ionotropiques. Ces derniers comprennent les récepteurs NMDA (N-Metyl-D-Aspartate), 

AMPA (A-amino-3-hydroxy-5Metyl-4-isoxazolePropionic Acid) et Kainate et sont des 

récepteurs canaux qui permettent, lors de la fixation du glutamate, de déclencher une entrée 

de cations (Na+, K+, ou Ca2+) entraînant une dépolarisation du neurone postsynaptique. Les 

récepteurs NMDA, jouent notamment un rôle central dans la genèse de plasticité synaptique à 

long terme : potentialisation (LTP) ou dépression (LTD) (Aroniadou & Teyler, 1991; Bear & 

Malenka, 1994). 

Il existe de nombreux agonistes au glutamate, plus ou moins sélectifs d’un type de 

récepteur. Leur utilisation chez des modèles animaux, in vivo et in vitro a permis de mettre en 

évidence le rôle prépondérant du système glutamatergique dans la locomotion (Houssaini et 

al., 1993; Rossignol et al., 1998; Taccola & Nistri, 2006). C’est le cas dans la préparation de 

moelle épinière de rongeur isolée in vitro ou l’application d’agonistes glutamatergiques, et 

plus spécifiquement des récepteurs NMDA, permet de déclencher et de moduler des activités 

motrices alternées in vitro (Houssaini et al., 1993). Chez les mammifères, l’initiation de la 

locomotion est glutamate-dépendante, ce qui suggère très fortement que ce neurotransmetteur 

est impliqué non seulement dans la genèse du patron et du rythme, mais aussi dans les voies 

descendantes initiant la commande motrice (Cazalets et al., 1992a; Houssaini et al., 1993; 

Jordan et al., 2008) 

 

 L’activité locomotrice déclenchée pharmacologiquement ou électriquement (par 

stimulation des racines sensorielles par exemple) sur une préparation in vitro est qualifiée de 

locomotion fictive, puisque qu’en l’absence des muscles effecteurs du mouvement, c’est 

l’activité nerveuse qui est directement enregistrée. Cette activité s’organise en bouffées de 

potentiels d’action, correspondant à la décharge simultanée de groupes de motoneurones à 

l’origine de la contraction d’un muscle donné. Ainsi, en enregistrant par exemple les racines 

ventrales L2 et L5 des côtés droit et gauche, les bouffées d’activité enregistrées 

correspondront à l’activation fictive des muscles fléchisseurs et extenseurs, droits et gauches 
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respectivement (Figure 5). On parle de la « drive », ou commande synaptique pour définir le 

phénomène par lequel l’activité d'un neurone est commandée, influencée par l’activité d'autres 

neurones situés en amont dans le réseau (Cazalets et al., 1995; 1996). Ainsi, des 

enregistrements intracellulaires durant des épisodes de locomotion fictive ont permis de 

montrer que certains interneurones sont actifs rythmiquement, de façon synchrone ou non 

avec les bouffées de potentiel d’action enregistrées au niveau des nerfs moteurs, mettant en 

lumière un rôle potentiel de ces neurones dans la « drive » des motoneurones lors de la 

locomotion. 

 

b2.3 Localisation et organisation cellulaire des CPGs 

 Les nombreux travaux utilisant cette préparation de moelle épinière in vitro ont permis 

de délimiter la zone minimale de tissu nécessaire pour induire une activité rythmique alternée 

bilatéralement au niveau des segments lombaires L1 et L2 chez le rat (Cazalets et al., 1995; 

Kjaerulff & Kiehn, 1996; Bracci et al., 1996; Cowley & Schmidt, 1997; Kremer & Lev-Tov, 

1997). De manière similaire, les régions les plus rythmogènes des CPGs antérieurs ont été 

localisées entre les segments C7 et T1 chez le rat, même si une zone plus large comprenant un 

plus grand nombre de segments cervicaux (depuis C5) est nécessaire pour l’obtention d’un 

patron locomoteur (Ballion et al., 2001). 

 Enfin, chez le mammifère, plusieurs populations d’interneurones ont pu être 

identifiées, dans les zones connues pour participer à la genèse du rythme locomoteur, sur la 

base de leurs propriétés membranaires (rebonds post-inhibiteurs, plateaux...), de leur 

connectivité (afférences sensorielles, efférentes motrices) ainsi que leur patron de décharge 

lors de la locomotion (extenseur, fléchisseur, tonique). Ces populations d’interneurones 

excitateurs et inhibiteurs se dégagent toutes plus ou moins comme étant possiblement 

impliquées dans la genèse du rythme (pour revue : Kiehn, 2006), bien que l’implication de 

chacune ne soit pas clairement définie aujourd’hui. Les propriétés et le rôle potentiel de 

chacune d’elles seront détaillés dans un paragraphe ultérieur. 

 

 Une fois l’information rythmique locomotrice générée au niveau de ces réseaux 

d’interneurones, celle-ci est transmise aux motoneurones de la moelle épinière. Les 

motoneurones sont les neurones de sortie du système nerveux central (Creed & Ruch, 1932) : 

leurs corps cellulaires sont situés dans la partie ventrale de la substance grise de la moelle 

épinière dans la lamina IX et chacun d’eux possède un axone qui, en quittant la moelle pour 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 6 Représentation schématique de l'organisation d'une unité motrice. 
Chaque unité motrice mature est composée d’un motoneurone et des fibres musculaires qu'il 
innerve, via ses prolongations axonales. Il est a noter que dans les stades postnataux il existe 
une polyinnervation des fibres musculaires par les motoneurones, celle-ci se résorbant 
rapidement au cours du développement (Navarrete et al., 1993). 
(Adapté d'après la 10ème édition du "Holes" chapitre 9: anatomie humaine et physiologie). 
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rejoindre les muscles qu’il active, forme une racine ventrale motrice en s’accolant avec 

d’autres axones innervant les mêmes muscles. 

 

c. L’étage périphérique : sorties motrices et retours sensoriels 

 L’axone d’un motoneurone se dirige à travers le corps, parfois sur de très grandes 

distances, pour innerver les fibres du muscle qu’il contrôle. L’ensemble constitué par un 

motoneurone et l'ensemble des fibres musculaires qu’il innerve est appelé une « unité 

motrice » (Figure 6). Chaque axone, en arrivant à proximité du muscle, se divise en plusieurs 

branches chacune d’entre elles établissant une jonction neuromusculaire avec l’une des fibres 

musculaires du muscle. Ainsi, un motoneurone lorsqu’il est activé, peut entraîner la 

contraction de plusieurs fibres musculaires d’un même muscle. Au contraire, chez l'adulte, 

une fibre musculaire n’est contactée que par un seul motoneurone, puisqu'au cours du 

développement postnatal, la polyinnervation des fibres musculaires par les motoneurones est 

résorbée (Bagust et al., 1973; Navarrete & Vrbová, 1993). 

 L’activation simultanée des motoneurones innervant les mêmes muscles permet à 

l’organisme de contracter tout ou partie des fibres musculaires de ce muscle, et donc d’induire 

sa contraction avec plus ou moins d’intensité, tout en respectant le patron rythmique transmis 

par les CPGs via les motoneurones. 

 

 Durant la réalisation d’un mouvement, les afférences sensorielles proprioceptives et 

cutanées renseignent le système nerveux central sur l’exécution de la commande motrice. En 

effet, bien qu’un patron moteur rythmique puisse être produit en l’absence de tout retour 

sensoriel (Grillner et al., 1981), celui-ci est influencé en permanence par des signaux 

phasiques en provenance de la périphérie (Dubuc et al., 1988). Ces informations proviennent 

de récepteurs sensoriels localisés dans les muscles, mais aussi les tendons, les articulations et 

la peau (Dietz et al., 2002). 

 

 Les contrôles sensoriels sont multiples, et permettent une adaptation quasi instantanée 

de l'activité locomotrice à la fois à l’environnement, mais aussi aux contraintes de l’organisme 

lui-même par la convergence d’informations visuelles (Sherk et Fowler, 2001), cutanées (Zehr 

et al., 1998 ; Rossignol et al., 2006 ; Varejão et Filipe, 2007), proprioceptives (Pearson, 1995) 

et vestibulaires (Kennedy et al., 2003). 

 Les afférences cutanées, en provenance des mécanorécepteurs présents à la surface de 

la peau (complexe de Merkel et corpuscules de Ruffini et de Meissner), codent les 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 7 Les précurseurs génétiques à l'origine des interneurones spinaux. 
A. Différents progéniteurs génétiques sont à l'origine des différentes populations 
d'interneurones des réseaux spinaux. Ces facteurs permettent de différencier ces populations 
et d'identifier des sous-populations, ainsi que de générer des animaux dont l'expression d'une 
population spécifique est modifiée. B. L’identification de ces progéniteurs a permis de 
déterminer un certain nombre de caractéristiques neurochimiques, anatomiques ou 
fonctionnelles des différentes classes d'interneurones spinaux. 
(Modifié d'après Gosgnach, 2011 et Goulding, 2009) 
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informations relatives au toucher discriminatif (fibres des groupes II et III). Des données 

obtenues sur le chat montrent que ces afférences joueraient également un rôle dans le 

placement des membres lors de la locomotion (Bouyer & Rossignol, 2003a; 2003b; Varejao 

& Filipe, 2007) et qu’elles permettraient de renforcer l’activité des neurones composant les 

CPGs (Viala & Buser, 1969; Viala & Vidal, 1978; Fleshman et al., 1984; 1988), 

particulièrement lors d'un franchissement d'obstacle ou d'une perturbation motrice (Wutzke et 

al., 2013). Ces données appuient les observations faites chez des patients présentant une 

altération de la transmission des informations cutanées chez qui le patron moteur est altéré 

(Lin & Yang, 2011). L’activation des corpuscules de Pacini et de terminaisons libres présents 

dans la peau va permettre la détection de dépressions phasiques de la surface cutanée et de 

transmettre les informations nociceptives via les fibres III et IV (pour revue : Panek et al., 

2014). 

 Les afférences proprioceptives, quant à elles, ont été classées en différents groupes 

suivant leur origine. On distingue ainsi : les afférences provenant des fuseaux 

neuromusculaires (fibres Ia et II), des organes tendineux de Golgi (fibres Ib), et des 

mécanorécepteurs de la capsule articulaire (fibres I et II). Les afférences proprioceptives sont 

impliquées dans les réflexes myotatique (fibres Ia) et myotatique inverse (fibres Ib), ainsi que 

dans le contrôle de l’initiation du pas lors d’un épisode de locomotion. La mise en jeu 

naturelle de ces afférences par, par exemple, un mouvement des articulations ou leur 

stimulation électrique est capable d’activer directement les CPGs afin d’initier une séquence 

locomotrice (Sherrington, 1910; Grillner & Rossignol, 1978; Smith et al., 1988; Marchetti et 

al., 2001; Juvin et al., 2012). 

 

3. Les populations cellulaires spinales impliquées dans la locomotion. 
a. Les interneurones ventraux et leur implication dans les CPGs moteurs 

 Les circuits moteurs de modèles animaux non-mammaliens, tels que la lamproie 

(Grillner, 2003) et le xénope (Roberts et al., 1998), sont de nos jours très bien caractérisés. 

Concernant les réseaux moteurs spinaux des mammifères, de nombreuses populations 

d’interneurones participeraient à l’élaboration du rythme locomoteur. Le développement de 

nouvelles approches basées sur des techniques de génétique moléculaire combinées à 

l’électrophysiologie et à l’imagerie fonctionnelle a permis d’identifier six populations 

d’interneurones : V0, V1, V2, V3, DI6 et Hb9 susceptibles d’appartenir aux réseaux 

générateurs de rythme locomoteur (Ericson et al., 1997; Matise & Joyner, 1997; Burrill et al., 

1997; Pierani et al., 1999; Briscoe et al., 2000; Garcia-Campmany et al., 2010; pour revue : 
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Jessell, 2000) (Figure 7). Ces interneurones ont été identifiés sur la base des facteurs de 

transcription qu’ils expriment au cours du développement (Tanabe & Jessell, 1996). Les 

facteurs progéniteurs étant directement responsables de la destinée de chaque neurone (Bang 

& Goulding, 1996; Goulding & Lamar, 2000; Goulding & Pfaff, 2005), ainsi que de ses 

projections axonales (Betley et al., 2009) et de son phénotype électrochimique (Cheng et al., 

2005; Mizuguchi et al., 2006; Pillai et al., 2007), il est fortement probable que les neurones 

exprimant les mêmes facteurs de transcription présentent des propriétés et une fonction 

commune. Grâce aux outils génétiques il est possible de générer des souris 1) n'exprimant 

plus un facteur de transcription donné (souris "knock-out, KO), 2) le surexprimant (souris 

"knock-in", KI), ou 3) exprimant un facteur de transcription donné associé à une protéine 

fluorescente permettant la visualisation directe de la population d'interneurones concernés 

(Chalfie et al., 1994; Zacharias et al., 2000; Kiehn, 2006; Zhang et al., 2007). 

 

a1. V0 

 Les interneurones V0 sont parmi les premiers à avoir été pressentis comme faisant 

partie du CPGs locomoteur. Ces interneurones dérivent de l’expression d’un gène homeobox 

spécifique, Dbx1 (gène codant pour la protéine Evx1 et notamment responsable de la 

localisation et de la différenciation des V0), entre les stades embryonnaires 10 et 13 (E10 à 

E13) Les V0 sont situés, une fois le tube neural formé, au niveau ventro-médian de 

l’ensemble des segments de la moelle épinière (Pierani et al., 1999) et sont essentiellement 

commissuraux (Pierani et al., 2001). Cette population d’interneurones est composée d’environ 

deux tiers de neurones à phénotype inhibiteur et d'un tiers de neurones à phénotype excitateur 

(Lanuza et al., 2004). 

 Initialement, il a été distingué deux types de V0 suivant leur localisation : dans la 

région plutôt dorsale se trouvent les V0D, tandis que les V0V occupent une zone plus 

ventrale. Ces deux populations appartenant aux V0, elles expriment le facteur Dbx1, 

cependant, un facteur spécifique de la sous-population V0V a pu être identifié, permettant 

ainsi l’étude du rôle respectif de chacune de ces sous populations dans la genèse du rythme 

locomoteur (Moran-Rivard et al., 2001). En effet, il a été montré, à l’aide de souris mutées 

pour Dbx1, que les V0 dans leur ensemble sont responsables de l’alternance gauche/droite 

lors d’un épisode de locomotion (Lanuza et al., 2004), mais ne joueraient pas de rôle dans 

l’initiation de l’acte moteur. Lorsque seuls les V0V sont supprimés, on n’observe cependant 

pas de modification du patron locomoteur, ce qui a conduit les auteurs à conclure que les V0V 
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ne jouent pas un rôle déterminant dans l’alternance gauche/droite, et que les populations V0D 

et V0V auraient probablement des effets similaires et additionnels (Lanuza et al., 2004). 

 Beaucoup plus récemment, un troisième sous-type d’interneurones V0 a été mis en 

évidence : les V0C/G. Ces interneurones, exprimant spécifiquement le facteur Pitx2, dérivent 

de la population V0V, et ont la particularité de contacter majoritairement les motoneurones 

ipsilatéraux par des synapses soit glutamatergiques (V0G) soit cholinergiques (V0C) 

(Zagoraiou et al., 2009) afin de moduler leur activité. 

  

a2. V1 

 Les interneurones appartenant à la population V1 sont caractérisés par l’expression du 

facteur « Engrailed 1 » (En1). Ces interneurones sont tous de type inhibiteur et projettent 

ipsilatéralement sur les motoneurones et les segments proches (Saueressig et al., 1999; Sapir 

et al., 2004; Betley et al., 2009). Les V1 sont composés de deux sous-types de neurones, 

largement décrits dans la littérature : les cellules de Renshaw et les interneurones de type Ia 

(Sapir et al., 2004; Alvarez et al., 2005). Globalement, ces neurones sont respectivement 

responsables d’inhibitions récurrentes des motoneurones lorsque ceux-ci sont activés (Eccles 

et al., 1954; Schneider & Fyffe, 1992; Geiman et al., 2002; Lamotte d'Incamps & Ascher, 

2008) et d’inhibitions réciproques des motoneurones controlatéraux (Eccles & Lundberg, 

1958; Hultborn et al., 1976a; 1976b; 1976c). 

 Chez les souris KO pour les V1 une diminution de la vitesse de locomotion a été 

observée (Gosgnach et al., 2006). Cependant, lors d'un épisode locomoteur, les motoneurones 

de ces animaux KO présentent toujours des inhibitions rythmiques suggérant que les V1 

(cellules de Renshaw et Ia) ne sont pas les seuls neurones inhibiteurs à l'origine de la 

commande inhibitrice locomotrice (Gosgnach et al., 2006; Brownstone & Bui, 2010). 

 

a3. V2 

 Les interneurones V2 dérivent d’un progéniteur commun Lhx3 (gène à homéodomaine 

LIM de type 3) (Sharma et al., 1998; Bretzner & Brownstone, 2013). Leur corps cellulaire est 

localisé dans la lamina VII où ils s'étendent du canal central jusqu’au bord de la matière grise 

(Dougherty & Kiehn, 2010a). Les axones des interneurones V2 projettent à distance sur les 

différents segments spinaux. Deux sous-types de V2 ont été identifiés : les V2a et V2b. 

 Les interneurones V2a, qui expriment le facteur de transcription Chx10 (gène à 

homéodomaine ceh10) (Peng et al., 2007; Liu et al., 1994; Bretzner & Brownstone, 2013), 

projettent uniquement vers les cellules ipsilatérales, ont un phénotype très majoritairement 
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(95 %) excitateur glutamatergique (Al-Mosawie et al., 2007; Lundfald et al., 2007) et 

présentent des propriétés membranaires de neurones oscillants. (Kiehn et al., 2008; Dougherty 

& Kiehn, 2010b; Zhong et al., 2010). La délétion de cette population chez la souris (KO V2) 

induit des altérations de l’alternance gauche/droite lors d'épisodes locomoteurs induits in 

vitro, comme c’est le cas lors de la suppression des V0 (Crone et al., 2008), et ce, plus 

particulièrement lors d'activités rapides (Crone et al., 2009; Dougherty & Kiehn, 2010b; 

Zhong et al., 2010). Des études anatomiques ont mis en évidence un lien entre V2a et V0v. 

Les interneurones V2a projetteraient sur les V0v ipsilatéraux qui, à leur tour, traverseraient la 

commissure afin d’inhiber les motoneurones controlatéraux, favorisant ainsi l’alternance 

bilatérale (Crone et al., 2008). Encore une fois, ces travaux restent à compléter afin de 

déterminer précisément l’implication des V2a dans la genèse du rythme et du patron 

locomoteur. Cependant, au vu de ces résultats, il apparaît que ces interneurones, bien qu’ils ne 

suffisent pas à eux seuls à générer la locomotion, joueraient un rôle important dans 

l’élaboration de l’alternance bilatérale principalement lorsqu’une locomotion rapide est 

nécessaire (Crone et al., 2009; Dougherty & Kiehn, 2010b; Zhong et al., 2010). 

 Les interneurones V2b, quant à eux, se différencient du reste des V2 par l’expression 

des facteurs Gata 2 et 3 (Zhou et al., 2000; Smith et al., 2002; Karunaratne et al., 2002). Au 

contraire des V2a, les V2b émettent des projections inhibitrices GABAergiques ou 

glycinergiques (Al-Mosawie et al., 2007; Lundfald et al., 2007; Joshi et al., 2009) vers les 

motoneurones, ipsilatéraux et, pour une petite partie, controlatéraux (Lundfald et al., 2007). 

Très peu d’études se sont jusqu’à aujourd’hui intéressées au rôle joué par les V2b durant la 

locomotion. Une étude récente a, cependant, montré que des souris n’exprimant ni les V2b ni 

les V1 (KO V2b-V1), présentent de graves altérations motrices. In vitro, l’alternance 

fléchisseur/extenseur est absente chez ces animaux. Ce résultat suggère que ces deux classes 

d’interneurones inhibiteurs sous-tendent l’alternance fléchisseur/extenseur au sein des CPGs 

locomoteurs (Zhang et al., 2014a). 

 

a4. V3 

 Les V3 forment une population d’interneurones commissuraux excitateurs 

glutamatergiques qui projettent sur les motoneurones (Zhang et al., 2008). Ces interneurones 

V3 expriment tous le facteur Sim1 (facteur de transcription « single-minded » de type 1 

impliqué dans le développement du système moteur) (Michaud et al., 1998; Briscoe & 

Ericson, 1999; Goulding et al., 2002; Zhang et al., 2008) et leurs corps cellulaires sont 

localisés dans les régions dorso et ventro médianes de la moelle épinière. Comme pour les 
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autres classes d’interneurones, des études in vivo et in vitro ont été réalisées sur des souris KO 

V3. Chez ces animaux, la locomotion est altérée et se présente sous une forme irrégulière et 

asymétrique entre les deux côtés d’un même segment (Zhang et al., 2008). Ces travaux ont 

amené les auteurs à conclure que les interneurones V3 ne sont donc pas impliqués dans la 

genèse du rythme mais plutôt dans son patron en réglant les coordinations entre les parties 

droite et gauche des réseaux médullaires (Zhang et al., 2008). Il faut tout de même noter que 

dans cette étude l'expression de Sim1 a été inhibée uniquement dans la partie ventro-médiane 

de la moelle. Bien que les V3 aient été jusqu’alors considérés comme une population 

homogène, il a été récemment montré que les V3 dorsaux et ventraux possèdent des 

caractéristiques différentes en termes de propriétés intrinsèques et de distribution (Borowska 

et al., 2013). En effet, les V3 ventraux possèdent une arborisation dendritique moins 

importante et sont capables de décharger de façon tonique et soutenue, contrairement aux V3 

dorsaux qui possèdent une morphologie plus complexe et déchargent avec une fréquence plus 

faible. Il semblerait que ces deux sous populations soient actives de manière différentielle 

durant la marche et la nage, l’une agissant probablement comme neurones prémoteurs (V3 

ventraux) et l’autre comme relais de l’information sensorielle (V3 dorsaux) (Borowska et al., 

2013). 

 

a5. dI6 

 Les interneurones dI6 sont issus de progéniteurs dorsaux qui migrent au niveau ventral 

de la moelle durant la genèse du tube neural de la souris, et s'expriment au niveau des lamina 

VII et VIII en postnatal (Gross et al., 2002). Ce sont des neurones inhibiteurs projetant 

ipsilatéralement et controlatéralement. Tout comme les autres populations d’interneurones 

issus de progéniteurs dorsaux (dI0 à 6), ces neurones expriment le facteur Lbx1. Cependant, 

l’absence d’identification d’un facteur génétique spécifique au dI6 a très longtemps retardé 

leur caractérisation. Des études ont tenté de contourner cette absence de facteur ciblant les dI6 

(Dyck et al., 2012) en utilisant une approche utilisant d’autres facteurs, tel que Dbx1 couplé à 

une protéine fluorescente afin de cibler les dI6 exprimant ce facteur tout en évitant les V0. 

Ces travaux ont permis de montrer que les dI6 seraient composés de deux sous-types distincts 

d'interneurones : l’un actif rythmiquement durant la locomotion et possédant des propriétés de 

neurones oscillants, et l’autre, n’exprimant pas ces propriétés et ayant une activité bien moins 

corrélée au rythme locomoteur (Dyck et al., 2012). Très récemment, l’identification d’une 

mutation sur le gène Dmrt3 (facteur de transcription de la famille des DMRT possédant un 

domaine de liaison à l’ADN de type DM-3), entraînant une suppression sélective de 
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l’expression des dI6 de type rythmiques, a ouvert la voie aux études sur ces interneurones 

(Andersson et al., 2012). Il a été montré que les animaux Dmrt3 KO présentaient des 

altérations importantes du patron locomoteur, laissant présager un rôle des dI6 dans 

l’alternance droite/gauche, probablement complémentaire aux V0 (Lanuza et al., 2004; 

Goulding, 2009; Andersson et al., 2012). Cependant, même s’il semble aujourd’hui évident 

qu’une partie au moins des dI6 joue un rôle dans la mise en place du patron locomoteur, 

l’implication et la fonction de cette population reste à préciser (pour revue : Vallstedt & 

Kullander, 2013). 

 

a6. Hb9 

 Le gène homeobox Hb9 (pour « basic helix-loop-helix domain containing, class B, 

9 ») est un facteur de transcription exprimé à la fois par les motoneurones en période 

embryonnaire (Arber et al., 1999) et par une population spécifique d’interneurones, appelés 

Hb9, en postnatal (Wilson et al., 2005; Hinckley et al., 2005). Ces interneurones sont 

localisés dans la partie ventro-médiane de la moelle épinière (lamina VII et VIII) de la région 

cervicale à la région lombaire (Wilson et al., 2005; Hinckley et al., 2005; Ziskind-Conhaim et 

al., 2010). 

 Les interneurones Hb9 présentent un ensemble de caractéristiques qui laisse à penser 

que ces neurones font partie du CPG locomoteur (Brownstone & Wilson, 2008; Ziskind-

Conhaim et al., 2010). En effet, ces interneurones excitateurs glutamatergiques forment 1) un 

réseau ipsilatéral interconnecté (Hinckley et al., 2005), 2) sont actifs de façon rythmique et 

synchrone avec les motoneurones durant des épisodes de locomotion (Wilson et al., 2005; 

Hinckley et al., 2005) et 3) possèdent des propriétés de membrane leur permettant de générer 

des oscillations membranaires (Ziskind-Conhaim et al., 2008). Ce dernier point a fait l’objet 

de nombreuses études au cours de ces dernières années, afin de caractériser les propriétés 

membranaires qui pourraient faire de ces neurones des oscillateurs responsables de la mise en 

place du rythme locomoteur. Les interneurones Hb9 sont en effet les seuls neurones des 

réseaux moteurs spinaux ayant été montré comme capables d’osciller de manière rythmique, 

indépendamment de processus impliquant les récepteurs au glutamate ou les canaux calciques 

(Tazerart et al., 2008). L’oscillation membranaire des interneurones Hb9 repose sur la 

modulation de courants sodiques persistants (INAP) (Tazerart et al., 2008). Les courants 

INAP à inactivation lente sont depuis longtemps considérés comme jouant un rôle 

prépondérant dans la genèse de comportements moteurs rythmiques (Butera et al., 1999; 

Paton et al., 2006; Rybak et al., 2006; McCrea & Rybak, 2007; Tazerart et al., 2007; Pace et 



 

 

  
 INTRODUCTION GENERALE  

33 

al., 2007; Tazerart et al., 2008; Ryczko et al., 2010; Brocard et al., 2010) et les propriétés 

oscillantes des neurones présentant des courants INAP en font d’excellents candidats pour 

composer les réseaux neuronaux des CPGs (Thoby-Brisson & Ramirez, 2001; Brocard et al., 

2006; Rybak et al., 2006; Ziskind-Conhaim et al., 2008; Tazerart et al., 2008). Il a été montré 

que les oscillations membranaires des Hb9 liées aux INAP surviendraient à la suite de 

modifications des taux extracellulaires en Ca2+ et K+ causées par l’activation de certains 

neurones du SNC lors du déclenchement d’un épisode locomoteur (Kríz et al., 1974; Lothman 

& Somjen, 1975; Heinemann & Lux, 1977; Nicholson et al., 1978; Walton & Chesler, 1988; 

Heinemann et al., 1990; Amzica, 2002; Tazerart et al., 2008), faisant ainsi basculer l’activité 

des Hb9 vers un mode de décharge oscillatoire (Brocard et al., 2013). Bien que la contribution 

des interneurones Hb9 à la genèse du rythme locomoteur soit encore débattue à l’heure 

actuelle (Kwan et al., 2009), et qu’il soit malheureusement techniquement impossible de 

supprimer cette population sur la base d’un ciblage du facteur Hb9 puisque ce facteur est aussi 

exprimé par les motoneurones, il semble aujourd’hui hautement probable qu’une partie des 

interneurones Hb9 puisse contribuer à l’élaboration du rythme locomoteur au sein des réseaux 

moteurs spinaux en acquérant des propriétés de neurone oscillant (Butera et al., 1999). 

 

 L’ensemble des données accumulées sur les interneurones moteurs met en évidence 

l’existence d’un réseau complexe (pour revue voir Kiehn & Dougherty, 2013). Bien que ce 

réseau fasse l’objet de nombreuses études utilisant des techniques toujours plus poussées et 

précises, l'identification des neurones à l'origine du rythme locomoteur reste aujourd’hui 

encore une énigme. L’apparition de nouvelles techniques, génétiques, moléculaires et 

optogénétiques permettra certainement de dynamiser et de pousser plus avant les recherches 

dans ce domaine (Hägglund et al., 2010; 2013). 

 

b. Les motoneurones : sorties motrices de la moelle 

 Les motoneurones constituent à eux seuls «La» voie de sortie de l’information 

motrice. En effet, c’est par ces neurones que le signal moteur initié et contrôlé par les 

structures supraspinales, puis élaboré par les CPGs spinaux, va activer les muscles appropriés 

et permettre la réalisation des mouvements (pour revue : Kanning et al., 2010; Marin & 

Zytnicki, 2011). 

 Les motoneurones ont fait l’objet de très nombreuses études, depuis leur mise en 

évidence chez le xénope et les mammifères (Koelliker, 1862; Kühne, 1863), jusqu’à 

aujourd’hui. Les très nombreux travaux visant à les étudier permettent aujourd’hui de disposer 
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d’une véritable palette de connaissances de ces neurones, de leurs propriétés, et des différents 

sous-types qui les composent. 

 Les motoneurones des vertébrés sont des neurones cholinergiques qui expriment le 

facteur de transcription Hb9, commun avec les interneurones Hb9 (Arber et al., 1999). La 

spécificité des motoneurones par rapport aux autres types neuronaux du SNC est que leur 

axone projette à l'extérieur de celui-ci, parfois sur de très longues distances. De plus, les 

motoneurones, émettent des collatérales d'axone sur les cellules de Renschaw, cellules 

inhibitrices qui contactent à leur tour les motoneurones. Ce circuit court permet un contrôle 

permanent de l'activité motoneuronale. 

Les motoneurones, eu égard à leurs propriétés membranaires et aux nombreuses 

synapses qu’ils reçoivent, ne font pas que simplement transmettre la commande locomotrice 

au muscle mais constituent un dernier relais majeur d’intégration de la sortie motrice. En 

effet, les motoneurones spinaux possèdent la capacité de décharger et d’émettre des potentiels 

d’action (PA) de manière soutenue (Perrier & Hounsgaard, 2000; Brownstone, 2006; 

Heckman et al., 2008). Cette capacité est sous-tendue par des courants entrants persistants, ou 

PICS de l’anglais « Persistent inward currents » (Granit et al., 1963; Kernell, 1965). Ces 

courants dépolarisants entrants sont activés aussi longtemps que la membrane du 

motoneurone est dépolarisée (ElBasiouny et al., 2010), ce qui permet aux motoneurones de 

produire des potentiels d’action de manière soutenue en réponse à une brève stimulation 

synaptique (Schwindt & Crill, 1980a; 1980b; Hounsgaard & Mintz, 1988; Hounsgaard et al., 

1988). Une hyperpolarisation brève du potentiel de membrane suffit alors à stopper ces 

courants dépolarisants (Hounsgaard & Mintz, 1988; Hounsgaard et al., 1988; Kuo et al., 

2003; Bui et al., 2008). Cette faculté à émettre des « potentiels de plateaux », lors d’une brève 

excitation du motoneurone (Hultborn et al., 1975; Schwindt & Crill, 1980a; Hounsgaard et 

al., 1984; Crone et al., 1988; Bennett et al., 1998) est dépendante du contrôle 

neuromodulateur monoaminergique des réseaux spinaux par les voies supraspinales 

(Hounsgaard & Mintz, 1988; Conway et al., 1988; Hounsgaard & Kiehn, 1989; Perrier & 

Delgado-Lezama, 2005; ElBasiouny et al., 2010). On peut notamment distinguer deux types 

de courants sous-tendant les PICS : les courants calciques persistants et les courants les 

courants sodiques persistants (Hounsgaard et al., 1988; Hounsgaard & Kiehn, 1993; Booth & 

Rinzel, 1995; Carlin et al., 2000; Lee & Heckman, 2001; Li & Bennett, 2003; Heckman et al., 

2003; Bui et al., 2006; Li et al., 2006; Carlin et al., 2009; Perrier et al., 2013). 

 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 8 Tableau récapitulatif des principales caractéristiques des motoneurones alpha 
de type rapide ("fast") et lent ("slow") et des motoneurones gamma. 
(Modifié d'après Kanning et al., 2010). 
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b1. Les motoneurones α, β et γ 

 Historiquement, les travaux d’Erlanger et Leksell (Erlanger & Bishop, 1926; Leksell, 

1945), chez le xénope et le chat respectivement, ont permis de mettre en évidence l’existence 

de deux sous types de motoneurones, sur la base de la taille de leur axone et de leur rôle dans 

les différentes composantes de la réponse motrice (en termes de délai et d’intensité 

notamment) : les motoneurones alpha (α) et gamma (γ). Ces deux sous-types de motoneurones 

se sont révélés exprimer des caractéristiques totalement différentes, ce qui a permis d’adopter 

définitivement cette subdivision comme nomenclature courante (Figure 8). Enfin, un 

troisième sous-type de motoneurone a été identifié plus tardivement : les motoneurones bêta 

(β), qui présentent des caractéristiques intermédiaires, entre les motoneurones α et γ. 

 

 Les motoneurones α sont les plus nombreux. Ils sont caractérisés par un plus gros 

corps cellulaire, ainsi qu’un axone de plus large diamètre que les autres types de 

motoneurones. L’activation des motoneurones α permet la contraction des fibres musculaires 

squelettiques extrafusales qu’ils innervent, avec assez de force pour mettre le squelette en 

mouvement, ce sont eux qui sont responsables de la contraction musculaire et de la mise en 

mouvement. L’étude des propriétés contractiles des fibres musculaires qu'ils connectent a 

permis de les subdiviser en trois types (Burke et al., 1971; 1973): 

- Les motoneurones qui connectent des fibres à contraction rapide (type IIb), fatigables, 

de l’anglais « fast-twitch, Fatigable » (FF) possèdent, parmi les motoneurones α, les plus gros 

corps cellulaires, une arborisation dendritique très importante et les axones les plus larges et 

myélinisés, leur permettant de conduire le signal très rapidement. Ces motoneurones α FF 

contactent les fibres musculaires de type IIb afin de réaliser une contraction musculaire forte 

et rapide mais de courte durée. En effet, ces neurones regroupent des caractéristiques 

(Figure 8) leur permettant d’induire des mouvements répondant à des stimuli 

environnementaux qui nécessitent d’activer un muscle très rapidement et avec beaucoup de 

force, de façon transitoire cependant. 

- Les motoneurones qui connectent les fibres de type IIa à contraction rapide résistant à 

la fatigue, ou « Fast-twitch, Fatigue-Resistant » (FR) sont légèrement plus petits que les FF. 

L’activation de ces neurones permet, comme pour les FF, d’induire une contraction puissante 

et rapide des muscles, mais qui peut être maintenue dans le temps. Cette caractéristique 

permet notamment à ces neurones d’activer des muscles posturaux, qui nécessitent souvent 

une contraction durable. 
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- Les motoneurones qui connectent les fibres de type I à contraction lente résistant à la 

fatigue, ou « Slow-twitch, Fatigue-resistant » (S) sont les plus petits des motoneurones α et 

permettent une contraction moins puissante, mais durable, des muscles squelettiques 

(Figure 8). 

Les motoneurones γ innervent les fibres musculaires intrafusales, et sont de plus petit 

diamètre que les motoneurones α. Il a été mis en évidence deux sous-types de motoneurones γ 

suivant le type de fibre qu’ils innervent : Ia ou II (Hunt, 1954). Globalement, il est considéré 

que les motoneurones γ permettent d’adapter la réponse musculaire en fonction de l’étirement 

des fibres musculaires (Hunt & Kuffler, 1951; Kuffler et al., 1951). En effet, lorsque l’animal 

veut effectuer un mouvement, les motoneurones α vont permettre d’activer les fibres 

extrafusales, induisant le raccourcissement du muscle et donc sa contraction. L’activation des  

motoneurones γ permet alors d’empêcher le relâchement des fuseaux neuromusculaires en 

activant les fibres intrafusales en mettant en jeu une boucle sensorielle (Kanning et al., 2010). 

De plus, les motoneurones γ joueraient un rôle dans les proprioceptions statiques et 

dynamiques. 

 

 Les motoneurones β, quant à eux, innervent à la fois des fibres extra et intrafusales. Ce 

sous-type de motoneurone a été mis en évidence chez les amphibiens (Smith et al., 1973) puis 

leur présence chez les mammifères a pu être confirmée chez le chat, le rat et la souris (Bessou 

et al., 1963a; 1963b; Kidd, 1964; Brown et al., 1965). Bien que leur rôle soit encore mal 

défini, on peut supposer que ces motoneurones agissent en complément à la fois des 

motoneurones α et γ (Kanning et al., 2010; Marin & Zytnicki, 2011). 

 

b2. Le principe de taille 

 Les fibres musculaires constituant les muscles exprimant des propriétés contractiles 

variées, l’ordre dans lequel celles-ci vont être recrutées par les motoneurones est important à 

la fois pour générer une graduation de la contraction, et pour une meilleure efficacité 

métabolique. 

 Le recrutement des motoneurones eux-mêmes dépend de nombreux facteurs avec, en 

premier lieu, les capacités de leur membrane plasmique. En effet, la résistance de la 

membrane d’un neurone à un stimulus électrique permet de déterminer un seuil à partir 

duquel le neurone pourra être activé et produire un potentiel d’action. Cette résistance est elle-

même déterminée par différents paramètres, parmi lesquels la morphologie et la taille du 

neurone. C’est justement sur cette dernière caractéristique, qu’est basé le principe d’ordre de 
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recrutement décrit par Henneman (Henneman, 1957), appelé « principe de taille ». Selon lui, 

la mise en jeu des motoneurones dans l’action motrice est à la fois fonction de leur diamètre et 

de leur excitabilité : lors d’une activité motrice nécessitant le recrutement d’un nombre de 

fibres musculaires de plus en plus important, les motoneurones les plus excitables seront 

activés les premiers. Ainsi, les petits motoneurones (type S) seraient mis en jeu les premiers 

lors d’une action motrice, suivraient les motoneurones FR et enfin, lorsque l’action 

nécessiterai plus de puissance, les FF. 

 

4. Neuromodulation et adaptabilité de la locomotion 
 Les réseaux spinaux que nous avons décrits permettent donc, par la mise en jeu des 

différents acteurs cellulaires, de générer une commande motrice fine et contrôlée. Cependant, 

les contraintes internes et externes, en provenance de l’organisme lui-même ou de son 

environnement, nécessitent une adaptation permanente de la locomotion à court, moyen et 

long terme. Ces mécanismes adaptatifs reposent en grande partie sur la mise en jeu des 

différents systèmes sensoriels, ou bien de processus de maturation et de réorganisation 

lorsqu'une adaptation à plus long terme est nécessaire, mécanismes que nous n’aborderons pas 

dans ce mémoire, mais aussi sur les différentes influences neuromodulatrices reçues par les 

réseaux spinaux. 

 

Les réseaux neuronaux locomoteurs sont en effet soumis en permanence à l’influence 

de nombreux systèmes de neurochimiques, qui modulent leur activité et permettent de 

configurer la dynamique des assemblages neuronaux afin de produire des réponses motrices 

diverses et adaptées (Marder & Thirumalai, 2002), on parle alors de systèmes 

neuromodulateurs. Il est aujourd’hui bien connu que ces systèmes neuromodulateurs jouent 

un rôle essentiel dans l’adaptation de l’action motrice aux différentes contraintes exercées sur 

l’organisme (pour revue voir Sillar & Miles, 2011). Ce rôle essentiel a été synthétisé par 

Harris-Warrick et Marder en 1991, qui vont jusqu’à affirmer que « les réseaux anatomiques 

dans le système nerveux sont un squelette qui ne prend vie que lorsque les influences 

modulatrices viennent agir dessus » (Harris-Warrick & Marder, 1991). Les neuromodulateurs 

agissent à la fois sur les propriétés membranaires des neurones et les connexions synaptiques 

qu’ils établissent entre eux afin de modifier leur efficacité et de moduler plus ou moins 

fortement l'activité qu'ils produisent pour rendre la fonction locomotrice produite adaptée. Les 

différents systèmes neuromodulateurs apportent un degré de flexibilité supplémentaire au 

fonctionnement du système locomoteur spinal. Ce mode de modulation d’activité motrice est 
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aussi varié que le nombre de systèmes neuromodulateurs existants et que la diversité de leurs 

sites d’actions sont importants. 

 

 La différence entre un neurotransmetteur et un neuromodulateur est ténue. En effet, 

selon wikipedia : « La neuromodulation est le processus par lequel plusieurs classes de 

neurotransmetteurs régulent différentes populations de neurones. Contrairement à la 

transmission synaptique rapide, dans lequel un neurone présynaptique influence directement 

un partenaire postsynaptique, les neuromodulateurs sécrétés par un petit groupe de neurones 

diffusent à travers de vastes zones du système nerveux et vont affecter plusieurs neurones. » 

Nous basant sur cette définition, nous avons considéré dans le cadre de ce mémoire que le 

glutamate, le GABA et la glycine, neurotransmetteurs responsables de la transmission 

synaptique rapide ne pouvaient être déterminés comme des neuromodulateurs. Il est 

cependant à noter que le spillover de glutamate observé lors de décharges massives des 

neurones présynaptiques va induire une action à distance du glutamate sur les synapses 

environnantes (Nie & Weng, 2009; Shen et al., 2014). Il est de même pour le GABA via 

l’activation de ses récepteurs GABAB (Destexhe & Sejnowski, 1995). 

 

a. Le système cholinergique 

 Le système cholinergique a été l’un des premiers décrit dans le SNC (Eccles, 1969; 

Hiley & Burgen, 1974; Shute & Lewis, 1975). L’acétylcholine (Ach) est un neurotransmetteur 

formé à partir de l’acétylation de la choline, réaction catalysée par une enzyme appelée 

choline acétyl-transferase (ChAT). L’Ach est impliquée dans de nombreux processus tels que 

la mémoire, la douleur et la motricité (Taylor et al., 1982; Smith et al., 1988; Gillberg et al., 

1989; Hartvig et al., 1989; Kurihara et al., 1993; Cowley & Schmidt, 1994). Le système 

cholinergique tient une place très importante au sein des réseaux locomoteurs puisque les 

motoneurones, et certains interneurones spinaux sont cholinergiques. 

 

Caractéristiques du système cholinergique 

 L’Ach joue un rôle clef dans les réseaux moteurs spinaux (Huang et al., 2000; Miles et 

al., 2007; pour revue : Miles & Sillar, 2011). Elle est libérée par les motoneurones au niveau 

de la jonction neuromusculaire afin d’induire la contraction musculaire, ainsi que sur les 

cellules de Renschaw via les collatérales. En plus des motoneurones, quatre autres 

populations de neurones cholinergiques spinaux ont été mis en évidence : les interneurones 

intermédio-latéraux (IML), les cellules de partition, des neurones situés autour du canal 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 9 Les neurones cholinergiques dans la moelle épinière lombaire de souris. 
Les différentes populations neuronales cholinergiques sont révélées par un immunomarquage 
DAB (A) ou fluorescent de la choline-acétyl-transferase (ChAT) sur des coupes de moelle 
épinière lombaire de souris adulte (A) ou nouveau-né (B1 et B2). Les motoneurones (Mn) se 
situent dans la partie la plus ventrale de la moelle dans la lamina IX. Les autres populations 
cholinergiques de la moelle sont constituées par les interneurones autour du canal central 
(CC) caractérisés par le facteur de transcription Pitx2 (lamina X), les cellules de partition 
(lamina VII), et les intermédio-latéraux (IML) dans la partie périphérique de la lamina VII. 
On peut également distinguer quelques neurones cholinergiques dans les couches dorsales 
superficielles (A et B2). 
(B1 et B2 d'après Bertrand et al., 2011). 
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central (lamina X) et quelques neurones des couches dorsales superficielles (Huang et al., 

2000; Zagoraiou et al., 2009). Ces populations ont notamment été localisées par 

immunohistochimie sur des tranches de moelles épinières en ciblant des composants du 

système cholinergique (enzymes de synthèse, transporteurs vésiculaire…) (Barber et al., 

1984) (Figure 9). Il a récemment été mis en évidence que les interneurones cholinergiques 

situés autour du canal central expriment le facteur de transcription Pitx2 et connectent en 

passant, essentiellement de manière ipsilatérale, le corps cellulaire et les dendrites proximales 

des motoneurones α via de grosses synapses nommées « synapses en C », ou plus 

communément boutons en C (Li et al., 1995 ; Zagoraiou et al., 2009). À l’inverse, certains 

des interneurones de la lamina X ainsi que certaines cellules de partition sont des neurones 

commissuraux. Il a été montré que leur activation induisait une potentialisation à court terme 

de la transmission commissurale glutamatergique (Bertrand & Cazalets, 2011). 

 Au niveau post-synaptique, la réponse induite par la libération d’acétylcholine diffère 

suivant le type de récepteur exprimé. En effet, il existe deux types principaux de récepteurs 

cholinergiques, tous deux regroupant plusieurs sous-types de récepteurs : 

- les récepteurs nicotiniques : ce sont des récepteurs de type ionotropique. Lors de la 

fixation de l’acétylcholine, le récepteur change de conformation pour créer un canal et laisser 

passer des cations. On en distingue deux types : N1 exprimé dans les structures cérébrales et 

N2 exprimé au niveau des jonctions neuromusculaires. L’entrée de sodium (Na+) au niveau 

des fibres musculaires suite à la libération d’acétylcholine par les motoneurones induit une 

cascade d’événements intracellulaires conduisant à la contraction musculaire. 

- les récepteurs muscariniques : de type métabotropique, couplés aux protéines G, leur 

action est plus lente que celle induite par les récepteurs ionotropiques. Il existe 5 sortes de 

récepteurs muscariniques : M1, M2, M3, M4 et M5 exprimés de manière hétérogène dans le 

SNC (Wei et al., 1994) et qui peuvent induire soit une excitation soit une inhibition du 

neurone cible en fonction du type de protéine G à laquelle ils sont liés (Alaburda et al., 2002; 

Miles et al., 2007). Ainsi, les récepteurs M1, M3 et M5 sont couplés à une protéine G 

excitatrice (Gq), induisant la stimulation de la phospholypase C (PLC), tandis que les 

récepteurs M2 et M4 sont couplés à une protéine G inhibitrice (Gi/o) induisant une 

inactivation de l’adénylate cyclase et le blocage des canaux calciques (Hulme et al., 1990; 

Caulfield, 1993; Haga, 2013; Kruse et al., 2014). 

 

L’application d’Ach exogène ou d’un inhibiteur de son enzyme de dégradation sur la 

préparation in vitro de moelle isolée de rongeur nouveau-né induit l’expression d’une activité 



 
 
 
 

 
 
Figure 10 Modulation cholinergique de la locomotion 
A. Les interneurones V0c à l'origine des boutons en C qui connectent le corps cellulaire et les 
dendrites proximales des motoneurones sont situés autour du canal central. B. L'acétylcholine 
libérée au niveau de ces synapses active des récepteurs muscariniques de type 2 (m2R) au 
niveau de la membrane postsynaptique du motoneurone et entraine un blocage des courants 
potassiques dépendants du calcium (SK). C. L'activation des m2R induit ainsi une 
augmentation de la fréquence de décharge des motoneurones, notamment en diminuant 
l'hyperpolarisation suivant l'émission d'un potentiel d'action (AHP). D. Lors d'épisodes 
locomoteurs tels que la marche ou la nage, les interneurones V0C modulent l'activité des 
motoneurones, permettant ainsi un contrôle de la contraction musculaire, très probablement 
en mettant en jeu une boucle de régulation sensorielle. E. Ce système de retour sensoriel 
permet alors d'adapter la modulation motoneuronale passant par les boutons en C, au type de 
locomotion qu'il est nécessaire d'adopter (marche ou nage). F. L'activation du système 
cholinergique, permet de moduler l'activité enregistrée par EMG au niveau des muscles 
(Gastrocnemius, Gs et tibialis anterieur, TA), durant la marche ou la nage. Lorsque les 
boutons en C sont mis au silence (contrôle), le patron moteur est radicalement différent de 
celui que l'on obtient lors de la mise en jeu de ces synapses. 
(Adapté d'après Miles et Sillar, 2011). 
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motrice alternée droite et gauche mais présentant des défauts d’alternance de type 

fléchisseur/extenseur (Smith & Feldman, 1987; Smith et al., 1988; Cowley & Schmidt, 1994; 

Cowley & Schmidt, 1994; Anglister et al., 2008). 

Les interneurones V0c, à l’origine des boutons en C, sont actifs rythmiquement en 

phase avec l’activité des motoneurones lors d’un épisode de locomotion, ce qui suggère une 

implication de ces interneurones dans la modulation de l’excitabilité motoneuronale 

(Zagoraiou et al., 2009) (Figure 10). Les synapses en C ont été montrées comme 

systématiquement associées à l’expression du récepteur muscarinique de type 2 (M2) sur les 

motoneurones (Hellström et al., 2003; Wilson et al., 2004). Il a été montré que l’activation de 

ces récepteurs induit une augmentation de l’excitabilité des motoneurones (Figure 10) en 

bloquant les canaux potassiques dépendants du calcium (K+Ca) (Miles et al., 2007) et donc en 

diminuant l’AHP (d'« after hyperpolarisation » en anglais). L’AHP est une propriété des 

motoneurones de choix s’agissant de moduler le rythme locomoteur : sa réduction permet 

d’amplifier la capacité des motoneurones à être excités et permet par exemple de 

contrebalancer l’absence de signal supraspinal chez le chat décérébré (Brownstone et al., 

1992) ou sur la préparation de moelle épinière de rongeur isolée (Schmidt, 1994). L’utilisation 

d’agonistes (oxotrémorine) ou d’antagonistes (methoctramine) de la transmission 

muscarinique médiée par les M2 a permis de montrer que la modulation de l’activité des 

motoneurones peut être respectivement reproduite ou bloquée par ces composés (Miles et al., 

2007). Les boutons en C jouent donc un rôle prépondérant dans la neuromodulation des 

réseaux moteurs : plus précisément ils constituent le point effecteur permettant l’amplification 

de l’excitabilité motoneuronale par les interneurones cholinergiques lors d’épisodes 

locomoteurs, via l’activation des récepteurs M2 (Figure 10). 

 
b. Les monoamines 

 Les monoamines sont une famille de neuromodulateurs dérivés d’acides aminés ayant 

pour point commun l’expression d’un groupe éthylamine lié à un noyau aromatique et un 

système de dégradation commun mettant en jeu des enzymes monoamines oxydases (MAO-A 

et MAO-B). La famille des monoamines est vaste et comprend de nombreuses substances 

neuromodulatrices telles que l’histamine, la dopamine (DA), la noradrénaline (NA), 

l’adrénaline, la sérotonine (5-HT) ou encore la mélatonine. 

Ces neuromodulateurs jouent un rôle central dans le SNC où ils sont impliqués dans la 

modulation de nombreux circuits neuronaux tels que les systèmes de vigilance, de l’humeur, 

de récompense, de plaisir, mais aussi de la douleur et de la motricité (Viala & Buser, 1969; 
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Yaksh & Tyce, 1980; Hensler et al., 2013; Pearlstein, 2013; Hamon & Blier, 2013). Des 

altérations de ces systèmes monoaminergiques sont impliquées dans de nombreuses 

pathologies telles que la dépression, les troubles psychiatriques, mais aussi dans la maladie de 

Parkinson. En plus de leur implication dans la régulation de l’activité motrice au niveau des 

circuits supraspinaux des ganglions de la base, les monoamines contrôlent et modulent les 

circuits moteurs spinaux via les voies descendantes (Barbeau & Rossignol, 1991; Gerin et al., 

1995; Gerin & Privat, 1998; Jordan et al., 2008). L’application exogène de monoamines est 

depuis longtemps utilisée sur différents modèles animaux afin d’initier une activité 

locomotrice (Viala & Buser, 1969; Barbeau et al., 1987; Barbeau & Rossignol, 1991; Cazalets 

et al., 1992a; Kiehn & Kjaerulff, 1996; Chau et al., 1998; Marcoux & Rossignol, 2000; 

Musienko et al., 2011). Différentes études ont, de plus, pu mettre en évidence le rôle central 

joué par les monoamines dans la mise en place et la maturation des réseaux spinaux au cours 

du développement (Schmidt & Jordan, 2000; Vinay et al., 2002; Pearlstein, 2013). Ces 

travaux ont permis d’identifier deux sous-familles de monoamines particulièrement 

impliquées dans les circuits moteurs et que nous nous sommes donc attachés à étudier plus 

spécifiquement : les tryptamines, et principalement la 5-HT, et les catécholamines regroupant 

la DA et ses dérivés. 

 

b1 La sérotonine 

 La sérotonine est une hormone, agissant comme neuromodulateur au sein du SNC. 

Elle est formée à partir de l’hydroxylation puis de la décarboxylation d’un acide aminé : le 

tryptophane. La 5-HT agit sur des récepteurs nommés 5-HT1 à 5-HT7, pour la plupart couplés 

à des protéines G, qui permettent de moduler l’activité des neurones post-synaptiques. 

Comme toutes les monoamines, la 5-HT est dégradée par les enzymes MAO en acide 5-

hydroxy-indol-acétique (5-HIAA) qui est ensuite éliminé par l’organisme. 

 Chez les mammifères, la majorité des neurones sérotoninergiques projetant sur la 

moelle épinière ont leurs corps cellulaires localisés au niveau du raphé et de la formation 

réticulée médiane dans le tronc cérébral (Dahlström & Fuxe, 1964; Carlsson et al., 1964; 

Dahlström & Fuxe, 1965; Halaris et al., 1976; Levitt & Moore, 1978). Ces neurones émettent 

des axones qui vont projeter jusqu’aux neurones de la moelle épinière via différentes voies 

descendantes afin de moduler leur activité. Ces fibres descendantes sont mises en place au 

cours du développement embryonnaire et dans la première semaine postnatale (Ballion et al., 

2002). Au niveau spinal, différents types de récepteurs sérotoninergiques sont exprimés : les 

récepteurs 5-HT1, majoritairement, qui sont particulièrement impliqués dans la modulation 
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des neurones dorsaux (Monroe & Smith, 1983) ; les récepteurs 5-HT2 qui sont au contraire 

plutôt exprimés dans la moelle ventrale (Huang & Peroutka, 1987; Marlier et al., 1991; Fone 

et al., 1991; Pompeiano et al., 1994) ; les récepteurs 5-HT3 dont le rôle reste encore à préciser 

mais qui seraient plutôt exprimés au niveau dorsal et des afférences (Laporte et al., 1995; 

Morales et al., 1998) ; et enfin les 5-HT7 qui ont été proposés comme récepteurs impliqués 

dans l’activation des CPGs locomoteurs (Cina & Hochman, 1998; Honda & Ono, 1999; pour 

revue : Schmidt & Jordan, 2000). 

 Chez les mammifères, l’application de sérotonine sur la préparation de moelle épinière 

isolée in vitro induit la genèse d’une activité rythmique alternée lente présentant les mêmes 

coordinations que la locomotion (Harris-Warrick & Cohen, 1985; Cazalets et al., 1990; 

1992a; Kiehn & Kjaerulff, 1996; Madriaga et al., 2004; Liu & Jordan, 2005). La période de 

ce rythme locomoteur varie en fonction de la concentration de sérotonine qui est 

appliquée (Cazalets et al., 1992a). De par ses capacités à induire un rythme locomoteur 

robuste, la 5-HT est aujourd’hui très largement utilisée en association avec des agonistes des 

récepteurs glutamatergiques (NDMA), avec ou sans DA, sur la préparation de moelle isolée 

de rongeur nouveau-né afin de déclencher pharmacologiquement des épisodes d’activité 

locomotrice (Kudo & Yamada, 1987b; Smith et al., 1988; Cazalets et al., 1995). 

De façon intéressante, il a été montré qu’au sein des réseaux spinaux, les monoamines, 

et notamment la sérotonine, ont des effets modulateurs différents suivant qu’ils agissent sur la 

moelle ventrale ou la moelle dorsale (Hammar et al., 2004; 2007; Barrière et al., 2008; 

Heckman et al., 2009; ElBasiouny et al., 2010), probablement lié au fait que les récepteurs, et 

donc les protéines G exprimées varient entre ces deux régions de la moelle. Il a de plus été 

montré que la modulation sérotoninergique était dépendante de l’état neuromodulateur des 

connexions neuronales ciblées, et notamment de la transmission GABAergique (Hammar et 

al., 2004; Barrière et al., 2008). Au niveau de la moelle dorsale, il a été montré que les 

monoamines, et notamment la sérotonine, ont un effet inhibiteur sur les signaux sensoriels 

transmis aux motoneurones en diminuant la transmission synaptique (Cleland & Rymer, 

1990; Jankowska, 1992; Miller et al., 1995; Jacobs & Fornal, 1997; Clarke & Harris, 2002). 

Au niveau ventral, la sérotonine a un effet excitateur sur les motoneurones, mais aussi sur les 

interneurones (Hammar & Jankowska, 2003) en agissant sur différentes propriétés 

intrinsèques des motoneurones : elle facilite les PICS (Lee & Heckman, 1999), dépolarise la 

membrane neuronale, diminue l’amplitude de l’AHP (Berger et al., 1992) et augmente le 

courant Ih (Hsiao et al., 1997), un courant rectifiant entrant (Na+ et K+) activé par 

l’hyperpolarisation de la membrane des neurones (Kiehn & Harris-Warrick, 1992; Larkman & 
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Kelly, 1997). La sérotonine permet donc d’augmenter l’excitabilité neuronale en augmentant 

le gain du ratio fréquence/courant (ElBasiouny et al., 2010) et donc de recruter, ou 

d’augmenter la dépolarisation des motoneurones afin d’activer les fibres musculaires 

(Schwindt & Crill, 1980a; Berger et al., 1992; Lindsay & Feldman, 1993; Hultborn, 1999; 

Heckmann et al., 2005; Li et al., 2006; Heckman et al., 2008; ElBasiouny et al., 2010; Perrier 

et al., 2013). L’application exogène de 5-HT sur les préparations de moelle épinière isolée in 

vitro va donc permettre « d’imiter » l’action des voies descendantes sur les réseaux spinaux 

ventraux et d’augmenter l’excitabilité des motoneurones. 

 

b2. Les catécholamines 

 Les catécholamines, comme les tryptamines, sont des hormones agissant comme des 

neuromodulateurs dans le SNC. Elles sont issues de l’hydroxylation d’un acide aminé : la 

tyrosine, en DOPA puis de la décarboxylation de celui-ci en DA. La DA est le précurseur de 

la noradrénaline et de l’adrénaline qui sont obtenues respectivement par hydroxylation (NA) 

puis ajout d’un groupement méthyl (Adrénaline). Comme les autres monoamines, le 

mécanisme de dégradation des catécholamines fait intervenir des MAO, mais elles possèdent 

aussi une enzyme de dégradation qui leur est spécifique : la catéchol-O-méthyltranferase 

(COMT). 

 Tout comme la sérotonine, les catécholamines, et plus particulièrement la dopamine et 

la noradrénaline, jouent un rôle prépondérant dans la modulation des circuits neuronaux 

spinaux via les voies descendantes (Fung et al., 1991; White et al., 1991; Gerin et al., 1995; 

Gerin & Privat, 1998; Jordan et al., 2008; Sharples et al., 2014). Ces deux neuromodulateurs 

sont capables d’induire des épisodes d’activité locomotrice lorsqu’ils sont appliqués de façon 

exogène chez un animal intact ou spinalisé (Barbeau & Rossignol, 1991; 1994; Rossignol et 

al., 1998; Barbeau & Rossignol, 1991; Marcoux & Rossignol, 2000). 

 

b21. La dopamine 

 Les voies dopaminergiques impliquées dans la modulation des réseaux moteurs 

spinaux sont issues de neurones situés dans les régions notées A10 à A13, au niveau de 

l’hypothalamus (Björklund & Skagerberg, 1979; Lindvall et al., 1983; Skagerberg & 

Lindvall, 1985; Qu et al., 2006; Pappas et al., 2008). Les récepteurs à la DA sont au nombre 

de 5 (D1 à D5), et sont généralement classés en deux familles : les « D1-like » (comprenant 

les D1 et D5) couplés à une protéine Gs qui induit une dépolarisation des neurones et les 

« D2-like » (D2, D3 et D4), couplés à une protéine Gi, qui, à l’inverse hyperpolarisent les 
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neurones post-synaptiques (Missale et al., 1998). Ces 5 types de récepteurs sont exprimés 

dans la moelle épinière, préférentiellement dans la corne ventrale, avec une distribution 

antero-postérieure hétérogène mais qui reste à définir plus précisément (Karoum et al., 1981; 

Levant & McCarson, 2001; Zhu et al., 2007). 

 La plupart des études visant à étudier le rôle joué par le système dopaminergique dans 

la locomotion ont été réalisées in vitro (Whelan et al., 2000; Barriere et al., 2004; Christie & 

Whelan, 2005; Gordon & Whelan, 2006; Humphreys & Whelan, 2012). L’application de DA 

sur la préparation de moelle épinière in vitro induit l’expression d’activités motrices 

rythmiques (Kiehn & Kjaerulff, 1996; Barriere et al., 2004) assimilables à des patrons 

moteurs mais avec un rythme très lent (Sqalli-Houssaini & Cazalets, 2000). Il a été proposé 

que cette lenteur puisse être due à la stimulation simultanée des récepteurs D1 et des D2 dont 

les effets sont opposés (Sharples et al., 2014). L’application conjointe de DA avec des 

agonistes glutamatergiques, et/ou de la 5-HT constitue aujourd’hui le cocktail 

pharmacologique le plus utilisé afin d’induire un rythme locomoteur, mimant celui observé in 

vivo, sur la préparation de moelle épinière isolé in vitro de rongeur nouveau-né. (Kiehn & 

Kjaerulff, 1996; Sqalli-Houssaini & Cazalets, 2000; Whelan et al., 2000; Barriere et al., 2004; 

Gordon & Whelan, 2006; Humphreys & Whelan, 2012). L’utilisation simultanée de ces 

différents composés neuroactifs est soutenue par le fait qu’in vivo, ces neuromodulateurs 

agissent de manière combinée lors du déclenchement de la locomotion (Marder, 2012). 

 La dopamine, comme la sérotonine, est un neuromodulateur essentiel à la genèse et à 

l’adaptation du patron locomoteur. Cependant, bien que son action sur les récepteurs de type 

D1 semble directement impliquée dans l’initiation de la locomotion (Barriere et al., 2004; 

Lapointe & Guertin, 2008; Lapointe et al., 2009), le rôle joué par les récepteurs de type D2 

dans la moelle épinière reste aujourd’hui encore à élucider davantage. 

 

b22. La noradrénaline 

 Les neurones noradrénergiques projetant sur la moelle épinière trouvent leur origine au 

niveau du locus coeruleus, et des aires A5, A6 et A7 (Blessing & Chalmers, 1979; Fritschy & 

Grzanna, 1990; Proudfit & Clark, 1991). L’organisation des projections de ces différentes 

aires laisse supposer que les neurones issus de A7 seraient préférentiellement impliqués dans 

la régulation de la fonction motrice (Sharples et al., 2014). 

 Au niveau spinal la noradrénaline agit sur deux types de récepteurs (alpha et bêta) afin 

de moduler l’activité des neurones moteurs. Contrairement aux autres monoamines abordées, 

la NA appliquée seule, in vitro, ne permet pas d’induire un patron moteur stable sur la moelle 
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épinière de rat nouveau-né (Kiehn et al., 1999; Sqalli-Houssaini & Cazalets, 2000). 

Cependant, les récepteurs alpha et bêta semblent impliqués dans l’adaptation du rythme 

locomoteur induit par d’autres composés pharmacologiques : les premiers ont été montrés 

comme accélérateurs du rythme et les seconds comme ralentisseurs (Kiehn et al., 1999; 

Sqalli-Houssaini & Cazalets, 2000). La présence en abondance de fibres noradrénergiques 

autour des motoneurones laisse supposer que celles-ci agiraient comme modulateur 

directement au niveau des neurones de sorties motrices, et non pas sur les CPGs locomoteurs 

(Fung et al., 1991; White et al., 1991; Rajaofetra et al., 1992b). Des études ont permis de 

montrer que l’application de NA exogène aurait un effet neuromodulateur proche de celui de 

la sérotonine sur les propriétés membranaires des motoneurones (Barrière et al., 2008; 

ElBasiouny et al., 2010), ce rôle restant tout de même à explorer plus finement concernant le 

rôle physiologique de la NA endogène. 

 

 

 

 

La locomotion, faculté essentielle à la survie de toute espèce animale, repose donc sur 

la mise en jeu de nombreux acteurs cellulaires, organisés en réseaux complexes qui génèrent 

une action précise, adaptée et régulée finement en permanence. Ces réseaux neuronaux, bien 

qu’étudiés extensivement depuis de nombreuses décennies, gardent aujourd’hui encore une 

part de mystère. Sans cesse sollicités par l’organisme, leur incroyable capacité d’adaptation 

leur permet de supporter les changements morphologiques, environnementaux, d’habitude ou 

d’apprentissage afin de procurer à l’individu, tout au long de sa vie, un moyen de se mouvoir. 

Il arrive cependant parfois que des dysfonctionnements viennent entacher cette inépuisable 

machinerie motrice. Souvent sévères, et à l’issue fatale, plusieurs pathologies affectant 

préférentiellement les réseaux moteurs spinaux ont été décrites chez l’homme et l’animal. 

C’est le cas de la sclérose latérale amyotrophique (SLA), maladie neurodégénérative qui 

atteint le système locomoteur à différents niveaux : les structures supraspinales (le cortex 

moteur), la moelle épinière (les motoneurones) et les muscles effecteurs. Cette pathologie 

sévère du motoneurone affecte des milliers de nouveaux patients chaque année de par le 

monde, réduisant leur espérance de vie à quelques années sans que l'on puisse encore ni la 

maîtriser, ni en comprendre parfaitement les mécanismes sous jacents. 
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Mon travail de thèse s’est donc articulé autour de l’étude de cette pathologie, et plus 

précisément des mécanismes dégénératifs et des modifications physiopathologiques des 

réseaux neuronaux qu’elle induit. Ce projet a vu le jour au sein d’une équipe spécialisée dans 

l’étude et la caractérisation des réseaux neuronaux spinaux ce qui m’a permis d’appuyer mes 

recherches sur de solides bases de connaissances à la fois des réseaux impliqués dans la 

genèse de la fonction locomotrice, mais aussi de bénéficier de l’expertise technique du 

laboratoire. C’est dans ce cadre de connaissances globales de la locomotion, des réseaux 

neuronaux qui la sous-tendent et des techniques permettant son étude que nous nous sommes 

intéressés aux processus physiopathologiques mis en jeu dans la SLA. Bien que beaucoup 

reste à faire, cette maladie complexe a été largement étudiée et caractérisée au cours des 

dernières décennies et le chapitre suivant sera consacré à la présentation des connaissances 

accumulées et des pistes de recherches concernant la SLA et les processus neurodégénératifs 

qu’elle met en jeu. 
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II. La sclérose latérale amyotrophique : 
 
1. Définition 
 La sclérose latérale amyotrophique (SLA) est une maladie neurodégénérative fatale 

caractérisée par une dégénérescence progressive et sélective des neurones moteurs du cortex, 

et des motoneurones (Mns) du tronc cérébral et de la moelle épinière (ME). Aussi appelée 

"maladie de Charcot", du nom du clinicien et neurologue Jean-Martin Charcot à l'origine de sa 

description à la fin du 19ème siècle (Charcot & Joffroy, 1869), cette pathologie suit une 

évolution rapide, liée à la perte progressive des neurones : elle débute par des déficits moteurs 

suivis d’une atrophie musculaire, menant à une paralysie totale en fin de vie (Charcot & 

Joffroy, 1869; Gordon, 2013). Les premiers symptômes moteurs, apparaissent le plus souvent 

autour de 50-55 ans chez l'homme et le décès du patient intervient dans un délai de 1 à 5 ans 

suivant le diagnostic, le plus souvent par insuffisance respiratoire (pour revue : Robberecht & 

Philips, 2013). 

 

2. Description clinique et épidémiologie 
 Dépendamment du type de neurones moteurs touchés, deux grands types de 

symptômes peuvent être observés chez les patients SLA : ceux qui sont liés à la 

dégénérescence des motoneurones spinaux tels que des faiblesses musculaires progressives, 

une atrophie des muscles, des fasciculations et des raideurs musculaires au niveau des 

membres et ceux attribués à la perte des neurones moteurs du cortex comme le 

développement d’une spasticité ainsi que la mise en place de réflexes tendineux exagérés. 

 On distingue classiquement deux formes principales de SLA suivant le niveau 

d'atteinte des neurones : 1) une forme spinale qui débute par la dégénérescence des Mns de la 

ME et se caractérisant par une atteinte des membres; et 2) une forme bulbaire touchant les 

Mns du tronc cérébral (Tan et al., 1986; Hillel & Miller, 1989; Pradat & Bruneteau, 2006a; 

2006b; McDermott & Shaw, 2008). Ainsi, dépendamment de son site d'initiation, la maladie 

va se manifester par des difficultés à marcher ou à saisir des objets pour la forme spinale, ou 

des troubles de la déglutition, de la parole associés ou non à une hypersialorhée pour la forme 

bulbaire. Cependant, l'apparition de ces symptômes varie d'un patient à l'autre. Chez 

approximativement 2/3 des patients présentant une SLA à départ spinal, celle-ci va se 

propager au niveau bulbaire au cours de l'évolution de la maladie. 
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 La SLA n'est pas clairement associée à des troubles cognitifs, bien que 50 % des 

patients soient identifiés comme souffrant de troubles mineurs (difficultés à planifier, 

anticiper, organiser... (Abe et al., 1997; Lomen-Hoerth et al., 2003; Ringholz et al., 2005; 

Viader et al., 2014). Les taux de patients SLA anxieux ou dépressifs sont considérés comme 

relativement bas étant donné le choc que peut entraîner le diagnostic de la maladie (Kim, 

1989; Brocq et al., 2006). À ce jour, aucune corrélation entre l'état dépressif des patients et 

l'évolution/l'apparition de la maladie n'a été mise en évidence (Kurt et al., 2007). 

La dégénérescence neuronale observée dans la SLA semble restreinte aux neurones 

contrôlant les muscles squelettiques. En effet, les patients SLA ne présentent pas de défaut de 

contrôle de leurs différents sphincters, ni de modification de leurs capacités sensorielles. De 

manière très intéressante, il a été montré que parmi les différentes populations de neurones 

moteurs, 4 résistent systématiquement à la dégénérescence induite lors du développement 

d'une SLA : 

- Dans le tronc cérébral : les noyaux oculomoteur, trochléaire et abducens sont préservés, 

permettant notamment aux patients de conserver la fonction de mouvement des yeux et des 

paupières (Leveille et al., 1982; Reiner et al., 1995; Haenggeli & Kato, 2002). 

- Dans la moelle épinière, le noyau d'Onufrowicz qui contrôle les muscles périnéaux, des 

sphincters et de l'érection est lui aussi conservé (Mannen et al., 1977; 1981). 

 

 La raison de la préservation de ces neurones reste à ce jour inconnue, de même que les 

causes de l'apparition de la SLA. Les nombreux travaux portant sur la SLA ont permis de 

distinguer la forme familiale (fSLA), environ 10 % des cas (Camu et al., 1999) de la forme 

dite sporadique (sSLA), concernant 90 % des patients et pour laquelle aucun antécédent 

familial n'a été identifié (Byrne et al., 2011). En effet, bien que certains facteurs 

environnementaux semblent favoriser le développement de la SLA, aucun lien causal direct 

n'a à ce jour été identifié pour expliquer l'occurrence de la sSLA. Ces constatations reposent 

sur des études scientifiques ayant mis en évidence une corrélation entre différents facteurs de 

risque et l’apparition d’une sSLA (Chio et al., 2005; Armon, 2007; Harwood et al., 2009; 

Beghi et al., 2010). Le sport de haut niveau et les traumatismes physiques importants sont par 

exemple régulièrement mis en avant, et notamment dans la presse grand public, comme 

facteurs de risque. On peut citer en exemple le célèbre joueur de baseball Lou Gherig qui a 

donné son nom à la maladie aux Etats-Unis (maladie de Lou-Gherig) ou plus récemment 

l’ancien tennisman professionnel français Jérôme Golmard. Pourtant, ce point est très discuté 

au sein de la communauté scientifique, certains attribuant cet "effet" au fait que les sportifs de 



 

 

  
 INTRODUCTION GENERALE  

49 

haut niveau sont souvent plus médiatisés que la plupart des malades, donnant ainsi 

l'impression que la prévalence de la maladie est plus élevée dans la communauté sportive. De 

plus, quelques études ont mis en évidence des facteurs de risque augmentant la prédisposition 

à développer une sSLA, tels que l'exposition aux pesticides, aux métaux lourds, le tabac, 

l'alimentation, sans toutefois permettre d’en déterminer la causalité (Gallo et al., 2009; 

Bonvicini et al., 2010; Ahmed & Wicklund, 2011; Vinceti et al., 2012; Malek et al., 2012). 

 

 Bien que la SLA soit considérée comme une maladie rare, elle n'en reste pas moins la 

maladie neurodégénérative la plus fréquente après les maladies d'Alzheimer et de Parkinson. 

Dans le monde, l'incidence de la SLA est de 2 nouveaux cas diagnostiqués par an pour 100 

000 habitants (120 000 nouveaux cas par an; Boillee et al., 2006), la prévalence (nombre de 

personnes atteintes) est de 5 à 7 pour 100 000 personnes, ce qui est plutôt faible du fait de 

l’extrême rapidité d’évolution de la maladie (McDermott & Shaw, 2008). En France, on 

dénombre 3 à 4 nouveaux cas par jour, soit un toutes les 7 heures environ. On constate une 

légère prédominance masculine mais cette tendance tend à s'égaliser, d'autant que la 

prédominance diffère suivant le type de SLA développée. Une augmentation globale de 

l'incidence de 200 % ces 50 dernières années a été constatée (Swash & Desai, 2000). Cette 

observation peut s'expliquer d'une part par l'augmentation de l'espérance de vie des 

populations, et d'autre part à l'élaboration de meilleurs critères de diagnostic. Cependant, au 

même titre que la condition physique et l'exposition à des particules toxiques, une 

participation environnementale n'est pas exclue. En effet, l'incidence de la SLA est hétérogène 

à travers le monde et certaines localités, principalement des îles, se distinguent par des taux 

records de diagnostics de nouveaux malades chaque année. On peut notamment citer l'île 

américaine de Guam dans l'océan Pacifique, ou la péninsule de Kii au Japon (Gajdusek & 

Salazar, 1982; Garruto et al., 1985) où certaines études ont montré une surincidence de la 

SLA, et un risque accru de la développer, même après un court séjour dans ces îles (Majoor-

Krakauer et al., 2005). 

 

3. Diagnostic clinique et thérapeutique 
 Aucun signe pathognomonique de la SLA n'ayant été décrit à ce jour, le diagnostic 

repose sur des arguments cliniques, complétés par des examens neurologiques et des études 

généalogiques pour les cas familiaux (Gordon, 2011). Ainsi, des tests sanguins, génétiques, 

des électromyogrammes (EMG) ou électroneuromyogrammes (ENMG), et de l'imagerie par 

résonance magnétique (IRM) sont nécessaires pour obtenir suffisamment de données sur le 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 11 Techniques de diagnostique de la sclérose latérale amyotrophique (SLA). A. 
La dégénérescence des neurones moteurs est accompagnée d'une réinnervation des fibres 
musculaires par les neurones moteurs survivants. Ces phénomènes peuvent être observés par 
électromyographie (EMG) sur les patients avec suspicion de SLA. On constate alors B. Une 
déinnervation progressive (avec des ondes positives) et C. des changements neurogéniques 
chroniques (amplitude large, durée longue, potentiels d'actions induisant un recrutement 
faible des muscles). Bien que les altérations enregistrées par l'EMG ne sont pas spécifiques de 
la SLA lorsqu'ils sont observés de façon isolée, la sensibilité et la spécificité des résultats 
ainsi que leur conformité à certains critères permettent d'établir un diagnostique. De plus, des 
techniques permettent également d'estimer la perte de fonction des neurones moteurs 
cérébraux ou spinaux: D. l'imagerie par résonnance magnétique (IRM), E. la stimulation 
magnétique transcranienne, et F. l'imagerie par diffusion de tension. 
(Figure adaptée de Vucic et al., 2014) 
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patient qui, entrecoupées avec les observations cliniques, permettent d'établir un diagnostic 

fiable (Daube, 2000; de Carvalho et al., 2008) (Figure 11). En effet, lors de l'initiation de la 

dégénérescence des neurones moteurs, il a été constaté que les neurones moteurs survivants et 

adjacents sont à l'origine d'une réinnervation des fibres musculaires qui ne sont plus activées. 

L'utilisation d'EMG et d’ENMG sur les patients à suspicion de SLA permet de soutenir le 

diagnostic en mettant en évidence à la fois la déinnervation et les changements neurogéniques 

liés à ces phénomènes dégénératifs (Figure 11). La stimulation magnétique et l'IRM sont 

quant à elles utilisées pour estimer la perte de fonction des neurones moteurs, cérébraux ou 

spinaux. 

 De façon générale, le diagnostic de la SLA ne peut être évoqué que devant la 

combinaison d'une atteinte des neurones moteurs, à la fois du cortex moteur et des 

motoneurones de la moelle épinière et du tronc cérébral. Afin de vérifier ces deux possibilités, 

des observations cliniques sont généralement utilisées : réflexe ostéo-tendineux (très vif chez 

les patients SLA), présence ou non de déficit moteur avec fasciculations, tout en respectant 

l'oculomotricité, la sensibilité objective et les fonctions sphinctériennes. 

 

 La Fédération Mondiale des Neurologues a établi un test d'évaluation (EI Escorial) 

permettant de trier les patients atteints d'une SLA suivant des critères d'inclusion ou 

d'exclusion, dans le cadre de recherches cliniques (Brooks et al., 2000; Bresch et al., 2014). 

Ce test a pour but de cibler les patients chez qui une dégénérescence des neurones moteurs 

inférieurs et supérieurs a été mise en avant par électrophysiologie couplée à des examens 

cliniques, et qui présentent une progression rapide avérée de ces symptômes. Il exclut bien 

entendu les patients qui présentent des données électrophysiologiques, neuropathologiques ou 

d'imagerie pouvant être attribuées à d'autres maladies dégénératives. Enfin, les critères du EI 

Escorial permettent de déterminer la probabilité du patient d'être atteint de la SLA suivant une 

classification en fonction des résultats obtenus aux différents tests diagnostiques (Appel et al., 

1987). 

 

 Il n'existe à ce jour aucun traitement curatif de la SLA. Les médecins peuvent alors 

proposer deux types de soins aux patients, qui sont très généralement combinés : 

- des soins palliatifs qui prennent souvent la forme de relais de certaines fonctions 

vitales (nutrition, respiration), mais aussi d'un soutien psychologique, de rééducation et 

d'amélioration des conditions de vie au quotidien, qui sont rendues très difficiles par les 

lourdes conséquences de cette maladie (Bourke et al., 2006). 
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- un traitement médicamenteux : le riluzole. Cette molécule est aujourd'hui le seul 

traitement disponible et son effet se limite à une augmentation de l'espérance de vie de 

quelques mois (environ 8 mois; Bensimon et al., 1994; Miller et al., 2007). Les raisons pour 

lesquelles le riluzole a un effet protecteur dans le cadre de la SLA sont encore mal comprises. 

Il est cependant admis que le riluzole inhibe les courants sodiques (Na+) voltages dépendants 

et diminue la transmission glutamatergique en agissant tant au niveau présynaptique (Jehle et 

al., 2000) qu'au niveau postsynaptique en inhibant les récepteurs glutamatergiques de type 

NMDA (rNMDA) (Doble, 1996). Le riluzole protégerait ainsi les neurones contre la toxicité 

de certaines protéines mutées et contre l'excitotoxicité glutamatergique observée dans la SLA, 

permettant ainsi de retarder l'évolution de la maladie (Wagner & Landis, 1997; Lamanauskas 

& Nistri, 2008; Cheah et al., 2010; Miller et al.,2012). 

 Bien que ces traitements soulagent les patients durant quelques mois et permettent de 

les accompagner de mieux en mieux, il est difficilement acceptable dans nos sociétés actuelles 

de disposer de si peu d'outils thérapeutiques pour une maladie qui affecte des milliers de 

personnes de par le monde. C'est pourquoi la communauté scientifique n'a de cesse de 

développer de nouveaux procédés, outils génétiques et technologiques afin de comprendre les 

mécanismes impliqués dans la dégénérescence des neurones moteurs et donc d'envisager de 

nouvelles cibles thérapeutiques. 

 

4. La génétique dans la SLA 
a. Formes familiales et identification de mutations génétiques 

 La reconnaissance du concept de forme familiale de la SLA, par opposition à la forme 

sporadique qui définit les cas isolés au sein d'une famille, a fait l'objet d'une longue 

controverse avant d'être universellement acceptée. En effet, il aura fallu attendre presque 100 

ans après la première description de la maladie par J-M Charcot pour que le concept de SLA 

familiale devienne indiscutable, grâce aux travaux de Kurland et Mulder en 1955 (Kurland & 

Mulder, 1955a; 1955b; Kurland et al., 1955). Les fSLA englobent par définition les cas pour 

lesquels au moins un autre membre de la famille est atteint. Plus récemment, la génétique a 

permis d'identifier certaines des mutations à l'origine de différents cas de fSLA (Pramatarova 

et al., 1995; Sapp et al., 1995; Robberecht, 2000; Sapp et al., 2003; Valdmanis & Rouleau, 

2008; Del Bo et al., 2009). 

 Dans le cadre de la SLA il faut bien différencier deux sortes de facteurs génétiques : 

(1) les facteurs génétiques de susceptibilité : ces facteurs augmentent le risque de développer 

une SLA, sans pour autant être suffisants pour que la maladie apparaisse. Ils constituent ce 
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que l'on appelle un terrain génétique favorable au développement d'une SLA et les patients 

peuvent donc être définis comme "à risque"; et (2) les facteurs génétiques pathogènes : dans 

ce cas là les gènes impliqués sont responsables de l'apparition de la SLA et de la 

dégénérescence des Mns. Ce sont ces gènes qui sont analysés en cas de SLA afin de 

rechercher un facteur génétique responsable de la maladie chez le patient. 

 Depuis ces 20 dernières années, une vingtaine de gènes et loci ont été associés à la 

physiopathologie, voire même au déclenchement de la fSLA (voir Da Cruz & Cleveland, 

2011; Rademakers & van Blitterswijk, 2013; Leblond et al., 2014 pour revue). Parmi ces 

gènes mutés, 4 occupent une place prédominante puisqu'ils concernent à eux seuls presque 

50 % des cas de fSLA (Andersen & Al-Chalabi, 2011) : 

- SOD1 (superoxyde dismutase de type 1) : De nombreuses mutations de ce gène, 

codant pour l'enzyme SOD1 ont été identifiées à ce jour. Ces mutations de SOD1, retrouvées 

chez 20 % des cas de fSLA (Rosen et al., 1993), jouent un rôle prépondérant dans cette 

maladie et seront développées dans un paragraphe ultérieur. 

- TARDBP (= « TAR DNA-biding protein 43 », TAR protéine de liaison ADN type 

43) : les mutations de ce gène entraînent des dysfonctionnements de la protéine de liaison à 

l'ADN pour laquelle il code (TDP43), ce qui entraîne la formation d'agrégats protéiques dans 

le cytoplasme cellulaire. Ces mutations sont plutôt associées à des SLA avec une atteinte des 

membres supérieurs. 

- FUS/TSL (« FUsed in Sarcoma/Translocated in LipoSarcoma ») : Les mutations 

FUS/TSL entraînent une altération de la liaison de la protéine à l'ARN. Les mutations FUS 

sont très souvent constatées dans des cas précoces de SLA avec atteinte en premier lieu des 

muscles extenseurs du cou et des muscles de la ceinture scapulaire (Kwiatkowski et al., 2009; 

Yamamoto-Watanabe et al., 2010; Corcia et al., 2012). 

- C9ORF72 : Un motif répété en un très grand nombre de copies a récemment été 

identifié sur le gène codant pour la protéine C9ORF72 chez des patients SLA (DeJesus-

Hernandez et al., 2011). Cette découverte est considérée par la communauté scientifique 

comme l’une des plus importantes de ces 20 dernières années concernant la SLA. En effet, 

bien que le rôle de cette protéine et l’effet de cette mutation restent à élucider, ce motif répété 

est en voie de devenir le marqueur de référence des fSLA. 

 

b. Le gène SOD1 : description et mutations impliquées dans la fSLA 

 Les premières descriptions de mutations génétiques impliquées dans la SLA 

concernent le gène codant pour l'enzyme superoxyde dismutase de type 1 (SOD1). Depuis son 
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identification en 1993 (Rosen et al., 1993; Gurney et al., 1994), plus de 150 mutations 

ponctuelles ont été décrites sur le gène codant pour SOD1, chacune étant responsable d'une 

forme particulière de SLA (Sapp et al., 1995; Luche et al., 1997; Boukaftane et al., 1998; 

Sato et al., 2004; pour revue : Julien, 2001; Cleveland & Rothstein, 2001; Bruijn et al., 2004; 

une liste actualisée est disponible sur internet : http://alsod.iop.kcl.ac.uk). En effet, bien que 

l'on considère habituellement deux types de SLA (spinale et bulbaire), la SLA regroupe en 

fait une grande variété de manifestations cliniques avec des modulations du type de 

symptômes prédominants, de l'évolution, de la localisation et de l'étendue de l'atteinte. Ainsi, 

la majorité des patients ayant une SLA liée à une mutation SOD1 présente préférentiellement 

une atteinte au niveau des membres inférieurs et une espérance de vie après diagnostic 

légèrement plus longue que celle des patients atteints de formes sporadiques. Toutefois, il est 

à noter que suivant la localisation de la mutation SOD1 sur le gène, la physiopathologie de la 

SLA diffère, tant chez l'humain que chez les modèles animaux de la SLA (voir plus loin). Les 

mutations spontanées se transmettant de manière héréditaire, on observe une répartition 

géographique de ces dernières. Ainsi, en Amérique du Nord la mutation ponctuelle la plus 

répandue, A4V (50 % des mutations de SOD1) est connue pour induire des évolutions 

fulgurantes de la maladie (Juneja et al., 1997; Saeed et al., 2009), alors qu'en Scandinavie, la 

mutation D90A est responsable d'une forme de SLA "ralentie" où les symptômes progressent 

beaucoup plus lentement, sur plus de 10 ans (Andersen & Al-Chalabi, 2011). Au Japon c'est 

la mutation H46R qui est la plus souvent observée (Aoki et al., 1994; Abe et al., 1996; Aoki 

et al., 1998) Il n'est cependant malheureusement pas possible à l'heure actuelle de définir le 

tableau clinique précis de toutes les SLA induites par des mutations du gène SOD1. 

 

 Pour comprendre les mécanismes qui conduisent des mutations SOD1 à l'induction 

d'une fSLA, il faut avoir une idée précise du rôle de cette protéine dans la physiologie 

neuronale. Tout d'abord, il faut bien différencier la protéine SOD1 des deux autres formes de 

SOD : SOD2 et SOD3. En effet, ces trois protéines apparentées sont présentes chez l'homme, 

mais ont des capacités fonctionnelles et une répartition cellulaire différentes. 

 

 Le gène codant pour la protéine SOD1 est situé sur le chromosome 21, au niveau du 

locus q22.1. La transmission des mutations se fait de manière autosomique dominante dans la 

plupart des cas (Siddique et al., 1991; Rosen et al., 1993; Bowling et al., 1993). La protéine 

SOD1 est une métalloprotéine présente sous forme homo-dimérique qui possède une activité 

enzymatique : elle catalyse la dismutation du superoxyde en dioxygène et peroxyde 
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d'hydrogène. Les radicaux libres oxygénés, produits par le métabolisme aérobie des 

mitochondries, sont toxiques pour les cellules, la SOD1 a donc un rôle de détoxication. Cette 

capacité à supprimer les radicaux libres, fait de la SOD1 une protéine importante du système 

de défense cellulaire. 

 Les protéines superoxydes dismutases sont caractérisées par la présence de particules 

de métal au niveau de leur site actif : les SOD1 sont donc aussi appelées CuZn-SOD1 en 

raison de leur liaison avec des atomes de Cuivre (Cu) et Zinc (Zn). 

On peut représenter la dismutation du superoxyde, réaction catalysée par les SOD1, par les 

deux formules suivantes : 

1. Cu2+ -SOD + O2- = Cu+ - SOD + O2 (production de dioxygène, O2) 

2. Cu+ - SOD + O2- + 2H+ = Cu2+ - SOD + H2O2 (production de peroxyde d'hydrogène H2O2) 

 

 Dans cette réaction le cuivre sert de catalyseur en influant sur le potentiel 

d'oxydoréduction, et le zinc assure la stabilité de la structure protéique. 

 Chez l'homme, la protéine SOD1 est ubiquitaire : elle est exprimée dans le cytoplasme 

et l'espace intermembranaire mitochondrial de toutes les cellules de l'organisme. Chez 

l'animal, et notamment chez la souris, il n'existe que deux formes de protéine SOD : une 

CuZn-SOD, apparentée à la SOD1 humaine et exprimée dans le cytosol de toutes les cellules, 

et une Mn-SOD (où les particules métalliques sont du Manganèse, Mn). 

 Les mutations SOD1 observées chez les patients SLA n’induisent pas de perte de 

fonction de la protéine SOD1, mais au contraire, se traduisent par un gain de fonction toxique 

de l’enzyme, qui serait létal pour la cellule (Reaume et al., 1996; Bruijn et al., 1998; Andrus 

et al., 1998; Bruijn et al., 2004). En effet, ces mutations favoriseraient la formation d’agrégats 

protéiques toxiques pour les cellules. Cependant, le rôle de cette protéine mutante dans la 

dégénérescence des neurones moteurs reste à ce jour largement ignoré (pour revue : Pasinelli 

et al., 2004). 

 

c. Les mutations de TARDBP et FUS/TLS 

 Ces 10 dernières années, les progrès constants de la génétique ainsi que l’intérêt 

scientifique grandissant pour les terrains génétiques associés à la SLA ont permis d’identifier 

les gènes TARDBP et FUS/TLS chez des patients présentant une fSLA. 50 mutations, 

souvent associées, affectant les gènes TARDBP et FUS/TLS, codant respectivement pour des 

protéines de liaison à l’ADN et à l’ARN ont été décrites. Ces mutations sont la plupart du 

temps dominantes et sont retrouvées dans environ 5 % des fSLA (Sreedharan et al., 2008; 
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Kwiatkowski et al., 2009; Mackenzie et al., 2010). Bien que ces mutations ne soient présentes 

que chez un nombre restreint de patients, leur découverte à permis d'élargir le champ de 

recherche de la SLA à l'implication des processus de liaison à l’ARN et à l'ADN dans les 

mécanismes de dégénérescence neuronale (Lagier-Tourenne et al., 2010). 

 

 Le gène TARDBP code pour une protéine appelée TDP43. Comme pour la protéine 

SOD1, il a été montré la présence d’agrégats protéiques TDP43 chez les patients fSLA 

(Neumann et al., 2006), ce qui a conduit à l’identification des mutations affectant le gène 

TARDBP en 2008 (Sreedharan et al., 2008; Kabashi et al., 2008). La protéine TDP43 non 

mutée est une protéine de liaison à l’ADN, dont le rôle exact n’est pas clairement défini, mais 

qui serait impliquée dans les processus de transport et de stabilisation de l’ARN (Buratti & 

Baralle, 2009; Geser et al., 2010). 

 

 Il a été montré sans une cohorte de patients SLA du Cap Vert, des USA, d’Australie et 

du Royaume Unis que des mutations du gène FUS/TLS étaient à l'origine de l’apparition de la 

maladie (Kwiatkowski et al., 2009; Vance et al., 2009). Ce gène est situé sur le chromosome 

16 et les mutations l’affectant ont été observées chez environ 4 à 5 % des cas de fSLA à 

travers le monde. Dans la plupart des cas les mutations sont dominantes, sauf pour les patients 

du Cap Vert chez qui elles sont récessives (Kwiatkowski et al., 2009). À l’état physiologique, 

le gène FUS/TLS code pour une protéine du même nom, impliquée dans le métabolisme de 

l’ARN et la régulation de la transcription. 

 

d. La découverte récente du gène C9ORF72 et les espoirs suscités 

Il a récemment été montré qu'un hexanucléotide (GGGGCC) était répété dans des 

proportions anormales (plusieurs centaines de fois contre une trentaine chez un individu 

normal) chez les patients fSLA (DeJesus-Hernandez et al., 2011; Renton et al., 2011). Le 

gène codant pour cet hexanucléotide est situé sur le chromosome 9 : "chromosome 9 open 

reading frame 72" (C9ORF72) et code pour une protéine du même nom, retrouvée dans la 

plupart des neurones. Le rôle de la protéine C9ORF72 n'est pas encore clairement défini. Il 

semblerait que cette protéine possède un domaine DENN ("Differentially Expressed in 

Normal and Neoplastic Cells") impliqué dans la régulation de l'activité des GTPases 

cellulaires. Elle interviendrait notamment dans le trafic endosomal et la régulation de la 

fonction autophage des neurones (Marat et al., 2011; Zhang et al., 2012; Farg et al., 2014). 
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Cette mutation constitue aujourd'hui le meilleur facteur génétique, au sens qu'elle est 

la plus fréquemment identifiée chez patients atteints de fSLA (Vucic et al., 2014; Vatovec et 

al., 2014). On la retrouve en effet chez plus de 30 % des patients atteints de fSLA (jusqu’à 

44 % en Europe) ainsi que chez 5 % des cas sporadiques de SLA (Majounie et al., 2012; 

Rademakers & van Blitterswijk, 2013). Ces données suscitent donc de grands espoirs pour les 

malades et ouvrent pour la communauté scientifique de nouvelles pistes pour espérer un jour 

traiter les patients atteints de cette pathologie. 

 La découverte de cette mutation C9ORF72 procure, de plus, aux scientifiques un 

corrélat génétique entre la SLA et les démences frontotemporales (DFT), qui, bien qu’ayant 

été évoqué par le passé, n’avait jusqu’alors pas été clairement identifié (Vance et al., 2006; 

Morita et al., 2006; Talbot & Ansorge, 2006). En effet, la mutation C9ORF72 est retrouvée 

chez les patients souffrant de ces deux maladies neurodégénératives (DeJesus-Hernandez et 

al., 2011). Des études menées chez des familles de patients ont montré que ces deux maladies 

semblent étroitement liées : il n’est pas rare en effet de constater des cas de DFT dans la 

famille de patients SLA et inversement (Gros-Louis et al., 2006). La mutation C9ORF72 

induirait donc une dégénérescence neuronale de populations bien spécifiques et différentes 

d’une maladie à l’autre. L’une des hypothèses pour expliquer cette atteinte différente entre 

SLA et DFT serait une variation du nombre de copies de l’hexanucleotide ainsi qu’une 

expression spatio-temporelle différente de celui-ci : en se manifestant en premier dans les 

lobes frontal et temporal (DFT), ou bien dans les neurones moteurs (SLA) (Gómez-Tortosa et 

al., 2013; van Blitterswijk PhD et al., 2013). 

  

5. Les modèles animaux 
 L'identification des gènes impliqués dans la fSLA a permis la genèse de modèles 

animaux permettant l'étude de la SLA. Ces modèles animaux, bien que comme tout modèle 

expérimental présentent des avantages et des limites, constituent un support indispensable à 

l'étude des mécanismes impliqués dans la dégénérescence neuronale observée lors de la SLA 

et permettent de sélectionner, de générer et de valider des molécules d’intérêt en vue d’essais 

cliniques chez l'homme. 

 Ces modèles ont été obtenus soit à partir de mutations spontanées soit, et c’est le cas 

pour la majorité d’entre eux, à partir de modifications génétiques induites par des procédés de 

génie génétique. Un très grand nombre de modèles animaux de la SLA existe à l’heure 

actuelle, et qui, suivant le type de mutation exprimée, présente des symptômes moteurs et des 

processus de dégénérescence sensiblement différents. De nombreuses espèces animales sont 
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utilisées comme modèle d’étude de la SLA : drosophile, nématode, poisson zèbre, souris, 

rat…  mais les modèles murins restent les plus communément utilisés. En effet, un grand 

nombre de souris transgéniques a été généré en se basant sur des mutations observées chez 

des patients atteints de fSLA. 

 

a. Les souris transgéniques SOD1 

 Bien que souvent détracté, le modèle animal le plus utilisé à ce jour demeure la souris 

SOD1, en effet, de nombreuses lignées de souris transgéniques surexprimant le gène codant 

pour la protéine SOD1 humaine ont été générées. Ces souris mutantes développent un 

phénotype et des symptômes moteurs proches de ceux observés chez les patients SLA 

(Gurney et al., 1994; Cleveland & Rothstein, 2001). Il a été montré que ces atteintes motrices 

sont directement liées à la présence de la protéine SOD1 mutée. En effet, la surexpression de 

la protéine humaine non mutée n’induit, quant à elle, aucun dommage neuronal (Gurney et 

al., 1994; Wong et al., 1995). Parmi les nombreuses lignées de souris SOD1 développées, 

trois mutations ont particulièrement été étudiées ces dernières décennies : SOD1G93A (Gurney 

et al., 1994; Mancuso et al., 2011b; Vinsant et al., 2013a; 2013b), SOD1G85R (Bruijn et al., 

1997; Cao et al., 2008) et SOD1G37R (Wong et al., 1995; Inoue et al., 2002). Pour chacune 

d’elle, un acide aminé : la Glycine (G) à été remplacée par de l’alanine (A) ou de l’arginine 

(R) à une position donnée (93, 85 ou 37). Les souris transgéniques porteuses de ces mutations 

développent toutes des symptômes moteurs liés à une dégénérescence des neurones moteurs 

comparables à ceux de la SLA, avec cependant des variations phénotypiques notamment de 

l’espérance de vie et de la manifestation des atteintes motrices. De plus, des différences au 

niveau de la réaction cellulaire à la mutation de la protéine SOD1 ont été notées : les 

motoneurones des souris SOD1G85R ne présentant par exemple aucune vacuole (Bruijn et al., 

1998), à l'inverse de ceux des SOD1G93A et SOD1G37R (Gurney et al., 1994; Wong et al., 

1995). Enfin, l’expression du gène SOD1 humain muté chez la souris, sur fond de l’enzyme 

endogène, induit un gain de fonction toxique de la protéine, quelle que soit la nature de la 

mutation (Gurney et al., 1994; Turner & Talbot, 2008). 

 Il est également à noter que des modèles de souris chez lesquelles l’expression de la 

SOD a été supprimée ont été développés : les souris SOD1 KO (Turner & Talbot, 2008). Bien 

que subissant des altérations physiologiques telles que des altérations de la fertilité (Ho et al., 

1998; Matzuk et al., 1998), des ischémies (Kondo et al., 1997) ou des cataractes (Behndig et 

al., 2001) entre autres, ainsi que des symptômes moteurs liés à une déinnervation lente et 

progressive des membres postérieurs (Fischer & Glass, 2007), ces souris ne développent pas 
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de phénotype physiopathologique pouvant évoquer clairement celui observés dans la SLA 

(Reaume et al., 1996; Ho et al., 1998). C'est pourquoi nous ne développerons pas plus les 

connaissances de ce modèle, et nous nous sommes focalisés sur les souris SOD1 

transgéniques. 

 

 Les souris transgéniques SOD1G93A, générées par Gurney en 1994 (Gurney et al., 

1994) constituent le premier modèle animal de la SLA à avoir été étudié. Il existe différentes 

variantes de souris G93A : 

- les souris SOD1G93A « low expressor line » : ces souris transgéniques expriment un 

nombre réduit de copies du transgène (<15 copies). (Dal Canto & Gurney, 1997; Gurney, 

1997; Deitch et al., 2014), induisant un développement lent de la pathologie et une espérance 

de vie des animaux d'environ 400 jours (Dal Canto & Gurney, 1997). 

- Les souris SOD1G93A « high expressor line» : chez lesquelles un grand nombre de 

copies du transgène est exprimé (environ 20 à 25) (Chiu et al., 1995; Alexander et al., 2004). 

Ce nombre de copies influence notamment l’âge d’apparition des symptômes et leur vitesse 

d’évolution (Dal Canto & Gurney, 1994; Radunovíc & Leigh, 1996; Dal Canto & Gurney, 

1997). Chez les SOD1G93A « high expressor line», un léger affaiblissement des pattes 

postérieures et une diminution de l’activité motrice ont été mis en évidence dès 40 à 50 jours 

(P40-P50) (Kanning et al., 2010; Veldink et al., 2003; Wooley et al., 2005). Ces animaux 

vont alors montrer des signes de déclin de leur force musculaire globale (changement de 

démarche, perte de vitesse d’exécution). Ce n’est qu’autour de P90 à P100 (entre 3 et 4 mois) 

que l’on observe clairement une paralysie des membres postérieurs et une détérioration très 

rapide de l’état global des animaux (Gurney et al., 1994). Le décès de ces souris survient 

généralement dans les deux semaines qui suivent la paralysie, ce qui leur confère une 

espérance de vie très limitée (50 % de survie à 128,9 ± 9,1 jours ; Gurney et al., 1994; Choi et 

al., 2008). En l'absence d'euthanasie préalable de l'animal, la mort survient très généralement 

par asphyxie liée à des défaillances respiratoires graves, les neurones moteurs innervant les 

muscles du diaphragme ayant dégénéré. 

 Kanning et ses collaborateurs ont répertorié en 2010 les différents aspects 

pathologiques développés par ces souris et leur évolution dans le temps (Kanning et al., 

2010). En effet, le phénotype pathologique développé suite à l’insertion du transgène muté est 

complexe. De nombreuses études ont mis en avant une apparition des symptômes autour de 

P50, donc avant que la paralysie ne soit clairement visible (Mancuso et al., 2011b; 2011a; 

Mead et al., 2011; Gerber et al., 2012a; Veldink et al., 2003; Wooley et al., 2005). Ces 
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troubles moteurs seraient dus à l'enclenchement du déclin rapide de la force musculaire suite à 

l'atteinte et à la dégénérescence des fibres de type FF (Pun et al., 2006; Saxena et al., 2009a; 

2013). Cependant, ce n'est qu'à P90, moment où la paralysie motrice devient apparente, qu'a 

lieu la perte neuronale, et musculaire la plus dramatique (Hegedus et al., 2007). D’autres 

travaux ont permis d’aller plus loin encore et ont montré de nombreuses modifications 

physiologiques, bien avant que la force musculaire ne soit réduite, dès les stades juvéniles 

(Mourelatos et al., 1996; Bendotti et al., 2001; Amendola et al., 2004; Durand et al., 2006; 

Bories et al., 2007; Amendola & Durand, 2008; van Zundert et al., 2012), voire même 

embryonnaires (Martin et al., 2013). Ces modifications précoces sont retrouvées à différents 

niveaux : changements systémiques, comportementaux, altérations électrophysiologiques et 

modifications intracellulaires (vacuolisation, modification mitochondriales, fragmentation de 

l’appareil de Golgi…). 

 L’ensemble des études menées sur les souris SOD1, et notamment celles sur les 

SOD1G93A a donc permis de caractériser à la fois le phénotype de ces animaux, très proche de 

celui retrouvé chez les patients SLA, mais aussi une partie des mécanismes cellulaires 

aboutissant à la dégénérescence motoneuronale. L'ensemble de ces travaux permet 

aujourd’hui de disposer d’un véritable portefeuille de données comportementales, 

électrophysiologiques, et moléculaires concernant ces animaux. Il est évident que le modèle 

SOD1G93A présente des limites, notamment l'absence d'atteinte motrice des membres 

antérieurs et pour le moment une reproductibilité clinique peu importante entre ces souris et 

les patients (Le riluzole étant la seule molécule pour laquelle les effets thérapeutiques sont 

retrouvés chez l’homme) (Benatar, 2007). Cependant, si ce modèle, créé en 1994, est encore 

actuellement le plus utilisé par les scientifiques de par le monde c’est qu’il reste le meilleur 

modèle animal disponible. Les nombreuses données accumulées chez ces animaux permettent 

aujourd’hui d’aller un peu plus loin dans l’étude et l’interprétation des modifications 

entrainées par la mutation de la protéine SOD1, retrouvée chez 20 % des patients fSLA à 

l’origine de la dégénérescence neuronale. 

 

b. Les autres modèles murins de la SLA 

b1. Les souris TDP43 

 De nombreuses équipes travaillent à l’élaboration de modèles murins à partir de 

mutations de TDP43 sans toutefois permettre de générer un modèle convenable et stable pour 

le moment. En effet, les souris mutantes TDP43 sont la plupart du temps basées sur la 

surexpression de la protéine humaine mutée (pour revue : Van Den Bosch, 2011) sous le 
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contrôle d’un promoteur de type prion, permettant une expression dans le cerveau, la moelle 

épinière, le cœur et les muscles squelettiques (Borchelt et al., 1996). Ces souris ne montrent 

aucune différence comportementale ou physiologique avec les souris sauvages jusqu’à l’âge 

de 3 mois (Wegorzewska et al., 2009), âge à partir duquel une perte de poids et des altérations 

motrices lors de la nage sont observées. Bien que la durée de vie (environ 5 mois) et la 

dégénérescence des neurones moteurs du cortex observées chez ces animaux puissent en faire 

de bons candidats, les données actuelles ne permettent pas de pouvoir considérer ces animaux 

comme des modèles expérimentaux de choix pour la SLA. Il a en effet été montré que des 

souris surexprimant la TDP43 humaine non mutée développent des symptômes comparables à 

la SLA, et aux symptômes observés chez les souris TDP43 mutées (Wils et al., 2010; Xu et 

al., 2010). Ainsi, les effets observés chez ces animaux pourraient être dus non pas à la 

mutation de TDP43 mais à un effet toxique de la TDP43 humaine non mutée chez les souris, 

remettant en cause les études effectuées sur ce modèle (Wegorzewska et al., 2009; Xu et al., 

2010; Stallings et al., 2010; Xu et al., 2011). 

 D’autres groupes de chercheurs ont généré des souris exprimant la TDP43 humaine 

sous le contrôle d’un promoteur murin spécifique des neurones excitateurs : Thy1 (Vidal et 

al., 1990; Caroni, 1997; Wils et al., 2010; Shan et al., 2010). Ces lignées de souris ont 

développé des symptômes moteurs en relation avec une dégénérescence des neurones du 

cortex moteur et des motoneurones de la moelle épinière. Cependant, encore une fois, le 

phénotype observé chez les souris exprimant le gène humain muté est le même que celui des 

souris exprimant le gène humain non muté (Tsao et al., 2012), révélant un effet toxique de la 

TDP43 humaine sur les souris. 

 

b2. Les souris FUS/TLS 

 A ce jour, seuls des animaux « knock out » (KO) pour le gène FUS/TLS ont été décrits 

(Kuroda et al., 1999; Hicks et al., 2000). Les souris KO FUS/TLS étant rarement viables 

après la naissance, il a fallu réaliser des souches consanguines afin de pouvoir étudier l’effet 

de la délétion de ce gène sur des animaux en postnatal. Ces lignées sont malheureusement très 

difficiles à conserver du fait d’une altération de la fertilité des animaux. Les phénotypes 

rapportés chez les souris KO FUS/TLS n’ont pas de rapport évident avec la SLA. En effet, ces 

animaux présentent une altération de la densité dendritique des motoneurones à génotype KO 

FUS/TLS, sans dégénérescence ni symptôme moteur (Fujii et al., 2005; Fujii & Takumi, 

2005). Ces données tendent donc a montrer que les mutations de ce gène chez l’homme, 

déclencheraient la SLA par un gain de fonction, cependant, aucun modèle murin surexprimant 
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le gène FUS/TLS muté n’a pour le moment été développé. Une étude récente de surexpression 

du gène humain FUS/TLS non muté chez des souris a montré que ces animaux développaient 

une dégénérescence âge et dose-dépendante (Mitchell et al., 2013). Ces résultats, non sans 

rappeler ceux observés dans les modèles TDP43, laissent présager que la protéine FUS/TLS 

humaine aurait une action toxique pour les neurones murins, limitant donc le développement 

de ce modèle. 

 

b3. Développement de modèles C9ORF72 

 La découverte très récente de ce motif répété de façon exagérée dans le chromosome 9 

a donné lieu à de nombreuses recherches afin de développer un modèle murin C9ORF72 

(Suzuki et al., 2013). Cependant, à l’heure actuelle, aucune souris de ce genre n’a encore été 

décrite et seuls des travaux portant sur les cultures cellulaires ont été réalisés (Xu et al., 2013; 

Almeida et al., 2013; Stepto et al., 2014). 

 

c. Autres modèles animaux de la SLA 

 Afin d’améliorer les données disponibles sur les mécanismes cellulaires à l'origine de 

la SLA, de nombreux modèles animaux, autres que les souris, ont été générés. En effet, 

l’étude d’organismes plus « simples », et dont les caractéristiques physiologiques et les 

réseaux neuronaux sont mieux connus que ceux des souris permet d'effectuer une analyse 

complémentaire des mécanismes intracellulaires induits par les mutations génétiques par 

exemple. Ainsi, des modèles de la SLA ont été générés chez le poisson zèbre, la drosophile ou 

le nématode (Caenorhabditis elegans) notamment (Joyce et al., 2011; Sasayama et al., 2012; 

Murakami et al., 2012; Li et al., 2013; Babin et al., 2014; Stepto et al., 2014). Chacun de ces 

modèles présente des avantages qui lui sont propres (séquençage de leur génome, accessibilité 

des cellules, visualisation simplifiée des phénotypes mutés). C’est d’ailleurs chez ces animaux 

que les premiers modèles basés sur la mutation C9ORF72 ont été générés, et ont permis 

d’accroître les connaissances sur cette protéine et l’effet cellulaire de sa mutation (Xu et al., 

2013; Stepto et al., 2014). 
 Enfin, bien que la souris soit le rongeur le plus communément utilisé lors de la 

création de modèles mammaliens génétiquement modifiés, certaines études portant sur des 

rats (SOD1, FUS ou TDP43) ont montré leur intérêt dans l’étude de la SLA. En effet, il a été 

montré que contrairement aux souris, et sans que l’on en connaisse les raisons, la 

surexpression du gène humain FUS/TLS non muté chez des rats n’entraîne pas de 

dégénérescence neuronale, alors que c’est le cas pour le gène humain muté (Huang et al., 
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2011). Chez le rat, il n’y aurait donc pas d’effet neurotoxique de l’expression de ce gène 

humain, ce qui ouvre la voie pour de nouvelles études sur l’effet de cette mutation impliquée 

dans les fSLA. 

 

 En conclusion, bien que les modèles non murins de la SLA se développent de plus en 

plus, les travaux portant sur des souris transgéniques restent aujourd’hui majoritaires et 

constituent des modèles animaux de qualité, de part leur ressemblance avec les observations 

effectuées chez les patients, et l’accessibilité des manipulations de leur génome. Parmi ces 

modèles murins, la référence historique de la souris SOD1G93A s’impose toujours actuellement 

comme le modèle de choix pour étudier cette pathologie, en attendant peut être un nouveau 

modèle animal basé sur la mutation C9ORF72. La diversité et la complémentarité des 

différents modèles animaux de la SLA (murins et non murins) nous apparaissent comme une 

richesse et une nécessité si nous voulons un jour connaître et soigner la SLA. 

 

6. Dégénérescence sélective des motoneurones dans la SLA 
 De manière très intéressante, il a été observé que tous les motoneurones ne 

présentaient pas la même susceptibilité dans la SLA. En effet, en dehors des motoneurones 

résistants évoqués plus haut, il apparaît tant chez les patients, que dans les modèles animaux 

de la SLA, que la dégénérescence neuronale touche en premier les motoneurones α les plus 

gros (FF) puis s'étend progressivement aux motoneurones α de plus petite taille (Conradi & 

Ronnevi, 1993). Progressivement, ce sont tous les motoneurones α  qui dégénèrent, par ordre 

de taille décroissant, jusqu’à la perte des types FR et S dans les stades les plus avancés de la 

maladie (Conradi & Ronnevi, 1993). Les facteurs à l’origine de cette dégénérescence 

sélective progressive et ordonnée ne sont encore inconnus à l'heure actuelle. Il a été proposé 

que cet effet serait dû à une capacité différente de ces neurones à gérer l’accumulation de 

protéines mal configurées (Saxena et al., 2009a), les FR et S résistants plus longtemps que les 

FF. La consommation énergétique importante des motoneurones de type F comparativement 

aux autres motoneurones a également été évoquée (Kanning et al., 2010). 

 
7. Mécanismes physiopathologiques de la dégénérescence neuronale 
 Bien que les raisons de la susceptibilité accrue de certains motoneurones à dégénérer 

lors d’une SLA n’aient pu être élucidées à l’heure actuelle, l'utilisation des modèles animaux 

que nous venons de décrire, et notamment des souris SOD1, a permis d'identifier un certain 



 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 12 Mécanismes dégénératifs impliqués dans la sclérose latérale amyotrophique 
(ALS). La physiopathologie de la SLA est multifactorielle, impliquant des facteurs 
moléculaires et génétiques. Des dysfonctionnements astrocytaires peuvent notamment aboutir 
à une diminution de la recapture du glutamate extracellulaire et ainsi contribuer à une 
augmentation de l'excitotoxicité glutamatergique. Cette excitotoxicité du glutamate est liée à 
une augmentation d'entrée des ions Na+ et Ca2+ activant des voies enzymatiques dépendantes 
du Ca2+ impliquées dans la dégénérescence neuronale. De plus, une augmentation de la 
genèse de radicaux libres, contribuant à la dégénérescence, a été constatée chez les sujets 
SLA. Les mutations des gènes c9orf72, TARDBP (TDP43) et FUS, constatées chez des 
patients atteints de fSLA, induisent des dysfonctionnements du métabolisme de l'ARN et 
conduisent à la formation d'agrégats protéiques intracellulaires. Les mutations du gène SOD1, 
quant à elles, augmentent le stress oxydatif, induisent des dysfonctionnements 
mitochondriaux, forment des agrégats protéiques et affectent le transport axonal. L'activation 
de la microglie chez les sujets SLA provoque la libération de facteurs proinflammatoires, 
ajoutant à la toxicité cellulaire. 
(Figure adaptée de Vucic et al., 2014) 
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nombre de facteurs qui, seuls ou associés, joueraient un rôle déterminant dans les processus 

dégénératifs dans la SLA (Figure 12). Parmi ces facteurs, on peut citer entre autres : des 

dysfonctionnements mitochondriaux, un stress oxydatif, la formation d'agrégats protéiques, 

des altérations du transport axonal, une activation microgliale et des phénomènes 

d'excitotoxicité liés glutamate. Il est aujourd'hui fortement vraisemblable que la combinaison 

de plusieurs de ces facteurs, et non un seul facteur isolé, soit à l'origine de la mort neuronale 

observée lors de la SLA, celle-ci n'étant alors que la finalité d'une cascade multifactorielle 

(pour revue : Vucic et al., 2014). 
 
a. Altérations mitochondriales 

 Les mitochondries, organites cellulaires essentiels, jouent un rôle important dans de 

nombreux mécanismes cellulaires tels que le métabolisme énergétique, l'homéostasie 

calcique, la régulation apoptotique et la production de radicaux libres oxygénés. Il est 

couramment admis que le fonctionnement mitochondrial est lié à certaines maladies 

neurodégénératives (Schapira et al., 1989; Balazs & Leon, 1994; pour revue : Beal, 1998; 

Dupuis et al., 2004; Lezi & Swerdlow, 2012). Dans les motoneurones, le rôle des 

mitochondries est d'autant plus essentiel qu'ils ne possèdent pas, comme la plupart des autres 

neurones, de protéines fixatrices du calcium telles que la parvalbumine, la calmoduline ou la 

calbindine. La régulation des taux de calcium intracellulaire dans les motoneurones passe 

donc entièrement par le métabolisme mitochondrial. L'activité motoneuronale nécessitant, de 

plus, la consommation de grandes quantités d'énergie (sous forme d'ATP) afin notamment de 

maintenir leur potentiel membranaire de repos, d'assurer le transport axonal, la libération 

synaptique de neurotransmetteurs ou de maintenir l'homéostasie des gradients ioniques 

(Harris et al., 2012; Rangaraju et al., 2014; Le Masson et al., 2014), l'hypothèse d'un 

dysfonctionnement mitochondrial dans la SLA est apparue comme une piste de recherche non 

négligeable. 

 L'observation par microscopie de tissus de patients SLA a permis de mettre en 

évidence des altérations morphologiques et structurelles des mitochondries (Hirano et al., 

1984a; 1984b; Swerdlow et al., 1998; Sasaki & Iwata, 2007). Ces altérations mitochondriales 

ont pu être observées et décrites chez des modèles animaux de la SLA : les souris SOD1, qui 

présentent des altérations de l'homéostasie calcique mitochondriale dans les phases 

présymptomatiques (Kong & Xu, 1998; Mattiazzi et al., 2002; Kawamata & Manfredi, 2010), 

et chez les souris FUS et TDP43 qui possèdent des mitochondries non fonctionnelles (Shan et 
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al., 2010; Xu et al., 2011; Magrane et al., 2014). Il a de plus été montré chez les souris 

SOD1G93A que leurs mitochondries présentent une vacuolisation importante suivie d'une 

dégénérescence mitochondriale (Dal Canto & Gurney, 1994; Wong et al., 1995; Jaarsma et 

al., 2000; 2001; Higgins et al., 2003). Enfin, il semblerait que chez ces souris SOD1, le 

repliement anormal de la protéine SOD1 altère la chaîne respiratoire mitochondriale (Bowling 

et al., 1993; Dupuis et al., 2004) uniquement dans les neurones de la moelle épinière (Liu et 

al., 2004). 

 Sur la base de ces observations, et en considérant les grands besoins énergétiques des 

motoneurones, Le Masson et ses collaborateurs ont développé un modèle computationnel afin 

d'étudier la susceptibilité des motoneurones à dégénérer lorsque les niveaux d'ATP produits 

par les mitochondries sont insuffisants (Le Masson et al., 2014). Ce modèle a permis de 

mettre en évidence qu'une restriction des taux d'ATP disponibles suffisait à entraîner des 

altérations physiologiques des motoneurones telles qu'une entrée massive d'ions calciques et 

une dépolarisation prolongée de leur membrane, conduisant alors ces motoneurones à subir 

des processus de mort cellulaire. Ces travaux de modélisation ont permis d'asseoir l'hypothèse 

de mécanismes pathologiques impliquant les mitochondries, organite producteur de l'énergie 

indispensable au fonctionnement motoneuronal, dans le cadre de la SLA. 

 Les mitochondries ayant un rôle essentiel au bon fonctionnement et au maintien 

homéostatique et énergétique des cellules, une altération de ces organites pourrait donc mener 

à de graves altérations cellulaires, voire à leur dégénérescence, comme dans le cas de la SLA 

(Figure 12). 

 

b. Le stress oxydatif 

 À l'état physiologique, les organismes aérobies utilisant l'oxygène produisent en 

permanence des radicaux libres ou espèces réactives oxygénées (ROS, de "reactive oxygen 

species"), via la respiration mitochondriale. Ces radicaux (tels que le peroxyde d'hydrogène 

ou le radical superoxyde; pour revue des ROS : Dröge, 2002) ont un effet toxique sur les 

cellules de l'organisme puisqu'ils vont peroxyder les lipides insaturés des membranes 

plasmiques et conduire à la mort de la cellule s'ils ne sont pas éliminés : c'est la situation de 

stress oxydatif. En conditions physiologiques, la production de ces radicaux est donc régulée 

en permanence par un système complexe de détoxification cellulaire composé d'enzymes 

telles que la superoxyde dismutase (SOD1), qui va dismuter les radicaux présents dans le 

cytosol et les espaces intermembranaires afin de former des substances non toxiques pour les 
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cellules, comme précédemment décrit (partie I, 4, b) (O'Brien et al., 2004; Aquilano et al., 

2006; Kloppel et al., 2010). 

 Le stress oxydatif a été proposé comme un des mécanismes potentiellement impliqué 

dans la dégénérescence cellulaire dans la SLA (Lin & Beal, 2006). En effet, les mutations du 

gène SOD1 retrouvées chez 20 % des patients fSLA induisent la genèse de protéines SOD1 

mal conformées qui pourraient être directement à l'origine de dérégulations du système de 

détoxification cellulaire. La protéine SOD1 ne pouvant plus jouer son rôle, il y aurait une 

accumulation de radicaux libres dans le cytosol des cellules (Figure 12). Cette hypothèse est 

soutenue par le fait que des dommages cellulaires liés aux ROS et au stress oxydatif ont été 

observés sur des tissus issus de patients SLA (Abe et al., 1995; Beal et al., 1997; Ferrante et 

al., 1997; Sasaki et al., 2000; Beal, 2002). Cependant, il a été montré que la suppression de 

l'enzyme SOD1 endogène n'a pas d'effet sur l'évolution et l'issue de la dégénérescence dans un 

modèle animal de la SLA (Bruijn et al., 1998). De même, la surexpression du gène SOD1 

humain non muté ne permet pas de protéger les motoneurones exprimant également la SOD1 

mutée de la dégénérescence (Bruijn et al., 1998; Roy et al., 1998) et accentue même le 

décours de la maladie chez certaines lignées de souris exprimant la SOD1 mutée (Wang et al., 

2009), ce qui relativise le rôle joué par le stress oxydatif dans la dégénérescence des neurones 

SLA. 

 

c. Altérations du transport axonal 

 L'architecture du cytosquelette des neurones, et notamment de leur axone, permet le 

transport axonal le long des microtubules qui les composent. Les neurofilaments, protéines 

présentes dans les axones, ont un rôle de régulateurs de ce transport axonal. 

 Il est aujourd'hui largement admis que des déficits dans le transport axonal sont 

impliqués dans diverses maladies neurodégénératives (pour revue : De Vos et al., 2008; 

Morfini et al., 2009; Sau et al., 2011). C'est le cas pour la SLA où des accumulations 

anormales de neurofilaments sont observées dans les neurones moteurs de patients. Ces 

accumulations constituent un marqueur anatomopathologique de la maladie chez l'homme 

(Kawamura et al., 1981; Hirano et al., 1984a; 1984b; Mizusawa et al., 1989; Rouleau et al., 

1996; Mendonça et al., 2005), ainsi que chez les souris SOD1 (Dal Canto & Gurney, 1994; 

Wong et al., 1995; Bruijn et al., 1997; Kong & Xu, 1998; Bruijn et al., 1998). Les modèles 

animaux de la SLA ont permis de déterminer que les transports axonaux rapide et lent (Zhang 

et al., 1997; Warita et al., 1999; Kieran et al., 2005; De Vos et al., 2008), qu'ils soient 

rétrogrades ou antérogrades (Williamson & Cleveland, 1999; Bilsland et al., 2010) sont 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 13 Mécanismes cellulaires de reconnaissance d'une protéine mal configurée afin 
de la dégrader par autophagie. 
Une protéine mal configurée est reconnue et ubiquitinée dans le milieu intracellulaire. Le 
récepteur autophagique p62 permet alors de reconnaitre et de lier ces complexes protéines-
ubiquitine pour former des agrégats protéiques plus complexes. Des protéines d'échafaudage 
(AFLY) entrent alors en contact avec ces complexes afin de regrouper les protéines mal 
configurées en de larges agrégats exprimant à leur surface des sites de reconnaissance 
autophagiques qui permettent l'élimination par autophagie de ces groupements de protéines. 
(Adaptée d'après Isakson et al., 2013) 
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altérés dans le cadre de la SLA. L'altération et l'accumulation des neurofilaments seraient 

donc responsables de défauts dans le transport axonal des neurones des patients SLA, sans 

que l'on puisse pour le moment déterminer précisément s'il s'agit d'une cause ou d'une 

conséquence de la dégénérescence des motoneurones (Julien & Beaulieu, 2000) (Figure 12). 

 

d. Agrégats protéiques 

 La mutation de certains gènes, comme SOD1 ou bien TDP43 chez les patients SLA 

comme dans les modèles animaux, entraîne une mauvaise conformation des protéines pour 

lesquelles ils codent et la formation d'agrégats (Bruijn et al., 1997; 1998; Watanabe et al., 

2001). Ces agrégats protéiques cytoplasmiques peuvent avoir de lourdes conséquences pour la 

cellule. En effet, en plus d'empêcher la protéine de jouer son rôle physiologique, ces agrégats 

ont la capacité de se lier à d'autres protéines, désorganisant ainsi complètement la cellule et 

ses organites (Shaw & Valentine, 2007), ce qui se traduit par un effet toxique sur la cellule 

(Figure 12). 

 Il a été montré que les souris exprimant les taux de protéine SOD1 mutée les plus 

importants sont celles qui développent la maladie le plus précocement (Wong et al., 1995). 

Cependant, on ne connaît pas précisément les mécanismes cellulaires par lesquels les agrégats 

protéiques SOD1 entraînent la dégénérescence neuronale. 

 L'une des hypothèses avancées repose sur une dérégulation de la fonction d'autophagie 

des cellules. En effet, à l'état physiologique, les protéines mal configurées sont dégradées par 

autophagie dans les lysosomes (Yang & Klionsky, 2010). Cette fonction, essentielle aux 

cellules, permet également de renouveler les organites et de réguler le stress oxydatif. La 

fonction d'autophagie permet l'élimination sélective de structures cellulaires bien spécifiques. 

Les systèmes d'autophagie doivent donc en permanence distinguer les structures altérées de 

celles qui sont fonctionnelles. La machinerie cellulaire permettant cette reconnaissance est 

encore peu connue mais il est aujourd'hui bien admis que des récepteurs ainsi que des 

adaptateurs autophagiques (des protéines d'ancrage) sont impliqués dans cette fonction de 

ciblage (Figure 13). En effet, récepteurs et adaptateurs permettraient d'initier la mise en 

contact entre l'élément à éliminer et la machinerie autophagique. Il a été montré que le 

système ubiquitine-protéasome joue un rôle majeur dans l'élimination des protéines présentant 

des altérations de conformation (Figure 13) (Isakson et al., 2013), notamment dans la SLA, 

chez des patients (Dangond et al., 2004) et chez les souris SOD1 (Kabashi et al., 2004). Dans 

certaines familles de patients fSLA il a été constaté une mutation du gène codant pour 

l'ubiquitine (Deng et al., 2011; Millecamps et al., 2012; van Doormaal et al., 2012). Ces 
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données suggèrent que les patients SLA présenteraient des altérations des mécanismes 

d'autophagie, mécanisme clé du catabolisme cellulaire, ce qui pourrait expliquer 

l'accumulation d'agrégats protéiques intracellulaires toxiques dans les motoneurones, 

entraînant leur dégénérescence. 

Il a de plus été mis en évidence, chez les souris SOD1G93A, la dérégulation de 

l’expression de filaments intermédiaires formant la structure du cytosquelette : la vimentine. 

L’utilisation de la technique de microdissection laser a permis de mettre en évidence des 

mutations dans le gène codant pour la vimentine dès les stades présymptomatiques de ces 

souris (P60), et qui s’accentuent avec le temps, jusqu’à P90 et P120, uniquement dans les 

motoneurones (Perrin et al., 2005). La surexpression de ces filaments entraîne alors la 

formation d’inclusions dans le cytoplasme des motoneurones, structures pouvant être 

impliquées dans la dégénérescence des motoneurones (Soto, 2003; Taylor et al., 2004; Perrin 

et al., 2005). Enfin, la vimentine ayant un rôle essentiel dans le transport axonal rétrograde et 

dans la mise en place et la repousse des axones des motoneurones au cours du développement 

ou après une lésion (Tapscott et al., 1981; Cochard & Paulin, 1984; Fliegner et al., 1994; 

Boyne et al., 1996; Dubey et al., 2004), sa dérégulation chez les souris SOD1 entraînerait une 

altération de ces fonctions (Perrin et al., 2005). Bien que le rôle de ces agrégats dans la 

dégénérescence soit débattu (Caughey & Lansbury, 2003; Soto, 2003; Bruijn et al., 2004; 

Perrin et al., 2006), il semble évident que la formation des inclusions cytosoliques de 

vimentine participe au phénotype physiopathologique des motoneurones, avant l’initiation de 

leur dégénérescence (Perrin et al., 2006). Enfin, la surexpression de la vimentine dans les 

motoneurones participerait à la formation des « cages » formant les gros agrégats protéiques 

retrouvés dans le cytosol des motoneurones des souris SOD1 (Johnston et al., 1998; 2000; 

Ardley et al., 2005; Perrin et al., 2005; 2006). 

La formation d’agrégats, que se soit de la protéine SOD1 mutée, ou bien d’inclusions 

de filaments de soutien du cytosquelette tels que la vimentine pourrait donc participer à 

l’excitotoxicité ainsi qu’à la dérégulation complète de la machinerie interne des motoneurones 

dans la SLA. L’altération de l’expression de la vimentine pouvant notamment conduire a des 

altérations graves du transport axonal (Perlson et al., 2005), montrant ainsi la complexité et 

l’interdépendance des mécanismes dégénératifs impliqués dans la SLA. 
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e. Activation des cellules gliales et neuroinflammation 

 Les cellules gliales constituent l’environnement des neurones. Bien qu’elles n’aient 

pas un rôle direct dans la genèse de l’activité locomotrice ou dans sa transmission aux 

muscles, ces cellules jouent un rôle de support, de protection et de soutien de l’activité des 

neurones acteurs de la locomotion. (Hewett, 2009; Ji et al., 2013). Il faut noter que le terme 

cellules gliales regroupe plusieurs types cellulaires dont la morphologie, la localisation et la 

fonction varient très largement d’un type à l’autre : les astrocytes, les oligodendrocytes, les 

cellules de Schwann et la microglie (pour revue : García-Marín et al., 2007; Hewett, 2009). 

 

 L'un des marqueurs constants de la SLA, retrouvé à la fois dans les formes familiales 

et sporadiques humaines ainsi que chez les modèles animaux, est la présence d'une 

neuroinflammation (Alexianu et al., 2001). Cette neuroinflammation se caractérise par 

l'activation des cellules gliales (microglie et astrocytes), et une libération de facteurs 

inflammatoires associés ou non au recrutement de cellules immunitaires au niveau des sites de 

dégénérescence (Kawamata et al., 1992; Hall et al., 1998; Mantovani et al., 2009) (Figure 

12). 

 Lorsqu'elle passe de sa forme inactive à sa forme active, la microglie libère des 

substances inflammatoires et cytotoxiques tels que des radicaux libres, de l'azote (NO), du 

glutamate… afin de stimuler les neurones et les astrocytes avoisinants (Kreutzberg, 1996; 

Hanisch, 2002). L'activation de ces cellules gliales a été mise en évidence dans le cadre de 

plusieurs maladies neurodégénératives, dont la SLA (Engelhardt & Appel, 1990; McGeer et 

al., 1991; Schiffer et al., 1996; Henkel et al., 2004; Gerber et al., 2012b). 

 Chez les souris SOD1, les astrocytes et la microglie présentent une activation intense 

(Hall et al., 1998; Henkel et al., 2004), associée à une augmentation de l'expression de gènes 

pro-inflammatoires (Philips & Robberecht, 2011). L'élimination de ces gènes inflammatoires 

chez la souris par des techniques génétiques n'a cependant pas permis d'augmenter l'espérance 

de vie de ces animaux (Nguyen et al., 2001; Son et al., 2001; Lerman et al., 2012). De plus, il 

a été montré que des altérations microgliales sont présentes chez les souris SOD1 dès les 

stades présymptomatiques de la maladie (Gerber et al., 2012b), mettant en lumière une 

affection du système glial bien avant que les motoneurones ne dégénèrent. Une étude 

anatomique a en effet permis de montrer un déficit dans le nombre de cellules microgliales 

chez les souris SOD1 jeunes, à P30 (Gerber et al., 2012b). L’activation microgliale observée 

sur les modèles murins SOD1 apparaît quant à elle autour de P80 et augmente avec la 
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progression et la propagation des symptômes jusqu’à la mort de l’animal (Hall et al., 1998; 

Alexianu et al., 2001; Barbeito et al., 2010). 

 L'un des mécanismes possibles concernant la dégénérescence des neurones moteurs 

dans la SLA impliquerait donc l'action de cellules non neuronales (Clement et al., 2003; King 

et al., 2011). Cette hypothèse est soutenue par plusieurs études réalisées sur des cultures 

cellulaires : des neurones issus de souris SOD1, placés in vitro en culture primaire, ne 

présentent pas de dégénérescence (Nagai et al., 2007). Cependant, lorsque des neurones sains 

sont cultivés en présence de cellules gliales exprimant la SOD1 mutée ou d'astrocytes 

humains prélevés chez des patients fSLA, les neurones commencent à dégénérer (Di Giorgio 

et al., 2007; Nagai et al., 2007; Di Giorgio et al., 2008; Marchetto et al., 2008). 

 

f. Le muscle : acteur ou suiveur? 

 L'une des questions qui fait toujours débat dans le domaine de la SLA est de 

déterminer si le site d'initiation de la maladie se situe dans la moelle épinière ou dans le 

muscle au niveau des jonctions neuromusculaires. Plusieurs études ont montré des altérations 

au niveau des jonctions neuromusculaires, à des stades précoces de la maladie, chez les 

patients SLA et les modèles animaux (Frey et al., 2000; Brooks et al., 2004; Fischer et al., 

2004; Wishart et al., 2006; Conforti et al., 2007; Blijham et al., 2007; Krakora et al., 2012; 

Vinsant et al., 2013a). Ces données ont conduit à émettre l'hypothèse d’une dégénérescence 

rétrograde de l'axone des motoneurones, nommée « dying-back » en anglais, aboutissant à la 

mort de celui-ci. En effet, les altérations de la jonction neuromusculaire ne feraient pas que 

précéder la mort des motoneurones mais seraient à l'origine même de leur dégénérescence 

(Krakora et al., 2012; Rocha et al., 2013). Plusieurs facteurs cellulaires pourraient être à 

l’origine de cette dégénérescence axonale : des modifications du transport axonal (Zhang et 

al., 1997; Williamson & Cleveland, 1999), de l'expression de protéines de guidance axonale 

(LaMonte et al., 2002; Dupuis et al., 2002; Jokic et al., 2005; Pradat et al., 2007; Dadon-

Nachum et al., 2011), de la balance calcique et/ou de la fonction mitochondriale au sein des 

jonctions neuromusculaires. De nombreux travaux sont actuellement menés afin de tester 

cette hypothèse d'une implication des jonctions neuromusculaires. Il a notamment été montré 

que l'injection de facteurs de croissance dans le muscle avait un effet protecteur sur les 

motoneurones chez les souris SOD1 (Acsadi et al., 2002; Kaspar et al., 2003; Azzouz et al., 

2004; Pun et al., 2006; Hedlund et al., 2007; Gould & Oppenheim, 2011).  
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g. Excitotoxicité liée au glutamate 

 Le glutamate est le neurotransmetteur excitateur principal du SNC : son expression est 

ubiquitaire et il joue un rôle dans de nombreuses fonctions essentielles à l'organisme telles 

que la mémoire, l’apprentissage et la motricité (Orrego & Villanueva, 1993). Au niveau de la 

moelle épinière, le glutamate est le neurotransmetteur excitateur principal, il joue notamment 

un rôle déterminant dans les réseaux générateurs de rythme (interneurones V0G, V2a, V3, 

Hb9) (Taccola & Nistri, 2006; Hinckley & Ziskind-Conhaim, 2006; Al-Mosawie et al., 2007; 

Zhang et al., 2008; Zagoraiou et al., 2009). 

 Le glutamate a un rôle à la fois de déclencheur et de modulateur de l’activité 

locomotrice au niveau de la moelle épinière, le rendant indispensable pour l’organisme. La 

fixation du glutamate sur ses récepteurs, notamment de type NMDA, induit une dépolarisation 

membranaire du neurone postsynaptique associé à une entrée de calcium (Ca2+) ce qui va lui 

permettre d’augmenter son excitabilité afin de générer, si la dépolarisation est suffisamment 

importante, des potentiels d’action. Cependant, bien que la transmission glutamatergique soit 

nécessaire dans de nombreuses fonctions, celle-ci doit rester dans des gammes de 

concentrations physiologiques. En effet, dans le cas d'une stimulation excessive des 

récepteurs ionotropiques du glutamate, l'entrée massive de Ca2+ dans le neurone entraîne une 

cascade intracellulaire pouvant conduire à la genèse de stress oxydatif et à l'altération des 

organites cellulaires (Ankarcrona et al., 1995; Danbolt, 2001). L'ensemble de ces phénomènes 

va fragiliser les neurones et aboutir dans certains cas à leur mort suite à l'activation de 

mécanismes apoptotiques (pour revue : Ferraiuolo et al., 2011) (Figure 12). Ces mécanismes, 

qualifiés d'excitotoxicité liée au glutamate seraient impliqués dans de nombreuses maladies 

neurodégénératives (Olney, 1969). 

 Cette hypothèse d'une excitotoxicité liée au glutamate comme mécanisme impliqué 

dans la dégénérescence neuronale est soutenue par le fait que chez les patients SLA, les taux 

de glutamate mesurés dans le liquide céphalo-rachidien sont supérieurs à la normale 

(Rothstein, 1995). Il a de plus été montré que l'efficacité de différents acteurs de la 

transmission glutamatergique était modifiée, il a notamment été suggéré que les souris SOD1, 

comme les patients SLA, présenteraient des variations de l'affinité des transporteurs 

glutamatergiques, ainsi que de l'expression des récepteurs et des protéines impliquées dans la 

recapture et la synthèse du glutamate (Rothstein et al., 1992; Plaitakis & Constantakakis, 

1993; Lin et al., 1998; Trotti et al., 1999; Van Damme et al., 2005a; Bos et al., 2006; Spalloni 

et al., 2013). Ces modifications de la machinerie glutamatergique, favorisent une 

accumulation de glutamate dans l’espace extracellulaire (Figure 12). Enfin, il faut rappeler 
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que le seul traitement médicamenteux utilisé à l'heure actuelle pour "traiter" la SLA est le 

riluzole. Ce médicament, comme précédemment décrit, agit sur le système glutamatergique et, 

même si son efficacité est limitée, il permet de prolonger la vie des patients de quelques mois. 

 

L'ensemble de ces données suggère un lien fort entre SLA et excitotoxicité 

glutamatergique, sans que l'on puisse totalement imputer la dégénérescence neuronale à ce 

seul facteur neurotoxique. Malgré cela, de nombreuses études se sont intéressées aux 

modifications de ce système afin de développer des molécules ciblant spécifiquement cet 

excès de glutamate en agissant à différents niveaux (blocage des récepteurs, augmentation des 

mécanismes de recapture). Cependant, la communauté scientifique doit composer avec les 

limites de l'application de ces composés, en raison de leurs nombreux effets secondaires, in 

vivo et entravant parfois le développement de stratégies thérapeutiques visant le système 

glutamatergique. 

 

h. Modifications de l'excitabilité neuronale 

 L’utilisation des modèles animaux, tels que les souris SOD1, a permis de mettre en 

évidence des modifications de l’excitabilité des neurones moteurs de la moelle épinière avant 

leur dégénérescence ainsi que des altérations des réponses réflexes sensorimotrices 

(Amendola et al., 2004). Une altération des propriétés fonctionnelles intrinsèques des 

motoneurones chez ces animaux serait à l’origine de ces modifications de l’excitabilité (pour 

revue : van Zundert et al., 2012). Il a en effet, été montré chez les souris SOD1, des 

modifications de la résistance d’entrée, des courants de rhéobase, de l’AHP et de la 

capacitance membranaire des motoneurones (Bories et al., 2007; Meehan et al., 2010; 

Quinlan et al., 2011) ainsi qu’une augmentation des courants sodiques persistants (Na+ PIC) 

(Kuo et al., 2005; van Zundert et al., 2008; Meehan et al., 2010; Quinlan et al., 2011)qui est 

également observée à l’âge adulte (Meehan et al., 2010). Cette hyperexcitabilité est sous-

tendue par une large augmentation des Na+ PIC et une diminution de l’adaptation à la 

décharge des motoneurones SOD1 (Meehan et al., 2010). De façon très intéressante, il a été 

décrit des phénomènes comparables chez la souris jeune, entre P10 et P12 (Quinlan et al., 

2011) et dès les premiers jours postnataux (Bories et al., 2007). Ces études ont permis de 

montrer que les motoneurones des souris SOD1 semblent se développer en exprimant une 

augmentation progressive des courants PICS et de la conductance de façon exagérée et 

accélérée par rapport aux animaux sains, conduisant à l’expression de courants deux fois plus 

importants qu’en conditions saines et physiologiques (Quinlan et al., 2011). Enfin, des études 
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récentes ont mis en avant une modification de l’excitabilité des motoneurones dès les stades 

embryonnaires, suggérant que le fonctionnement des motoneurones serait aberrant dès la vie 

embryonnaire et la mise en place des réseaux locomoteurs, chez les souris SOD1 (Kuo et al., 

2004; Martin et al., 2013). Il semblerait cependant qu’à ces stades, l’hyperexcitabilité 

motoneuronale observée serait davantage due à des altérations de l’arborisation dendritique 

(restreinte chez les SOD1) qu’à des modifications des propriétés membranaires et des 

courants exprimés par les motoneurones, bien qu’on ne puisse exclure totalement 

l’implication de changements mineurs des courants Na+ persistants (Martin et al., 2013). 

De nombreuses études portant sur le modèle SOD1 ont donc permis de montrer que les 

motoneurones spinaux sont hyperexcitables chez ces souris, dès les stades embryonnaires où 

ces modifications seraient plutôt dues à des altérations morphologiques des motoneurones, et 

jusqu’à l’âge adulte où, dès les stades postnataux, l’extrême excitabilité des motoneurones est 

liée à des modifications profondes et à une exagération des propriétés intrinsèques des 

motoneurones. 

 Il est cependant à noter que, bien que la majorité des travaux disponibles à l’heure 

actuelle penchent en faveur d’une augmentation de l’excitabilité des motoneurones dans la 

SLA, ce n’est pas le cas de tous. En effet, il existe deux courants d’études rapportant des 

modifications de l’excitabilité motoneuronale : l’un décrivant une hypoexcitabilité 

motoneuronale (Bories et al., 2007; Pambo-Pambo et al., 2009), avec une diminution des 

courants persistants et une maturation tardive des motoneurones ; et l’autre une 

hyperexcitabilité (Pieri et al., 2003; Kuo et al., 2004; 2005; van Zundert et al., 2008; Pambo-

Pambo et al., 2009; Martin et al., 2013) telle que nous l’avons décrite précédemment. Ces 

différences peuvent notamment être expliquées par le fait que les travaux penchant en faveur 

d’une hypoexcitabilité ont très majoritairement été réalisés sur le modèle SOD1G85R ou 

SOD1G93A « low expressor » et ceux penchant pour une hyperexcitabilité sur le modèle 

SOD1G93A « high expressor ». Bien que ces deux lignées de souris soient de bons modèles de 

la SLA, elles expriment des symptômes, des altérations physiologiques et une évolution 

temporelle de la pathologie quelque peu différents (van Zundert et al., 2012). Il a d’ailleurs 

été suggéré que la diminution de la résistance d’entrée des motoneurones de souris SOD1G85R, 

et donc l’hypoexcitabilité de ces neurones, serait directement liée à l’augmentation de la 

surface dendritique observée chez ces souris(Amendola & Durand, 2008; Elbasiouny et al., 

2010). Les motoneurones de souris nouveau-né SOD1G93A expriment quant à eux de très 

faibles altérations de leur résistance d’entrée (van Zundert et al., 2008; Pambo-Pambo et al., 

2009; Quinlan et al., 2011), ce qui pourrait suggérer que la réponse augmentée observée lors 
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de l’injection d’un courant dans ces neurones (ie l’hyperexcitabilité) est largement dominée 

par l’augmentation des Na+ PICS (van Zundert et al., 2008; 2012).  De plus, les 

enregistrements, les préparations, l’âge des animaux et bien sûr leur profil génétique sont 

autant de facteurs variant d’une étude à l’autre et pouvant expliquer les différences observées.  

 La mise en évidence d’altérations de l’excitabilité motoneuronale chez les souris 

SOD1 a été corroborée par des observations similaires chez les patients atteints de SLA. 

Ainsi, il a été montré que l’excitabilité axonale de patients SLA était beaucoup plus instable, 

voire amplifiée dans certains cas, que celle des sujets sains dans une expérience de 

détermination du seuil de réponse à une stimulation (Shibuta et al., 2013). De même, 

l’augmentation des courants sodiques Na+ PIC observée chez les modèles animaux a pu être 

confirmée chez des patients SLA (Shimatani et al., 2011; Kanai et al., 2012). Ces 

observations ont non seulement permis d’appuyer l’utilisation des souris SOD1 comme 

modèle animal de référence dans la SLA, mais aussi de montrer que les modifications de 

l’excitabilité motoneuronale semblent jouer un rôle prépondérant dans la physiopathologie de 

cette maladie. 

 

 Bien que l’hypothèse d’une hyperexcitabilité motoneuronale comme mécanisme 

possible de la dégénérescence soit soutenue par le fait qu’elle induit des mécanismes 

pathologiques pour la cellule (Cleveland & Rothstein, 2001) tels que le stress oxydatif 

(Lancelot et al., 1998), une augmentation des taux calciques intracellulaires (Fritz et al., 

2013) ou des modifications mitochondriales (Roy et al., 1996); il est encore bien difficile à 

l’heure actuelle de déterminer si ces altérations de l’excitabilité sont une cause ou une 

conséquence des processus pathologiques induits suite à l'expression de la protéine SOD1 

mutée. De plus, à contre courant de ce qui avait été envisagé jusqu'alors, des travaux récents 

ont montré que l'hyperexcitabilité pourrait avoir un rôle protecteur de la dégénérescence des 

motoneurones chez un modèle SOD1 (Saxena et al., 2013), mettant en avant l'implication 

probable de cette augmentation de l'excitabilité non pas dans les processus dégénératifs, mais 

dans les mécanismes compensatoires mis en jeu par les réseaux neuronaux des souris SOD1. 

La diversité des résultats observés suivant les modèles et les techniques utilisés amène à rester 

prudent sur les conclusions à tirer de ces observations et à étudier davantage ces résultats afin 

de déterminer la nature, l’implication exacte et le rôle de ces modifications de l’excitabilité 

dans la SLA. 
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 Enfin, il ne faut pas oublier que le riluzole est à l’heure actuelle le seul traitement 

disponible pour la SLA. Or, le riluzole agit sur l’excitabilité neuronale notamment en 

diminuant les PICS (Van Damme et al., 2005b; Harvey et al., 2006; Van Den Bosch et al., 

2006; Bellingham, 2011; Schuster et al., 2011). Il a été montré que l’efficacité limitée dans le 

temps du riluzole ne serait pas due à une habituation des neurones au traitement, en tout cas 

que les courants PICS ne s’adaptent pas à long terme et continent d’être diminués par la prise 

de ce traitement (Schuster et al., 2011). 

 
 
i. Conclusion 
 Les mécanismes potentiellement impliqués dans la mise en place de la SLA, et 

particulièrement dans la dégénérescence des neurones moteurs sont donc nombreux. De plus, 

on peut supposer que l’implication de chacun de ces facteurs est dépendante du type de SLA 

dont est atteint le patient et de son origine familiale ou non. Les données actuelles laissent 

penser que ces mécanismes dégénératifs impliqueraient à la fois des facteurs non neuronaux et 

des modifications neuronales intracellulaires. Bien que les hypothèses soient nombreuses et 

que la balance entre le poids de chacune dans les processus de dégénérescence soit sans cesse 

discutée, les scientifiques s’accordent pour le fait que la dégénérescence observée dans la 

SLA aurait une origine multifactorielle complexe. 

 Les recherches menées à l’heure actuelle visent à comprendre les mécanismes à 

l'origine de la dégénérescence neuronale et particulièrement, à déterminer les liens de 

causalités entre eux. En effet, le but final de l’ensemble de tous ces travaux est d’aboutir à 

l’identification des mécanismes qui initient la cascade d’événements cellulaires menant à la 

mort neuronale afin de les cibler lors du développement de techniques thérapeutiques. Pour 

cela, une compréhension parfaite de tous les mécanismes interdépendants impliqués dans 

cette pathologie est nécessaire. 

 

8. Les altérations physiologiques dans la SLA : atteintes précoces et impact sur la 
locomotion 
 Comme nous l’avons vu dans les chapitres précédents, l’utilisation de modèles 

animaux a ouvert la voie aux études portant sur les modifications précoces déclenchées par les 

mutations impliquées dans la SLA. Ainsi, les chercheurs peuvent étudier les altérations 

physiologiques exprimées par les animaux bien avant l’apparition des symptômes, et donc, 

possiblement à l’origine des mécanismes neurodégénératifs décrits précédemment. En effet, il 

est impossible d’accéder à ce genre d’informations chez les patients 1) du fait que le 
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diagnostic intervient systématiquement une fois que la dégénérescence motoneuronale a 

atteint un stade avancé (au déclenchement des symptômes) et 2) pour des raisons évidentes 

d’éthique et des techniques trop invasives qu’il est nécessaire d’employer. 

 

 La majorité des études portant sur les modifications physiopathologiques précoces 

dans le cadre de la SLA ayant été observées sur le modèle murin SOD1, nous développerons 

dans ce paragraphe uniquement les résultats concernant ces lignées. 

 Au niveau comportemental, il a été montré une baisse de la vitesse locomotrice 

(Veldink et al., 2003; Wooley et al., 2005) autour de P60 chez les souris SOD1G93A, soit plus 

d’un mois avant que la paralysie ne soit clairement visible (Mancuso et al., 2011a; Mead et 

al., 2011; Gerber et al., 2012a). Cependant, des déficits moteurs bien plus précoces ont pu 

être décrits chez ces souris. En effet, dès les stades juvéniles (Kanning et al., 2010), à P10 par 

exemple, les souris SOD1 présentent un défaut de placement de leurs pattes lors de la marche 

(van Zundert et al., 2008; Kanning et al., 2010). De plus, in vitro, il est très difficile d’induire 

une activité locomotrice sur la préparation de moelle épinière isolée de souris SOD1 âgées 

d’une semaine (Amendola et al., 2004), suggérant la présence d’altérations profondes des 

réseaux, très tôt dans le développement de l’animal. 

 Au niveau morphologique, il a été montré que les motoneurones des souris SOD1 

présentent une arborisation dendritique restreinte comparativement aux animaux témoins dans 

les stades embryonnaires (Martin et al., 2013). À l'inverse, dans les premières semaines 

postnatales, cette tendance s’inverse et il a été décrit une augmentation du nombre de 

ramifications dendritiques et une augmentation de la longueur des dendrites distales corrélées 

à une augmentation globale de l’arborisation dendritique (Amendola & Durand, 2008; 

Filipchuk & Durand, 2012). Ces modifications morphologiques des motoneurones sont 

accompagnées de changements de leurs propriétés membranaires et donc de leur excitabilité 

aux mêmes âges (Kuo et al., 2004; Bories et al., 2007; van Zundert et al., 2008; Pambo-

Pambo et al., 2009; Martin et al., 2013). En effet, comme décrit précédemment, de 

nombreuses études ont montré des modifications de l’excitabilité des motoneurones, dès les 

stades embryonnaires (Kuo et al., 2004; Martin et al., 2013), en faveur : soit d’une 

hypoexcitabilité (Bories et al., 2007; Pambo-Pambo et al., 2009) sous-tendue par des 

modifications de la résistance d’entrée et de la capacitance membranaire des motoneurones, 

soit d’une hyperexcitabilité (Pieri et al., 2003; Kuo et al., 2004; 2005; van Zundert et al., 

2008; Pambo-Pambo et al., 2009; Martin et al., 2013) sous-tendue notamment par une 

augmentation des courants persistants (PICS). Ces résultats, bien que parfois contradictoires, 
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se rejoignent sur le fait que des altérations morphologiques et fonctionnelles des 

motoneurones sont exprimées chez les souris SOD1, bien avant la dégénérescence et que tout 

symptôme moteur ne puisse être visible à l'œil nu. 

 Enfin, il a également été décrit des altérations fonctionnelles intracellulaires des 

neurones de souris SOD1, dès les stades postnataux, conduisant à des déficits du transport 

axonal, une fragmentation de l’appareil de Golgi, une vacuolisation des mitochondries ou 

encore au stress du réticulum endoplasmique (Mourelatos et al., 1996; Stieber et al., 1998; 

Bendotti et al., 2001; Kieran et al., 2005; Gonatas et al., 2006; De Vos et al., 2007; Saxena et 

al., 2009b; Vinsant et al., 2013a). 

 L’ensemble de ces données met donc clairement en évidence la présence d’altérations 

très précoces des réseaux spinaux chez les souris SOD1, modèles de la SLA. Ces 

modifications observées aux stades embryonnaires et postnataux, suggèrent que la mise en 

place et la maturation des réseaux moteurs se font de manière totalement différente de ce que 

l’on observe chez les animaux sains. Les modifications de la physiologie des motoneurones 

observées dans les stades précoces du développement du modèle SOD1 peuvent être le signe 

d’une atteinte du système moteur ou bien de la mise en place par l’organisme de mécanismes 

de compensation visant à maintenir la fonctionnalité des réseaux spinaux. On peut alors 

supposer que la dégénérescence motoneuronale ayant lieu dans des stades bien plus tardifs ne 

soit que la conséquence d’une mauvaise mise en place des réseaux moteurs et/ou corresponde 

à l’épuisement des mécanismes de compensation mis en jeu face aux facteurs pathologiques 

devenus trop importants. 
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III. Objectifs de la thèse : 
Mon projet de thèse s’est inscrit dans le cadre général de l’étude des modifications du 

réseau moteur spinal précédant la dégénérescence des motoneurones observée dans la SLA. 

 Nous avons vu précédemment que les systèmes neuromodulateurs jouent un rôle clé 

dans la mise en place, la maturation et la modulation des réseaux neuronaux générateurs de la 

locomotion. Il a été montré récemment que les réseaux spinaux des souris SOD1 présentent 

des altérations physiologiques précoces. Les objectifs de ce travail doctoral ont donc été 

centrés autour de l’étude des influences neuromodulatrices reçues par le réseau locomoteur 

spinal, et plus particulièrement par les motoneurones, depuis la naissance jusqu'aux stades 

présymptomatiques de la SLA. Dans ce but, nous avons utilisé différentes techniques 

d’électrophysiologie, d’anatomie et de quantification, qui, combinées, nous ont permis 

d’établir une description précise de l’état de chaque système neuromodulateur. La majeure 

partie de mon travail au cours de ces trois dernières années s’est attachée à apporter des 

réponses aux deux points suivants : 

 

- Il a été montré que le réseau moteur spinal des souris SOD1 serait modifié dès les stades 

embryonnaires. Or, les monoamines jouent un rôle déterminant dans la mise en place et la 

maturation de ces réseaux ainsi que dans le contrôle de leur activité au cours de la locomotion. 

Nous avons donc voulu savoir si les systèmes monoaminergiques, modulateurs essentiels 
des réseaux spinaux et principalement des motoneurones, sont affectés dans la SLA? 

 

- Des travaux récents montrent que des synapses cholinergiques, les boutons en C, qui 

contactent les motoneurones présentent des altérations morphologiques chez les souris SOD1 

(Pullen & Athanasiou, 2009; Herron & Miles, 2012; Casas et al., 2013). Le système 

cholinergique étant indispensable au bon fonctionnement des motoneurones, nous avons 

voulu pousser plus avant ces investigations et regarder comment mature et évolue le 
système cholinergique spinal chez les souris sauvages et SOD1. Une attention toute 

particulière a été portée sur les interneurones cholinergiques qui sont à l'origine des boutons 

en C afin d'étudier si les motoneurones sont les seuls neurones cholinergiques touchés par la 

dégénérescence chez les souris SOD1. 

 

- Parallèlement à ces deux études, nous avons réalisé une étude comportementale originale 

visant à déterminer si l’activité motrice globale de des souris SOD1 est affectée, avant même 
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que les symptômes n’apparaissent. Cette étude aux résultats prometteurs, bien qu'encore aux 

stades préliminaires, fera l’objet du chapitre 3 de ce mémoire de thèse. 

 

- Enfin, dans un 4ème et dernier chapitre, je présenterai les résultats préliminaires obtenus au 

cours d’une étude des capacités plastiques des réseaux spinaux. Sur des cultures de neurones 

spinaux, nous avons testé l'effet de substances neuroactives connues pour induire de la 

plasticité synaptique dans d'autres réseaux neuronaux. Le but de cette étude est de comparer et 

déterminer les types de plasticité produits par les réseaux de neurones en culture issues 

d'animaux sauvages et SOD1. 

 

 

Cette étude a été réalisée sur le modèle SOD1G93A « high expressor line » pour lequel 

une importante littérature est disponible et qui a largement prouvé ses similitudes en termes 

de dégénérescence neuronale et de symptômes moteurs associés avec la SLA. Nous avons 

choisi, afin de faciliter la lecture de ce mémoire de présenter le matériel et les méthodes 

employés pour chacune des études composant à ce travail de doctorat dans les chapitres de 

résultats correspondants. Nous détaillerons donc dans un premier temps uniquement les 

aspects relatifs au maintien, aux croisements et au génotypage de la lignée de souris 

transgénique SOD1G93A, utilisée tout au long de ce travail doctoral. 
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Le modèle d'étude : la souris SOD1G93A « high expressor line » 

 
Toutes les procédures expérimentales ont été effectuées en accord avec le comité local 

de l’université de Bordeaux et les directives du Conseil du comité européen. 

Les lignées de souris utilisées dans ce travail ont été entretenues dans l'animalerie de 

l'INCIA en cycle diurne-nocturne (12h/12h) avec un accès ad libitum à l'eau et la nourriture. 

 
Animaux : 
A) Souris transgéniques SOD1G93A "high expressor line": 

Dans cette thèse nous avons utilisé des souris transgéniques SOD1G93A (B6SJL-TgN 

(SOD1G93A)/1Gur/J "high expressor line"; Laboratoires Jackson : Bar Harbor, Maine USA) 

exprimant le gène humain muté codant pour la SOD1 (Superoxyde Dismutase 1) de façon 

hémizygote. Comme décrit précédemment, une glycine est remplacée par une alanine en 

position 93 sur ce gène humain muté et le transgène est exprimé en un grand nombre de 

copies (Gurney et al., 1994). 

Les souris mâles hémizygotes (SOD1G93A "high expressor line") ont été accouplés 

avec des femelles sauvages B6SJLF1/J afin d'obtenir une descendance à 50% hémizygote 

pour le transgène SOD1G93A et 50% non transgénique. Les animaux exprimant le transgène 

mutant SOD1G93A et leurs contrôles issus des mêmes portées ont été utilisés tout au long de ce 

travail. L'acquisition et l'analyse des données ont été faites en aveugle par rapport au génotype 

des animaux. Afin de s'affranchir de possibles effets liés au sexe des animaux, toutes les 

expériences ont été réalisées sur des mâles SOD1G93A, et contrôles. 

 
B) Génotypage 

Afin de vérifier le génotype des animaux utilisés, un bout de queue de quelques 

millimètres est prélevé sur chaque animal. Celui-ci est ensuite congelé et stocké à -20°C, puis 

lysé et digéré avec une protéinase K ("Proteinase K from Tritirachium album" P6556, Sigma-

Aldrich) diluée dans une solution dite de direct-PCR (Viagen DirectPCR, Tail, cat #102-T, 

Viagen Biotech inc.). L’amplification par PCR a été réalisée à la plateforme de génotypage 

(Plateforme de génotypage du Neurocentre Magendie). Les échantillons ont tout d’abord été 

centrifugés à 13200 rpm durant 10 minutes, puis les surnageants ont été purifiés dans des 

colonnes de silicium (Macherey nagel kit). Les PCR ont été réalisées en utilisant un cycleur 

thermique biorad 1000 en utilisant 1,25 unités d’ADN polymérase « Gotaq-flexi » (Promega), 
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2,5 mM de Mg2+, 0,2 mM de dNTPs et 0,3 µM de chaque amorce, dans un volume de 50 µL. 

Les conditions de la PCR étaient les suivantes : 1 cycle de 5 min à 95°C, 37 cycles de 30 sec à 

95°C, 30 sec à 55°C, 30 sec à 72°C, puis un cycle de 5 min à 72°C. Le résultat des PCR a été 

analysé à l’aide d’un système d’électrophorèse microfluide (Caliper, Labchip GX) en utilisant 

un kit « DNA5k ». Le transgène SOD1 obtenu avait un poids de 250 paires de bases (pb). 

 Les amorces utilisées sont les suivantes : 

5' CATCAGCCCTAATCCATCTGA 3' 

et 5' CGCGACTAACAATCAAAGTGA 3' (inverse). 
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CHAPITRE 1: 

Contrôle monoaminergique des réseaux spinaux chez la souris SOD1G93A nouveau né. 
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A. Introduction 
 La SLA, maladie neurodégénérative caractérisée par la dégénérescence progressive 

des neurones moteurs du cortex, du tronc cérébral et de la moelle épinière est aujourd'hui 

encore une maladie fatale pour laquelle aucun traitement réellement efficace n'est disponible. 

Nous avons vu précédemment que bien que les symptômes de la SLA apparaissent à 

l'âge adulte, il semble de plus en plus évident que les réseaux spinaux locomoteurs présentent 

des altérations fonctionnelles dès les stades précoces chez les souris SOD1. En effet, de façon 

intéressante, des altérations locomotrices ont été mises en évidence bien plus précocement que 

l’apparition des symptômes moteurs chez les souris SOD1 (Tang et al., 2009; Hayworth & 

Gonzalez-Lima, 2009; Mandillo et al., 2014). De plus, des tests comportementaux effectués 

dès la première semaine postnatale ont révélé, chez ces mêmes souris, un délai dans la 

maturation des processus sensorimoteurs mis en jeu notamment lors de tests d’agrippement 

des pattes postérieures (Amendola et al., 2004). Au niveau cellulaire, les motoneurones de 

souris SOD1G85R et SOD1G93A en développement présentent des altérations de leur 

arborisation dendritique, de leur excitabilité et des informations synaptiques qu’ils reçoivent 

comparativement à des motoneurones sains aux mêmes stades (Bories et al., 2007; Pambo-

Pambo et al., 2009; Chang & Martin, 2011a; Filipchuk & Durand, 2012; Martin et al., 2013). 

Enfin, des différences de sensibilité neurochimique ont également été rapportées en 

comparant des souris nouveau-nées SOD1 à des souris témoins (WT). En effet, le cocktail 

pharmacologique classique (composé d’un agoniste glutamatergique, NMA et de sérotonine) 

décrit précédemment comme l'outil pharmacologique de choix pour déclencher une activité 

rythmique de locomotion fictive sur des préparations de moelles épinières isolées in vitro a 

été montré comme étant inefficace sur des souris SOD1G85R (Amendola et al., 2004). De telles 

altérations précoces, dès les stades postnataux, et même embryonnaires, peuvent affecter la 

mise en place des circuits neuronaux et les rendre plus permissifs à des changements 

pathologiques plus tard dans la vie de l’animal. Il apparaît donc important de mieux déchiffrer 

les changements subis par les réseaux moteurs spinaux dans les stades développementaux 

précoces des souris SOD1. 

 Les motoneurones sont contactés par de nombreux systèmes neuromodulateurs intra et 

extra-spinaux qui contrôlent à la fois leurs propriétés membranaires intrinsèques et les 

informations synaptiques qu’ils reçoivent (pour revue : Miles & Sillar, 2011). En plus de leur 

rôle dans le contrôle de l’excitabilité, les influences neuromodulatrices contribuent 
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significativement au développement embryonnaire et postnatal des réseaux moteurs spinaux 

(pour revue : Vinay et al., 2002; Miles & Sillar, 2011). 

Parmi les multiples systèmes neuromodulateurs qui contrôlent les réseaux moteurs 

spinaux, les voies monoaminergiques (dopaminergiques, sérotoninergiques, et 

noradrénergiques) sont impliquées dans l’initiation et la facilitation de l’expression des 

signaux moteurs, le contrôle des réflexes segmentaires et la maturation des réseaux 

locomoteurs spinaux (Barbeau & Rossignol, 1991; Crick & Wallis, 1991; Cazalets et al., 

1992a; Sqalli-Houssaini et al., 1993; Kiehn & Kjaerulff, 1996; Sqalli-Houssaini & Cazalets, 

2000; Whelan et al., 2000; Vinay et al., 2002; Barriere et al., 2004; Barrière et al., 2008; Han 

& Whelan, 2009; Tartas et al., 2010; Miles & Sillar, 2011; Humphreys & Whelan, 2012; 

Pearlstein, 2013). Les monoamines jouent donc un rôle essentiel dans l’activation, la 

maturation et la modulation des réseaux locomoteurs spinaux. Leur implication forte dans la 

régulation de la fonction locomotrice peut laisser présager que ces systèmes neuromodulateurs 

pourraient être affectés dans le cadre de pathologies motrices neurodégénératives telles que la 

SLA. Des altérations du contrôle monoaminergique durant le développement pourraient 

conduire à des réorganisations significatives des circuits locomoteurs spinaux. De façon 

intéressante, des prélèvements de liquide céphalo-rachidien de patients atteints de SLA ont 

mis en évidence des modifications des taux de sérotonine (Sofic et al., 1991; Bertel et al., 

1991; Forrest et al., 1996; Dupuis et al., 2010; Dentel et al., 2013). Cependant, à notre 

connaissance, aucune étude ne s’est pour le moment intéressée aux possibles modifications de 

ces systèmes monoaminergiques spinaux chez les souris SOD1. 

 

Dans cette étude, nous avons cherché à déterminer si les taux de neuromodulateurs 

présents et la sensibilité spinale vis-à-vis des monoamines sont modifiés chez les souris SOD1 

à des stades juvéniles. Pour cela, nous avons réalisé une analyse par chromatographie liquide 

à haute performance du contenu en monoamines de la moelle, puis nous avons comparé les 

effets de l’application de sérotonine, de dopamine et de noradrénaline sur une activité 

locomotrice enregistrée sur des préparations de moelles épinières de souris nouveau-nés WT 

et SOD1 isolées in vitro. Cette étude a permis de montrer qu’une activité rythmique de 

locomotion fictive peut être générée aussi bien chez les souris WT et SOD1, suite à 

l'application de NMA-5-HT. De plus, nous avons montré que le contenu spinal en dopamine 

est augmenté dans la seconde semaine postnatale des souris SOD1 et que la locomotion 

fictive induite chez ces souris est plus sensible à la noradrénaline que chez les souris témoins. 

 



 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 14 Schéma simplifié de l'organisation de la Chromatographie Liquide à Haute 
Performance 
Le dispositif expérimental est perfusé en permanence par un liquide appelé phase mobile, qui 
circule à flux régulier grâce à une pompe. L'échantillon est injecté à l'aide d'une seringue au 
niveau de l'injecteur. Celui-ci possède un système de dérivation qui permet de placer 
l'échantillon liquide dans la phase mobile en évitant de réaliser une rupture du flux. 
L'échantillon est alors dirigé dans une colonne à atome de carbones qui va permettre de 
séparer temporellement les différentes molécules suivant la puissance de leur hydrophobicité, 
puis dans la cellule de détection au sein de laquelle les composés vont être oxydés (électrode 
d'oxydation: ox) et réduits (électrode de réduction: red). La phase mobile est alors rejetée dans 
la réserve tandis que le détecteur transmet au niveau de l'ordinateur les valeurs d'oxydation et 
de réduction de chaque échantillon en fonction du temps d'arrivée à la cellule. L'utilisation 
d'échantillons "standards" dont la concentration en un composé donné est connue permet 
d'identifier les temps de sortie et de calculer les concentrations de chaque molécule d'intérêt 
de l'échantillon. 
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B. Matériel et Méthodes 
 Cette étude a été menée sur des animaux SOD1G93A et des témoins issus de même 

portée de 1 à 10 jours postnataux (P1 à P10). Nous avons combiné l’utilisation d’une 

approche quantitative : la chromatographie liquide à haute performance et d’une technique 

d’électrophysiologie extracellulaire afin d’analyser l'état des systèmes monoaminergiques au 

niveau spinal. 

 

1. Analyse tissulaire post-mortem 
 Une méthode d'analyse biochimique a été utilisée afin de quantifier les taux tissulaires 

de monoamines et de leurs métabolites chez des animaux SOD1 et contrôles à P1 et P10. Pour 

cela nous avons effectué des prélèvements de la partie lombaire de la moelle épinière afin de 

réaliser un dosage tissulaire en se basant sur les propriétés électrochimiques des molécules 

d'intérêt, après les avoir séparées par chromatographie. 

 

a. Prélèvement et préparation des tissus pour l'analyse post-mortem 
 Après décapitation, la partie lombaire de la moelle épinière de souris nouveau-nés (P1 

et P10) a été rapidement prélevée par laminectomie, puis placée dans de la carboglace et 

stockée à -80°C jusqu'au jour de l'expérience. Quand cela était nécessaire, la moelle lombaire 

était placée sur le côté et coupée en séparant les parties dorsale et ventrale avec un scalpel à 

microdissection. 

 

b. Mesures par Chromatographie Liquide à Haute Performance (CLHP, ou HPLC en 

anglais) 
 Le jour de l'analyse biochimique les échantillons de tissu ont été pesés, homogénéisés 

dans 0,1 N d'acide perchlorique (HClO4), soniqués et centrifugés à 13000 rpm durant 30 min 

à 4°C. Le contenu tissulaire en monoamines (DA, NA, 5-HT) et leurs métabolites (5-

hydroxindole-3-acétique: 5-HIAA un métabolite de la 5-HT et l'acide 3,4-

dihydroxyphenylacetique: DOPAC un métabolite DA) a été mesuré par HPLC, un système de 

détection  électrochimique (ECD). Les aliquots contenant le surnageant ont été placés dans un 

injecteur automatique (Shimadzu, SIL-20A, Paris, France) à 4°C pour être injectés dans la 

colonne d'HPLC (Hypersyl C18, 150 mm x 4,6 mm, 5 µm; C.I.L.-Cluzeau, Sainte-Foy-La-

Grande, France) protégée par une pré-colonne Brownlee-Newguard (RP-8, 15 x 3,2 mm, 7 

µm; C.I.L.-Cluzeau). La phase mobile, délivrée à un flux constant de 1,3 ml/min grâce à une 



 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 15 Schéma d'organisation du dispositif expérimental d'enregistrement 
d'électrophysiologie extracellulaire. 
La préparation de moelle épinière est isolée et maintenue en survie durant plusieurs heures 
dans du liquide céphalo-rachidien artificiel oxygéné en permanence. Les activités motrices 
produites par les motoneurones sont enregistrées directement au niveau des racines ventrales à 
l'aide d'électrodes de succion. Le signal électrique obtenu est ensuite amplifié, digitalisé et 
enfin enregistré sur un ordinateur. 
(modifiée d'après la thèse de Jean Patrick Le Gal). 
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pompe (LC20-AD, Shimadzu, France), était composée comme suit (en millimoles) : 

60 NaH2PO4, 0,1 disodium EDTA et 2 octane acide sulfonique plus 7% méthanol, ajusté à un 

pH de 3,9 avec de l'acide orthophosphorique et filtré au travers d'un filtre millipore de 

0,22 mm. Les monoamines et leurs métabolites ont été détecté à l'aide d'une cellule 

coulométrique (Cellule analytique 5011, Coulochem) couplée à un détecteur programmable 

(Coulochem II, ESA, Paris, France) puis visualisés et enregistrés sur un ordinateur (Beckman, 

system GOLD) (Figure 14). Le potentiel des électrodes était fixé à +350 mV pour l'oxydation 

et -270 mV pour la réduction. Dans ces conditions, la sensibilité pour la NA, DA, 5-HT, 

DOPAC, et 5-HIAA était de 3, 1, 8, 6 et 5 pg/10 µl respectivement, avec un rapport 

signal/bruit de 3:1. Le contenu tissulaire en monoamines est exprimé en pg/mg de tissu et 

correspond à la moyenne ± SEM pour chaque groupe. Les différences de contenu 

monoaminergique entre les souris P1 et P10 SOD1 et contrôles ont été analysées en utilisant 

une analyse de variance à deux voies en mesure répétée (ANOVA) avec un test de 

comparaison multiple de Sidak (Logiciel Prism Graph Pad). Une différence significative a été 

considérée si p<0,05. 

 

2. Modulation pharmacologique de la locomotion induite in vitro 
 Cette étude a été menée sur des préparations de moelle épinière isolée in vitro de 

souris nouveau-nées âgées de P1 à P3. Cette préparation est maintenue en vie par la perfusion 

d'un liquide céphalo-rachidien artificiel (aCSF). La stimulation des CPGs locomoteurs 

spinaux par l'application de composés neuroactifs appropriés sur cette préparation induit une 

activité dite de locomotion fictive enregistrable en extracellulaire au niveau des racines 

ventrales. Cette activité est caractérisée par une alternance de potentiels d'action entre les 

racines droites et gauches et fléchisseurs extenseurs de la moelle (Cazalets et al., 1992; Kiehn 

et Kjaerulff, 1996) (Figure 15). Ce modèle d'étude permet de nombreuses approches 

expérimentales telles que l'électrophysiologie et la pharmacologie. 

 

a. Préparation de moelle entière isolée in vitro 
 Les souris nouveau-nées (P1 à P3) SOD1 et contrôles ont tout d'abord été 

profondément anesthésiés jusqu'à la perte des réflexes nociceptifs dans une boîte d'induction 

hermétique avec un mélange air-isoflurane 4 % puis décapités et éviscérés. Une laminectomie 

effectuée sous contrôle binoculaire a ensuite permis de retirer et d'isoler la moelle épinière 

tout en prenant garde de préserver les racines ventrales et dorsales. L'ensemble de la 
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dissection et les enregistrements ont été réalisés en présence d'un liquide céphalo-rachidien 

artificiel (aCSF) contenant (en millimoles) : NaCl 130, KCl 3, CaCl2 2,5, MgSO4 1,3, 

NaH2PO4 0,58, NaHCO3 25 et glucose 10, à un pH de 7,4 lorsqu'il est oxygéné par un 

mélange de 95 % 02 + 5 % CO2 à température ambiante (entre 24 et 26°C) (Figure 15). 

 

b. Pharmacologie 
  Toutes les drogues (N-méthyl-D, L-aspartate : NMA; 5-HT, DA et NA) ont été 

achetées chez Sigma (St. Louis, MO, USA). Pour le NMA et la 5-HT, des solutions stock à 

0,1 mM diluées dans de l'eau distillée ont été préparées et stockées à -20°C. Les solutions de 

DA et de NA étaient préparées chaque jour, protégées de l'exposition à la lumière puis 

stockées à 4°C. 

 Les différents composés pharmacologiques ont été appliqués directement dans le bain 

de perfusion en utilisant une pompe péristaltique (flux fixé à 7 ml/min). 

 

c. Enregistrements électrophysiologiques extracellulaires et analyse 
 Les activités motrices produites par le réseau locomoteur spinal suite à l'application de 

différents composés neuroactifs ont été enregistrées en extracellulaire au niveau des racines 

ventrales spinales. Pour cela, des électrodes de succion en verre ont été réalisées à partir de 

capillaires en verre (1,5mm de diamètre, borosilicate, Havarv Apparatus) sur une étireuse 

verticale Narishige. Après ajustement de leur pointe au diamètre de la racine enregistrée, les 

électrodes étaient fixées à des micromanipulateurs (Narishige), puis remplies de milieu de 

perfusion et placées à proximité de la racine ventrale afin de l'aspirer délicatement et 

hermétiquement (afin d'obtenir un meilleur rapport signal/bruit). 

 Dans notre étude, et afin de caractériser précisément la locomotion fictive, nous avons 

enregistré sur chaque préparation trois racines ventrales au niveau lombaire : les racines 

lombaires 2 droite et gauche (L2d et L2g respectivement) qui innervent majoritairement des 

muscles fléchisseurs et une racine lombaire 5 (L5d ou L5g suivant les préparations), innervant 

principalement des muscles de type extenseur. L'enregistrement simultané de ces trois racines 

ventrales nous a permis de visualiser et d'étudier à la fois l'alternance bilatérale et 

fléchisseur/extenseur caractérisant l'activité locomotrice (Cazalets et al., 1992b; Kiehn & 

Kjaerulff, 1996). 

 Les neurogrammes enregistrés sur ces racines ont été amplifiés (x10000) en utilisant 

des amplificateurs AC à haute impédance (200-3000Hz) fabriqués au laboratoire, puis le 

signal a été digitalisé à 5kHz (Axograph, Sydney, NSW, Australie) pour une analyse future 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

Wild Type SOD1  
P1 P10 P1 P10 

lombaire entier  14.3±4 (14) 27.8±3 (18) 33.4±10 (17) 26.9±4 (17) 
DOPAC lombaire ventral 8.8±1 (13) 28.2±8 (7)* 11.5±3 (6) 34.8±9 (7)* 

lombaire entier 148.9±14 174.4±18 154.7±11 176.1±17 
5-HIAA lombaire ventral 99.4±11 122.8±15 100.9±22 128.7±19 
 

Table 1 Mesures par HPLC des contenus en DOPAC et 5-HIAA de la partie lombaire 
entière ou ventrale de moelles épinières de souris WT et SOD1 à P1 et P10. 

Les nombres entre parenthèses correspondent au nombre d'échantillons testés. Les astérisques 
indiquent des différences significatives entre les stades de développement P1 et P10. 
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(figure 15). Les rythmes locomoteurs induits pharmacologiquement ont été analysés à l'aide 

d'une technique d'analyse en ondelette (« wavelet analysis ») adaptée aux signaux non 

stationnaires, via un programme développé sous MatLab (MatWorks®) au laboratoire. Ce 

programme, similaire au logiciel SpinalCore développé par le groupe de Lev-Tov (Mor & 

Lev-Tov, 2007), est basé sur le pack MatLab mis a disposition par Aslak Grinsted 

(http://noc.ac.uk/using-science/crosswavelet-wavelet-coherence; Torrence & Compo, 1998; 

Grinsted et al., 2004). Les neurogrammes ont été segmentés en épisodes de 2 min puis le 

signal a été prétraité (1- filtre passe-haut à 50Hz, 2- rectification et 3- filtre passe-bas à 5-

10Hz) avant de réaliser l'analyse en appliquant pour chaque neurogramme une méthode de 

transformée en ondelette continue (« continuous wavelet transform »). Cette méthode permet 

d’extraire le contenu fréquentiel du signal au cours du temps (méthode d’analyse temps-

fréquence). Par ailleurs, la corrélation, la significativité de la corrélation entre deux signaux, 

ainsi que le déphasage de leurs composantes fréquentielles ont été extraits en appliquant les 

méthodes de calcul de corrélation croisées en ondelette (« cross wavelet ») et de cohérence en 

ondelette (« wavelet coherence »). Par commodité, les spectres de corrélation croisée et de 

cohérence ont été combinés en une seule carte afin de mettre en avant les régions 

significatives à la fois en termes de puissance et en termes de cohérence. Sur ces cartes est 

représentée l’évolution des composantes fréquentielles des signaux extracellulaires (axe Y, 

échelle logarithmique) au cours du temps (axe X). La puissance des fréquences est codée en 

couleur (la puissance augmentant des couleurs froides aux couleurs chaudes). Les lignes 

asymptotiques sur la carte représentent le cône d'influence en dehors duquel l'effet de bord 

devient trop important et dont les valeurs n'ont pas été incluses dans l'analyse statistique 

(Torrence & Compo, 1998; Mor & Lev-Tov, 2007). La sélection de régions d’intérêt à partir 

des cartes mixtes de corrélation croisée/cohérence autour de bandes de fréquences 

significatives permet de calculer la fréquence moyenne des activités motrices, leur cohérence 

et leurs relations de phase. Le niveau de significativité statistique des valeurs de cohérence en 

ondelette a été calculé à l'aide de simulations Monte-Carlo (Mor & Lev-Tov, 2007). 

 Le logiciel Igor Pro (Wavemetrics) a permis d'effectuer des tests de distribution 

angulaire. Le test circulaire U2 non paramétrique de Watson a été utilisé pour comparer les 

données circulaires entre animaux contrôles et SOD1 dans les différentes conditions 

pharmacologiques testées. 

 L'amplitude des bouffées d'activité motrices a été calculée à l'aide d'un logiciel basé 

sur MatLab et développé au laboratoire. Pour chaque préparation, les valeurs des amplitudes 

des bouffées ont été normalisées par rapport à l'amplitude mesurée en présence de 10 µM 5-



 
 
 
 

 
 
Figure 16 Contenu monoaminergique de la moelle épinière de souris nouveau-né. 
A. Exemple de chromatogrammes obtenus pour la partie lombaire d'une moelle épinière de 
souris SOD1 à P10. Les chromatogrammes représentent les signaux de sortie coulométriques 
(en nanoampère convertis en ± 1 V par l'enregistreur) produits après séparation des différents 
composés au niveau de l'électrode d'oxydation (trace supérieure; +350 mV) et/ou de 
l'électrode de réduction (trace inférieure; -270 mV) de la cellule de détection coulométrique. 
La plupart des analyses quantitatives ont été réalisées en utilisant le canal d'oxydation (tous 
les composés d'intérêt excepté la NA qui est souvent fondue dans le front de solvant en 
oxydation). Le canal réduction permet d'observer les quantités de NA, DOPAC et DA en plus 
du canal oxydation. B-D. Les contenus en NA (B1,B2), DA (C1,C2), et 5-HT (D1, D2) ont 
été mesurés par HPLC sur la partie lombaire complète (B1-D1) ou sur la partie lombaire 
ventrale (B2-D2) de souris témoins (WT, barres noires) et SOD1 (barres bleues) à P1 et P10. 
On note ici une augmentation des concentrations lombaires en monoamines avec l'âge ainsi 
que des taux de DA significativement différents entre les souris WT et SOD1 à P10. Les 
astérisques représentent une significativité positive et les chiffres dans les barres 
d'histogrammes réfèrent au nombre d'échantillons utilisés pour chaque groupe. 
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HT pour les expériences avec des doses croissantes de 5-HT ou en présence de NMA-5-HT 

(16 µM chacun) (Sqalli-Houssaini et al., 1993) avant d'ajouter soit la NA soit la DA. Une 

analyse de variance à deux voies en mesure répétées (ANOVA deux voies) associée à des 

tests de comparaison multiple de Sidak a été réalisée afin d'évaluer les effets des monoamines 

en fonction du génotype des souris (Prism Graph Pad). Toutes les données sont exprimées en 

moyenne ± ESM (Erreur Standard à la Moyenne). Les astérisques sur les figures et les tables 

indiquent un niveau de significativité positif de l'analyse post-hoc (p<0,05). 

 

 

C. Résultats 
1. Contenu monoaminergique de la moelle de souris nouveau-nées WT et SOD1 
 Chez le rat, les premières connexions entre les cellules monoaminergiques du tronc 

cérébral et les neurones spinaux sont établies durant la dernière semaine de gestation et 

maturent ensuite séquentiellement en suivant les axes rostro-caudal et ventro-dorsal durant les 

deux premières semaines postnatales (Commissiong, 1983; Bregman, 1987; Rajaofetra et al., 

1989; 1992a; Giménez y Ribotta et al., 1998; Clarac et al., 2004). Pour avoir une vision 

globale de l’innervation de la moelle par les monoamines, nous avons tout d’abord effectué 

une analyse HPLC du contenu spinal en amines endogènes et de leurs métabolites, ceci chez 

des souris SOD1 et WT issues de même portées (Figure 16 A). Pour analyser l’impact de la 

maturation des voies descendantes sur le contenu monoaminergique, nous avons réalisé ces 

mesures sur la partie lombaire de moelles épinières d’animaux P1 et P10. Cette analyse HPLC 

révèle que les taux spinaux de NA et 5-HT sont environ 20 fois supérieurs à celui de la DA, et 

ce, à la fois à P1 et P10. De plus, indépendamment du génotype des animaux, le contenu 

spinal en NA (Figure 16 B1), DA (Figure 16 C1) et 5-HT (Figure 16 D1) est significativement 

augmenté entre les animaux P1 et P10. Au contraire, les taux en métabolites, DOPAC et 5-

HIAA, ne sont pas significativement différents entre ces deux stades développementaux 

(Table 1). La comparaison entre les animaux WT et SOD1 par un test post hoc deux à deux ne 

révèle pas de modifications significatives des taux de NA, 5-HT, DOPAC et 5-HIAA chez les 

souris SOD1. À l'inverse, on observe que les taux tissulaires de DA sont significativement 

plus importants dans la partie lombaire de la moelle épinière des souris SOD1 à P10 

comparativement aux animaux témoins du même âge. 

 Les voies descendantes monoaminergiques innervent densément à la fois les réseaux 

spinaux dorsaux et ventraux. Pour visualiser spécifiquement les modifications du contenu 



 

 
Figure 17 Modulation sérotoninergique des réseaux locomoteurs spinaux de souris 
SOD1G93A. 
A. Traces représentatives de la locomotion fictive enregistrée sur les racines ventrales 
lombaires 2 droite et gauche (rL2 et lL2) et lombaire 5 droite (rL5) en présence de 16 µM de 
NMA et de concentrations croissantes de sérotonine sur des moelles épinières de souris 
nouveau-nés WT (A1) et SOD1 (A2).B. Carte de cross-cohérence temps fréquence (B1) 
obtenue d'après la trace présentée au dessus filtrée par un passe-haut, rectifiée, puis filtrée 
passe-bas, en présence de 16 µM de NMA + 15 µM de 5-HT. L'encadré blanc sur la carte 
représente la région d'intérêt sélectionnée pour les analyses. Les flèches noires et blanches 
indiquent les relations de phase, la direction gauche indiquant une opposition de phase et la 
droite une relation en phase. Le diagramme circulaire (B2) des relations de phase (Φ) entre 
rL2 et iL2 est extrait de la carte présentée en B1. Les barres de calibration indiquent le 
nombre de valeurs au plus large de l'histogramme de répartition. L'évolution des composants 
en fréquence des signaux extracellulaires (axe y, échelle logarithmique) est représenté en 
fonction du temps (axe x). La puissance des fréquences est codée de manière à ce que les 
couleurs chaudes représentent les régions à forte puissance et les couleurs froides les régions 
de moindre puissance fréquentielle. C. Diagrammes circulaires de la relation de phase 
moyenne entre les racines rL2 et iL2 (en haut) et rL2 et iL5 (en bas) pour les préparations de 
moelles épinières isolées in vitro d'animaux WT (noir, n=14) et SOD1 (bleu, n=13), en 
présence de NMA + 5-HT 15 µM. Pop: population. D. histogrammes représentant la période 
(D1), la durée des bouffées L2 (D2) et l'amplitude des bouffées L2 (D3) en présence de 
concentrations croissantes de 5-HT sur des moelles épinières de souris WT (noir) et SOD1 
(bleu). Cette analyse révèle que les moelles SOD1 présentent une sensibilité sérotoninergique 
comparable a celle des WT. Les astérisques indiquent un niveau positif de significativité et les 
nombres dans les barres d'histogramme représentent le nombre de préparations de moelles 
épinières utilisées. 
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monoaminergique dans les réseaux moteurs spinaux, nous avons répété cette analyse HPLC 

post-mortem sur des échantillons de tissu restreints à la partie lombaire ventrale de la moelle 

épinière (Figures 16 B2, C2, D2). Dans ces conditions expérimentales, on observe que les 

taux de toutes les monoamines ainsi que ceux de leurs métabolites, excepté le 5-HIAA (Table 

1), augmentent significativement au cours du développement à la fois chez les animaux 

témoins et SOD1 (Figures 16 B2, C2, D2). Contrairement aux résultats obtenus lors de 

l’analyse de la moelle lombaire au complet, nous n'observons pas de différence significative 

entre le contenu monoaminergique de la moelle lombaire ventrale de souris WT et SOD1. 

 

2. Capacités rythmogènes des réseaux moteurs spinaux de souris SOD1G93A et 
modulation sérotoninergique. 
 Comme mentionné précédemment, Amendola et al., (2004) ont rapporté que 

l’application de NMA (10-20µM) et de sérotonine (5-20µM) n’induisait qu’une activité 

tonique sur la moelle isolée de souris SOD1G85R (Amendola et al., 2004). Suivant le modèle et 

la mutation SOD1 étudiée, des altérations physiologiques différentes ont été observées au 

niveau des motoneurones (pour exemple voir: Meehan et al., 2010; Delestrée et al., 2014). La 

question se pose alors de savoir si les effets du cocktail NMA-5-HT sont comparables entre 

les lignées de souris SOD1G85R et SOD1G93A. Pour répondre à cette question, nous avons 

comparé l’effet de la co-application de NMA (16µM) avec des concentrations croissantes de 

5-HT sur les réseaux moteurs spinaux de souris SOD1G93A et des WT issues de même portées. 

La figure 17 A montre que, quelle que soit la concentration de 5-HT testée, l’application du 

cocktail NMA-5-HT déclenche une activité en bouffées alternées rythmiquement entre les 

racines ventrales droite et gauche (L2d et L2g), et entre les racines innervant des muscles 

fléchisseurs et extenseurs (L2 et L5) à la fois chez les souris WT (Figure 17 A1) et les souris 

SOD1 (Figure 17 A2). Ce patron moteur, avec une période moyenne comprise entre 3 et 4 sec 

(Figure 17 D1), est caractéristique de la locomotion fictive (Cazalets et al., 1992a; Kiehn & 

Kjaerulff, 1996). Quel que soit le génotype étudié, l’augmentation de la concentration de 5-

HT de 10 à 12,5 ou 15 µM n'a pas d'effet sur les relations de phase des bouffées d’activité 

rythmique (Figures 2B, C ; Table 1), ni sur la période (Figure 17 D1), ni sur la durée de ces 

bouffées d’activité (L2 : Figure 17 D2 ; L5 : données non illustrées). À l'inverse, une 

amplification significative de l’amplitude des bouffées est observée lorsque  la concentration 

de 5-HT a été augmentée de 10 à 12,5 ou à 15 µM de 5-HT (Figure 17 D3) à la fois chez les 

WT et les SOD1 sans que cet effet ne soit significativement plus marqué chez l’un ou l’autre 

des génotypes. 



 
 
 
 

 
Figure 18 Influence neuromodulatrice de la noradrénaline sur la locomotion fictive 
induite pharmacologiquement chez des souris WT et SOD1. 
A. Enregistrements extracellulaires intégrés (ƒ) représentatifs de l'activité des racines 
ventrales lombaires 2 droite et gauche (rL2 et lL2) et lombaire 5 gauche (lL5), en présence de 
NMA + 5-HT (16 µM de chaque) co-appliqués ou non avec la noradrénaline (NA: 10, 50 ou 
100 µM) chez des animaux WT (A1) et SOD1 (A2). B. Diagramme circulaire des relations de 
phase (Φ) entre rL2 et lL2 des moelles épinières de souris WT (noir, n=12) et SOD1 (bleu, 
n=7) en présence de 100 µM de NA. C. Histogrammes représentant la période (C1), la durée 
des bouffées L2 (C2), et l'amplitude des bouffées L2 (C3) en l'absence ou en la présence de 
concentrations croissantes de NA sur des préparations de moelles épinières d'animaux WT 
(noir) et SOD1 (bleu). On peut noter une différence significative de modulation 
noradrénergique des bouffées d'activité locomotrices L2 entre les animaux WT et SOD1. Les 
astérisques indiquent un niveau positif de significativité et les nombres dans les barres 
d'histogramme représentent le nombre de préparations de moelles épinières utilisées. 
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 L’ensemble de ces données suggère que 1) la moelle épinière isolée de souris 

SOD1G93A peuvent générer des patrons locomoteurs correctement organisés lors de 

l’application dans le bain de perfusion de NMA-5-HT et 2) présente une sensibilité à la 

sérotonine comparable à celle des animaux témoins. 

 

3. Modulation noradrénergique 
 Dans un deuxième temps, nous avons voulu tester l’effet de l’application de NA seule 

ou co-appliquée avec du NMA à différentes concentrations (10 µM, 50 µM et 100 µM) sur les 

réseaux spinaux WT et SOD1 (Sqalli-Houssaini & Cazalets, 2000). Dans ces deux conditions 

expérimentales, des activités très irrégulières ou toniques difficilement analysables ont été 

enregistrées à la fois sur les préparations SOD1 et WT (données non illustrées). Dans ce 

contexte, nous avons décidé de restreindre l’analyse des effets de la NA à la modulation du 

rythme locomoteur induit par le cocktail pharmacologique NMA-5-HT. 

 Après une période de locomotion fictive contrôle induite par l’application de NMA-5-

HT (16µM chacun) seul, des concentrations croissantes de NA ont été appliquées sur la 

moelle (Figure 18). Quelle que soit la concentration de NA testée et le génotype de l’animal, 

les relations de phase entre les bouffées d’activité induites par l’application de NMA-5-HT 

sont similaires (Table 2 ; Figure 18 B). Cependant, bien que les relations de phase ne soient 

pas modifiées, l’application de NA induit un ralentissement important du rythme locomoteur 

(Figure 18 A). Chez les animaux WT (Figure 18 A1), toutes les concentrations de NA testées 

(10, 50 et 100 µM) ont induit une augmentation significative des paramètres locomoteurs 

(période, Figure 18 C1 ; durée des bouffées, Figure 18 C2 ; et amplitude des bouffées, Figure 

18 C3) comparativement aux conditions contrôles. De plus, une augmentation significative de 

la période et de la durée des bouffées L2 est observée entre 10 µM et 50 µM de NA chez les 

souris WT. Chez les animaux SOD1 (Figure 18 A2), nous avons observé que l’amplitude et la 

durée des bouffées d’activité sont significativement plus importantes en présence de NA (à 

10, 50 et 100 µM) qu'en condition contrôle (Figures 18 C2, C3). Cependant, la période du 

rythme locomoteur chez ces animaux n’est modifiée que lors de l’application de 50 µM de 

NA (Figure 18 C1). 

 De façon intéressante, l’analyse post hoc de ces données révèle que l'action 

potentialisante de la NA sur l’amplitude des bouffées L2 ou L5 (Figure 18 C3 ; données non 

montrées) est significativement plus importante chez les animaux SOD1 que chez les animaux 

témoins. Ces résultats mettent en évidence une différence de sensibilité à la NA entre les 

réseaux locomoteurs spinaux de souris WT et SOD1. 



 
Figure 19 Influence neuromodulatrice de la dopamine sur la locomotion fictive induite 
pharmacologiquement chez des souris WT et SOD1. 
A. Enregistrements extracellulaires intégrés (ƒ) représentatifs de l'activité de locomotion 
fictive induite par l'application de NMA + 5-HT (16 µM de chaque) enregistrée au niveau des 
racines ventrales lombaires 2 droite et gauche (rL2 et lL2) et lombaire 5 gauche (lL5), en 
présence ou non de la dopamine (DA: 50 ou 500 µM) chez des animaux WT (A1) et SOD1 
(A2). B. Diagramme circulaire des relations de phase (Φ) entre rL2 et lL2 des moelles 
épinières de souris WT (noir, n=16) et SOD1 (bleu, n=11) en présence de 500 µM de DA. C. 
Histogrammes représentant la période (C1), la durée des bouffées L2 (C2), et l'amplitude des 
bouffées L2 (C3) en l'absence (NMA + 5-HT seuls) ou en présence de concentrations 
croissantes de DA sur des préparations de moelles épinières d'animaux WT (noir) et SOD1 
(bleu). Ces données montrent que le génotype SOD1 n'a pas d'effet sur la neuromodulation 
dopaminergique au niveau extracellulaire. Les astérisques indiquent un niveau positif de 
significativité et les nombres dans les barres d'histogramme représentent le nombre de 
préparations de moelles épinières utilisées. 
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4. Modulation dopaminergique 
 Comme cela a été décrit précédemment pour la NA, l’application de DA seule (100 

µM et 500 µM) ou co-appliquée avec du NMA (NMA : 16 µM ; DA : 10, 50 et 100 µM) 

(Barriere et al., 2004; Spalloni et al., 2011) sur des préparations de moelles épinières isolées 

in vitro ne permet pas d’induire une activité motrice régulière qui puisse être finement 

analysée, que se soit pour les animaux SOD1 ou témoins (données non montrées, voir aussi 

Jiang et al., 1999). L’étude comparative de la modulation induite par la DA chez des animaux 

SOD1 et WT a donc ici aussi été restreinte à son effet sur l'activité de locomotion fictive 

induite lors de l’application de NMA-5-HT. 

 Une activité de locomotion fictive a donc tout d’abord été enregistrée, en présence de 

NMA-5-HT (16 µM chacun; Figure 19 A). Puis, des concentrations croissantes de DA (50 et 

500 µM), ont été ajoutées à l'aCSF contenant du NMA et de la 5-HT. Tout comme pour les 

autres amines testées, l’application de DA n’altère pas les relations de phase entre les 

différentes bouffées d’activité locomotrice (Table 2 et Figure 19 B) pour les animaux WT, 

comme pour les SOD1. Nous avons toutefois constaté qu'indépendamment du génotype de 

l'animal, l’ajout de DA à 50 ou 500 µM augmente significativement toutes les valeurs des 

paramètres locomoteurs mesurés : la période (Figure 19 C1), la durée (Figure 19 C2) et 

l’amplitude de ces bouffées (Figure 19 C3) par rapport aux conditions contrôles (NMA-5-HT 

seuls). De plus, l'augmentation de la concentration de DA de 50 à 500 µM induit une 

augmentation significative de la période chez les animaux WT (Figure 19 C1) et de 

l’amplitude des bouffées chez les animaux SOD1 (Figure 19 C3), les autres paramètres bien 

que tendant à être augmentés ne présentent à l'inverse pas de différence significative 

(Figure 19 C). 

 Ces résultats indiquent que la neuromodulation dopaminergique est similaire entre les 

réseaux locomoteurs spinaux de souris SOD1 et témoins. Ces résultats corrèlent bien avec 

ceux obtenus en HPLC, où aucune différence n’a été constatée concernant les taux de DA à 

ces stades de développement (autour de P1 à P3) entre les souris SOD1 et leurs contrôles. 

 

 

 

 

 

 

 



 

 

 

 

 

NMA 16 µM  
+ 5-HT 10 µM + 5-HT 12.5 µM + 5-HT 15 µM 

 WT SOD1 WT SOD1 WT SOD1 
Mean vector 0.901 0.875 0.893 0.89 0.942 (14) 0.924 (13) 
Mean angle -3.11 3.11 -3.12 2.99 -3.13 3.04 
 

 NMA + 5-HT  + DA 50 µM + DA 500 µM 
 WT SOD1 WT SOD1 WT SOD1 
Mean vector 0.893 0.876 0.960 0.954 0.957 (16) 0.910 (11) 
Mean angle -3.09 2.98 3.02 -3.10 3.02 -3.02 
 

 NMA + 5-HT  + NA 10 µM + NA 50 µM + NA 100 µM 
 WT SOD1 WT SOD1 WT SOD1 WT SOD1 
Mean vector 0.950 0.931 0.971 0.975 0.968 0.964 0.961 

(12) 
0.954 

(7) 
Mean angle -3.09 3.03 3.13 3.08 3.06 3.08 -3.105 3.139 
 

Table 2 Statistiques circulaires des relations de phase entre les racines lombaires L2 
droit et gauche en présence de différentes concentrations de monoamines. 

16 µM NMA et 16 µM 5-HT ont été utilisés pour induire une activité de locomotion fictive 
contrôle. Le nombre de préparations testées dans chaque condition est indiqué entre 
parenthèses. Le test d'analyse circulaire à deux échantillons ne révèle aucune différence 
significative entre les différentes conditions expérimentales testées. 
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D. Discussion 
Capacités rythmogènes des réseaux moteurs spinaux des souris SOD1 
 Nos données montrent que, contrairement à ce qui avait été précédemment décrit sur le 

modèle murin SOD1G85R (Amendola et al., 2004), une activité de locomotion fictive 

correctement coordonnée peut être déclenchée par l’application sur la préparation de moelle 

épinière isolée de NMA et de 5-HT. Comme nous l'avons déjà mentionné, de nombreux 

modèles de souris mutantes SOD1 ont été développés afin de fournir aux chercheurs des 

outils précieux pour l’étude de la physiopathologie de la SLA. Ainsi, à ce jour, 12 lignées de 

souris transgéniques exprimant différentes mutations du transgène humain codant pour la 

protéine SOD1 sont disponibles. Les souris SOD1G93A sont les plus étudiées par la 

communauté scientifique, suivies des SOD1G37R, SOD1G85R et enfin des SOD1G86R. Tous ces 

modèles présentent des différences au niveau de la vitesse de progression de la pathologie et 

des mécanismes neurodégénératifs mis en jeu en fonction du type de mutation, de l’activité 

enzymatique et du nombre de copies du transgène exprimées par l’animal (Jonsson et al., 

2006; Turner & Talbot, 2008; Van Den Bosch, 2011). Les protéines SOD1G93A sont par 

exemple environ 10 fois plus actives que les protéines SOD1 endogènes, alors que les 

protéines SOD1G85R sont, quant à elles, quasiment inactives. D’importantes divergences entre 

les modèles SOD1 ont également été rapportées concernant l’excitabilité des motoneurones 

(Meehan et al., 2010; Delestrée et al., 2014). De plus, Pambo-Pambo et al., (2009) ont mis en 

évidence une immaturité des motoneurones chez les souris SOD1G93A « low  expressor line» 

comparativement à ceux des souris SOD1G85R. En effet, chez les souris nouveau-nés 

SOD1G93A « low expressor line », les motoneurones ont un potentiel de membrane de repos 

assez dépolarisé et semblent plus facilement excitables que les motoneurones SOD1G85R ou 

les motoneurones WT. La différence que nous avons observée dans notre étude entre les 

lignées SOD1G93A et SOD1G85R vis-à-vis de leur réponse à l’application de NMA-5-HT et de 

leur capacité à produire de la locomotion fictive met un peu plus en évidence l’hétérogénéité 

des différents modèles de souris SOD1. Cette variabilité inter-modèles est certainement en 

lien avec l’étiologie complexe de la SLA et rappelle à quel point l’utilisation de modèles 

complémentaires est importante afin d’explorer tous les aspects de cette pathologie complexe. 

 Dans notre étude, la capacité du NMA et de la 5-HT à induire un rythme locomoteur 

n’est ni quantitativement ni qualitativement différente entre les groupes d’animaux témoins et 

SOD1. Ces résultats suggèrent que bien que certaines études aient montré des altérations 

développementales précoces des motoneurones SOD1, les neurogrammes enregistrés sur la 
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préparation de moelle isolée de souris nouveau-née sont identiques entre les animaux WT et 

SOD1. Dans le modèle SOD1G93A, les motoneurones sont immatures et hyperexcitables à la 

naissance et présentent également une arborisation dendritique altérée (Pieri et al., 2003; Kuo 

et al., 2004; 2005; Pambo-Pambo et al., 2009). Nos résultats posent la question de savoir si 

ces modifications ont un impact réel sur l’activité produite par les motoneurones ou si 

l’intégralité du réseau moteur en charge de la locomotion se réorganise afin de compenser ces 

altérations. Lors d’une lésion par exemple, il est connu que les réseaux locomoteurs subissent 

une restructuration et sont capables, après entraînement, d’adapter leur fonctionnement afin de 

produire un patron moteur quasi identique à celui généré avant la lésion (Barbeau & 

Rossignol, 1987; Rossignol et al., 2008). De tels mécanismes compensatoires pourraient avoir 

lieu au sein des réseaux moteurs des souris SOD1 afin de leur permettre de générer une 

locomotion correcte et adaptée. 

 

Neuromodulation monoaminergique des réseaux spinaux 
 Nos données HPLC sur des échantillons de moelle lombaire entière ou ventrale 

montrent que les taux de monoamines augmentent entre la naissance et la seconde semaine de 

vie. Ce résultat est en accord avec de précédentes études développementales qui ont reporté 

que l'innervation monoaminergique de la moelle se faisait suivant un gradient rostro-caudal 

(Commissiong, 1983; Rajaofetra et al., 1989; 1992b; Giménez y Ribotta et al., 1998; Pappas 

et al., 2008; Pearlstein, 2013). De façon intéressante, nous reportons une augmentation des 

taux de dopamine au niveau lombaire de la moelle d’animaux SOD1 à P10 comparativement 

aux animaux WT. Le fait que ces résultats ne soient pas reproduits lors de l’analyse de la 

partie lombaire ventrale laisse présager que cette modification des taux de DA serait plutôt 

due à des modifications survenant au niveau de la partie dorsale de la moelle lombaire des 

souris SOD1. La corne dorsale de la moelle épinière est en effet densément innervée et 

contrôlée par le système dopaminergique (pour revue voir Millan, 2002). Des altérations du 

système sensoriel (Guo et al., 2009; Filali et al., 2011) ainsi que des atteintes du 

développement sensorimoteur caractérisées par un retard de maturation (Amendola et al., 

2004) ont par ailleurs été décrites dans les stades présymptomatiques chez les animaux SOD1. 

L’augmentation des taux de DA au niveau lombaire dorsal pourrait contribuer au moins en 

partie à ces altérations précoces du système sensorimoteur. Il a de plus été montré qu’une 

modification, que ce soit une réduction ou une amplification, des taux de monoamines 

spinaux conduisait à un délai de maturation des réseaux spinaux (Nakajima et al., 1998; 

Cazalets et al., 2000; Vinay et al., 2002), suggérant donc que des taux précis de 
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neuromodulateurs monoaminergiques sont nécessaires à la bonne mise en place des réseaux 

spinaux au cours du développement. Dans cette étude, nous avons constaté que quel que soit 

le génotype de l’animal, les trois monoamines testées potentialisent l’activité locomotrice en 

agissant sur l’amplitude et la période des bouffées d’activité enregistrées au niveau des 

racines ventrales. Bien que les taux de DA soient augmentés à P10 chez les souris SOD1, 

aucune modification de l’action neuromodulatrice de cette monoamine n’a été observée. Cette 

absence d’effet in vitro pourrait être due au fait que les enregistrements électrophysiologiques 

des racines ventrales ont été réalisés sur des animaux âgés de P1 à P3, âge pour lequel les taux 

de DA étaient identiques pour les souris SOD1 et témoins. Malheureusement, il est très 

difficile de déclencher et d’enregistrer de la locomotion fictive stable et analysable sur des 

préparations in vitro chez les souris P10 (voir tout de même Jiang et al., 1999). De ce fait, afin 

d’étudier l’impact de cette augmentation des taux de DA intrinsèques sur les motoneurones à 

P10, l’une des solutions serait de réaliser des enregistrements en patch clamp sur des tranches 

de moelle épinière en observant la réponse et les modifications des propriétés de membrane 

des motoneurones suite à l’application d’agonistes ou d’antagoniste dopaminergiques. Il serait 

de même intéressant de réaliser une courbe dose-réponse afin de comparer la sensibilité 

dopaminergique respective des motoneurones WT et des SOD1. 

 Il est généralement admis que des changements dans la période ou les relations de 

phase du rythme locomoteur sont le reflet de modifications affectant le CPG locomoteur, 

tandis que des modifications de l’amplitude des bouffées d’activité sont plutôt attribuées à un 

effet modulatoire agissant directement au niveau des motoneurones ou des interneurones de 

dernier ordre (Miles & Sillar, 2011). Chez les souris SOD1, la période et les relations de 

phase du rythme locomoteur exprimés en présence des trois monoamines testées ne présentent 

pas de différence avec celles mesurées chez les animaux témoins. Concernant l’amplitude des 

bouffées locomotrices, celle-ci est modulée de manière équivalente par la 5-HT et la DA que 

ce soit chez les SOD1 ou les témoins, contrairement à ce que l’on obtient avec la NA, où 

l’augmentation de l’amplitude des bouffées par ce neuromodulateur est amplifiée chez les 

SOD1. Ces résultats suggèrent que la neuromodulation monoaminergique des CPG 

locomoteurs est préservée chez les animaux SOD1G93A modèles de la SLA, mais que les 

motoneurones de ces animaux présentent une sensibilité accrue à la NA. La taille de la moelle 

épinière étant équivalente entre les deux génotypes (observation personnelle, non publiée), cet 

effet ne peut pas être expliqué par une différence de pénétration de la NA au sein des tissus 

spinaux (Brumley et al., 2007). Les motoneurones lombaires expriment des récepteurs 

noradrénergiques α1, α2a et β1 à la naissance (Rekling et al., 2000; Tartas et al., 2010). Il a 
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précédemment été montré que chez les rats nouveau-nés, l’activation de ces récepteurs 

augmente l’excitabilité neuronale en partie via l’inhibition de courants rectifiants entrants de 

type potassique, KIR, courants jouant un rôle clé dans la régulation de l’excitabilité neuronale 

(Tartas et al., 2010). De plus, la NA permet d’améliorer la transmission synaptique entre les 

segments supérieurs et les motoneurones, via l’activation des récepteurs α1 et β (Tartas et al., 

2010). Une altération des canaux potassiques ou des récepteurs noradrénergiques pourrait 

donc sous-tendre en partie cette sensibilité accrue des motoneurones SOD1 à la NA, 

notamment en modifiant les propriétés membranaires des neurones et les signaux excitateurs 

qu’ils reçoivent. Une surexpression des récepteurs noradrénergiques dans les moelles SOD1 

pourrait en effet mener à une telle sensibilisation à la NA, comme cela a été décrit pour la DA 

et ses récepteurs dans d’autres pathologies neuronales (Briand et al., 2008; Seeman, 2013). 

 Les motoneurones ne possédant pas de protéines chélatrices du calcium intracellulaire 

comme la parvalbumine, la calretinine, etc... ils présentent une sensibilité accrue à 

l’excitotoxicité par rapport aux autres neurones. Cette hypersensibilité est suspectée de jouer 

un rôle dans la dégénérescence des motoneurones dans la SLA (Turner et al., 2013). 

L’hypersensibilité à la NA que nous rapportons ici pourrait donc jouer un rôle dans cette 

excitotoxicité. Une entrée trop importante de Ca2+ et des dépolarisations exagérées lors de la 

libération de NA, pourraient en effet conduire à des altérations profondes de la machinerie 

intracellulaire des motoneurones. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 97 

 

 

 

 

CHAPITRE 2: 

Maturation et évolution du système cholinergique spinal chez la souris sauvage et 

SOD1G93A, modèle de la sclérose latérale amyotrophique. 
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A. Introduction 
 Les motoneurones spinaux possèdent une arborisation dendritique dense et complexe 

qui reçoit et intègre les informations transmises par des milliers de synapses issues de 

neurones intra et extra-spinaux. Les synapses qui contactent les motoneurones peuvent être 

classées en plusieurs catégories suivant leurs caractéristiques ultra-structurelles : on distingue 

les synapses de type S, T, M, F ou C (Lagerbäck, 1985; Arvidsson et al., 1987). Les synapses 

en C, communément appelées boutons en C, sont caractérisées par l’alignement de vésicules 

synaptiques sphériques le long de la membrane présynaptique et la présence de citernes 

associées à une accumulation de réticulum endoplasmique rugueux au niveau de la membrane 

du motoneurone (Yamamoto et al., 1990; 1991; Nagy et al., 1993). 

Les boutons en C peuvent être révélés par immunohistochimie par un marquage de 

l’enzyme de synthèse de l'acétylcholine, la ChAT, ou de son transporteur vésiculaire, VAChT, 

démontrant bien le phénotype cholinergique de ces synapses (Houser, 1990; Nagy et al., 

1993; Schäfer et al., 1994; Hellström et al., 1999). Lorsque des marquages de ce type sont 

réalisés, les terminaisons en C sont facilement identifiables en microscopie et apparaissent 

comme de larges varicosités au niveau du soma et des dendrites proximales des motoneurones 

(Conradi & Skoglund, 1969; Nagy et al., 1993; Li et al., 1995; Welton et al., 1999). Il a 

récemment été montré que les neurones à l'origine de ces synapses en C sont les interneurones 

cholinergiques situés autour du canal central qui expriment le facteur de transcription Dbx1, 

marqueur spécifique de la population d’interneurones V0. Cette population d’interneurones à 

l’origine des boutons en C constitue une classe particulière des interneurones V0 et a été 

appelée V0c (Zagoraiou et al., 2009). 

 L’acétylcholine (ACh) exerce un puissant contrôle sur les réseaux locomoteurs 

spinaux notamment en agissant sur les propriétés de membrane des neurones et en renforçant 

les contacts synaptiques. L’ACh augmente notamment l'excitabilité des motoneurones via 

l'activation des récepteurs muscariniques motoneuronaux (Miles et al., 2007; Zagoraiou et al., 

2009; Witts et al., 2013). Cette augmentation de l’excitabilité motoneuronale passerait en 

partie par l’inhibition 1) de courants potassiques calcium-dépendants à l’origine de 

l'hyperpolarisation post-spike (AHP, de l’anglais « spike after hyperpolarization ») (Miles et 

al., 2007) et 2) de courants potassiques voltages-dépendants lents, appelés courants M, qui 

induisent des dépolarisations soutenues de la membrane des motoneurones (Bertrand & 

Cazalets, 2011). Le contrôle cholinergique de la transmission synaptique au sein des réseaux 

locomoteurs spinaux est complexe et dépendant du type de récepteur muscarinique impliqué. 
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L'Ach inhibe par exemple la transmission sensorimotrice (Kurihara et al., 1993) mais 

potentialise la transmission glutamatergique commissurale dans les motoneurones (Bertrand 

& Cazalets, 2011). 

 Etant donné l'importance de la neuromodulation cholinergique des réseaux 

locomoteurs spinaux et la facilité d'accès des boutons en C, de nombreuses études se sont 

intéressées à l'évolution morphologique de ces synapses en conditions physiologiques et 

physiopathologiques. Il a été montré que les boutons en C subissent des modifications 

morphologiques notamment lors d'un conditionnement opérant (Feng-Chen & Wolpaw, 1996) 

ou suite à une hémisection de la moelle (Pullen & Sears, 1983). 

Nous avons mentionné plus haut le fait que les motoneurones fast étaient beaucoup 

plus vulnérables que les motoneurones slow vis-à-vis des processus neurodégénératifs à 

l’origine de la SLA. De manière intéressante, les boutons en C sont plus nombreux sur les 

motoneurones fast comparativement aux motoneurones slow et certains groupes de 

motoneurones tels que ceux appartenant au noyau oculomoteur, connus pour être préservés de 

la dégénérescence dans la SLA ne présentent aucun bouton en C. Il apparaissait donc crucial 

d’analyser l’évolution des boutons en C sur les motoneurones lors de la mise en place de la 

SLA. Chez les patients SLA, des marquages post-mortem ont montré que l’expression du 

transporteur de l’Ach était fortement réduite dans les boutons en C (Nagao et al., 1998). Chez 

la souris SOD1, plusieurs publications récentes se sont attachées à analyser l’évolution des 

boutons en C avec l’âge (Chang & Martin, 2009; Pullen & Athanasiou, 2009; Herron & 

Miles, 2012; Casas et al., 2013). Bien que ces études montrent toutes des modifications 

morphologiques des boutons en C connectant les motoneurones à différents stades 

présymptomatiques de la maladie, les données obtenues diffèrent énormément voire 

s’opposent suivant les groupes de recherche. Dans ce contexte, nous avons décidé en 

combinant des approches d’immunohistochimie, de biologie cellulaire et d’électrophysiologie 

de réaliser une analyse longitudinale (de la naissance aux stades présymptomatiques) du 

système cholinergique spinal chez la souris WT et SOD1. Plus précisément, nous avons dans 

un premier temps réexaminé l’évolution morphologique des boutons en C motoneuronaux et 

tester l’impact fonctionnel de ces modifications dans des stades précoces de la SLA. Dans un 

deuxième temps, nous avons poussé plus avant nos investigations en analysant l’expression et 

la localisation des récepteurs muscaniques associés aux boutons en C, les récepteurs M2. 

Enfin nous avons réalisé un comptage associé à un marquage immunohistochimique des 

interneurones de la lamina X afin de révéler une éventuelle dégénérescence de ces neurones à 

l’origine des boutons en C. 



 

 

 

 

 

 

 

 

Table 3. Nombre d'animaux utilisés et de motoneurones analysés pour chaque âge et 
génotype. 

 

P1 P10 P21 P40 P75 P100  
WT SOD1 WT SOD1 WT SOD1 WT SOD1 WT SOD1 WT SOD1 

Animal number 4 4 6 6 7 6 8 6 6 7 5 8 
Motoneuron 

Number 100 83 130 133 148 131 130 126 124 145 116 156 
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Nos données montrent de manière très intéressante que le système cholinergique 

spinal présente une dynamique complexe chez l’animal sauvage au cours du développement 

des réseaux spinaux et que cette dynamique est altérée chez les souris SOD1. Enfin nous 

montrons pour la première fois qu’en plus des motoneurones, les interneurones cholinergiques 

dégénèrent dans la moelle épinière des souris SOD1. 

 

 

B. Matériel et Méthodes 
Cette étude a été menée sur des animaux SOD1G93A et des témoins issus de même 

portée, de 1 à 100 jours postnataux (P1 à P100). Nous avons combiné l’utilisation de plusieurs 

techniques : de l’immunohistochimie dans un premier temps, afin de visualiser et analyser 

l’expression des boutons en C et du récepteur M2 ainsi que pour évaluer l’état des 

interneurones cholinergiques, puis une quantification des récepteurs M2 par western blot et 

enfin nous avons réalisé des expériences d’électrophysiologie extra et intracellulaire afin 

d’apprécier l’état fonctionnel du système cholinergique spinal. 

 

1. Prélèvement et préparation des moelles pour l'analyse histologique 
 Des souris WT et SOD1 P1, P10, P21, P40, P75 et P100 (Table 3) ont été anesthésiés 

avec une injection intrapéritoneale (IP) d’uréthane 20 % (1mL/100g), puis fixés par une 

perfusion intracardiaque de chlorure de sodium (NaCl 0,9 %) suivit de Paraformaldehyde 

(PAF 4 %). La partie lombaire de la moelle épinière a ensuite été prélevée et placée 2 heures 

dans un mélange NaCl-PAF (4 %) à 4°C. Après incubation dans une solution cryoprotectrice 

de sucrose 20 % la moelle a été incluse dans de la colle OCT (tissu tech VWR) et congelée à -

43°C dans de l'isopentane avant d'être stockée à -80°C. Des coupes frontales de 30 µm ont 

ensuite été réalisées au cryostat (Leica CM 3000), puis montées sur lames (sans lamelle ni 

milieu de montage) afin de réaliser ensuite le marquage immunohistochimique. 

2. Immunohistochimie. 
Les marquages immunohistochimiques réalisés au cours de ce travail doctoral ont été 

réalisés par Laura Cardoit (ADT, Université, INCIA). 

 Le jour du marquage, les lames sont décongelées puis rincées une première fois durant 

1h30 avec une solution saline tampon phosphate (PBS 0,1M) avec 0,3 % de triton et 1 % de 

sérum albumine bovin (BSA) afin de saturer tous les sites non spécifiques. Pour 

l’immunohistochimie double fluorescence, les anticorps primaires ont été appliqués toute la 
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nuit à température ambiante dans du PBS + 0,3 % triton + 1 % BSA aux concentrations 

suivantes : à 1:100 pour l'anticorps anti-cholineacetyltransferase (ChAT: millipore AB144P) 

obtenu chez la chèvre et 1:400 pour l'anticorps anti-M2 (Millipore MAB367) obtenu chez le 

rat. Après un rinçage de 3 fois 15 min dans du PBS, les lames ont été incubées avec les 

anticorps secondaires (âne anti-chèvre couplé à Alexa 568 et âne anti-rat couplé à Alexa 488, 

In Vitrogen) pendant 1 heure à température ambiante dans du PBS + 0,3 % triton + 1 % BSA 

à 1:500. Pour finir, les coupes sont rincées 3 fois durant 15 min dans du PBS et montées entre 

lame et lamelle avec un milieu fabriqué au laboratoire. Concernant le marquage de la caspase 

3, le même protocole a été appliqué, à la différence qu'un démasquage des sites antigènes 

avec une solution de tampon contenant du citrate a été réalisé à chaud, en plaçant les lames 40 

minutes dans un bain-marie à 80°C, préalablement à l'incubation avec les anticorps. 

L'anticorps primaire anti-caspase 3 activée (Millipore AB3623) fabriqué chez le lapin a été 

dilué au 1:50ème et l'anticorps secondaire (âne anti lapin couplé à Alexa 488, In Vitrogen) au 

1:500ème. 

Pour la révélation de la ChAT en 3, 3’-diaminobenzidine Horse Raddish Peroxydase 

(DAB), une solution d'H2O2 dilué à 0,3 % dans du PBS a été appliquée sur des lames de 

souris WT et SOD1 P10, P40 et P100 afin de bloquer les enzymes peroxydases endogènes. 

Les sites de liaison non spécifiques ont ensuite été saturés par l'application durant 30 min, à 

température ambiante, de PBS, triton 0,3 %, BSA 1 %. Les anticorps primaires anti-ChAT 

(obtenu chez la chèvre et dilué au 1:100 dans du PBS Triton 0,3 %, BSA 1 %; millipore 

AB144P) ont ensuite été mis à incuber toute la nuit à température ambiante en chambre 

humide. Le lendemain, les lames ont été rincées 5 fois 10 min dans du PBS puis incubées 

avec un anticorps secondaire biotinylé anti-mouton/chèvre (RPN1025V, Amersham, UK), 

dilué au 1:500 dans du PBS Triton 0,3 %, BSA 1 %, dans une chambre humide laissée à 

température ambiante. Enfin, avant la révélation, les lames ont été à nouveau rincées 3 fois 10 

min dans du PBS. La révélation a été effectuée grâce à des kits "ABC" puis "DAB" 

(Biovalley, Vectastain). Une solution enzymatique "ABC" constituée d'un complexe avidine-

biotine peroxydase qui se lie spécifiquement aux molécules de biotine présentes sur 

l'anticorps secondaire a été appliquée sur les lames. L'application d'un chromogène donneur 

d'électron : la diaminobenzidine (DAB) permet alors de révéler la peroxydase en produisant 

des chromogènes colorés par un précipité brun. Plus pratiquement, les solutions A et B du kit 

ABC, diluées au 1:200 ont été appliquées sur les lames, puis une solution contenant la DAB 

obtenue en diluant les produits du kit DAB dans de l'eau distillée, ajusté à pH 7,5 a été utilisée 

pour la révélation. Enfin, 3 rinçages de 10 minutes au PBS ont été effectuéS avant de sécher 
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Figure'20'Détourage'd'un'motoneurone'pour'l'analyse'des'boutons'en'C'
Barre d’échelle : 15 µm '
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les lames et de les déshydrater dans des bains successifs d'alcool : 1 minute dans 95 % 

d'éthanol puis 2 fois 3 minutes dans 100 % d'éthanol. Enfin, les lames ont été éclaircies au 

Xylène 2 fois durant 5 minutes et montées entre lame et lamelle avec un milieu de montage 

Eukit (baume d'inclusion histologique, H113, Dutscher). 

 

3. Acquisitions au microscope confocal et analyse. 
 Les images ont été acquises sur un microscope confocal Leica SP5 de la plateforme 

d'imagerie de Bordeaux (BIC). Une attention particulière a été portée pour ne pas prendre 

d'image des neurones apoptotiques présentant des vacuoles. Pour chaque animal, trois lames 

de moelle épinière ont été choisies de manière aléatoire et sur chaque lame, une portion de la 

lamina IX contenant les motoneurones a été acquise sur trois coupes, elles aussi choisies de 

manière aléatoire. 

 Chaque acquisition a été faite en 12 bits sous la forme d'une pile (stack) d'images sur 

7µm d'épaisseur avec un objectif 63x NA1.4 à immersion à huile. L'intervalle entre deux 

images successives est de 0.25µm ce qui répond aux exigences du critère de Nyquist pour 

imager les boutons en C avec une résolution suffisante sans générer des fichiers trop "lourds". 

Chaque pile est composée de 2 canaux (de longueurs d'ondes 488 et 543). Le traitement et 

l'analyse de ces images ont ensuite été effectués avec le logiciel Fiji (ImageJ) à l'aide d'un 

plugin développé au laboratoire, spécialement pour l'analyse de ces données, par Gilles 

Courtand (IE CNRS, INCIA). Ce plugin nous permet de recueillir plusieurs paramètres de ces 

images tels que le périmètre et le centroïde des motoneurones ainsi que le nombre, la taille, 

l’aire et la position du centroïde des boutons en C. Plus précisément, le plugin nous permet 

d’appliquer des procédures proposées par Fiji avec un accès simplifié et plus rapide. L'analyse 

s'effectue sur la projection en Z de 15 stacks, soit une épaisseur de 3,75 µm, choisie pour 

inclure au maximum le soma du motoneurone étudié. Pour chaque neurone, une projection en 

« MAX » (pour chaque emplacement de pixel la valeur maximum d’intensité des 15 stacks a 

été conservée) et en « SUM » (pour chaque emplacement de pixel le logiciel calcule une 

intensité correspondant à la somme des 15 pixels de chaque stack et génère une image d'une 

dynamique de 32 bit) est réalisée. Bien que chaque action soit effectuée à la fois sur les deux 

canaux (ChAT : rouge et M2 : vert), l’analyse est effectuée en se basant sur le canal rouge qui 

permet de mieux visualiser les neurones et les boutons en C. Un détourage à la main du soma 

et des dendrites proximales du motoneurone a été réalisé sur l’image « MAX » (Figure 20), 

permettant au logiciel d’enregistrer ce détourage comme une première région d’intérêt 

(=ROI). Ensuite, une seconde ROI a été créée en « supprimant » les dendrites proximales de 
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la sélection lorsque celles-ci étaient présentes sur l’image. Enfin, en suivant des critères 

préalablement définis (taille de 0,5 à 10 µm, position autour du soma et des dendrites 

proximales, circularité 0-1) les boutons en C ont été automatiquement détectés dans une zone 

contenant la selection du soma et des dendrites, élargie de 2 µm, et détourés, générant ainsi de 

nouvelles ROI. Un tableau contenant les valeurs de périmètre, diamètre et d'aire des 

différentes ROIs a ainsi été obtenu. Le décompte de ces ROI permet de déterminer le nombre 

de boutons en C analysés pour un neurone donné. Enfin, le centroïde du soma du 

motoneurone est calculé et défini par des coordonnées X et Y dans l’image. Le même calcul 

est appliqué pour chaque bouton en C, ce qui permettra par la suite, avec un simple calcul de 

distance (= √((Xb-Xa)2 + (Yb-Ya)2)) de déterminer la position des boutons en C par rapport 

au soma du motoneurone. 

 

 Afin d'étudier l'accumulation du récepteur M2 postsynaptique en face des boutons en 

C, nous avons généré des profiles d'intensité (plot profile) à partir des valeurs d'intensité 

mesurées dans une région correspondant à une bande de largeur constante (2,83 µm) 

s'étendant de part et d'autre du contour du motoneurone (voir figure 23 A). Le marquage des 

boutons en C avec la ChAT (en rouge) apparaît sur un premier canal et le marquage des M2 

tout au long de la membrane neuronale (en vert) sur un second canal (voir figure 23 A). En 

utilisant un second plugin développé par Gilles Courtand, nous avons détecté 

automatiquement par seuillage les boutons en C sur le canal ChAT, puis cette sélection (ROI) 

légèrement élargie (de 1 µm) a été appliquée sur le canal M2. L'aire du marquage M2 sous le 

masque des boutons en C ainsi que son intensité moyenne ont été calculées. L'intensité du 

marquage M2 sous les boutons en C a été rationalisée par rapport à l'intensité moyenne 

calculée sur l'ensemble du canal M2 (vert). 

 L'analyse statistique de ces données a été effectuée sur SPSS (IBM SPSS 

Statistics), ce qui a permis de gérer un grand nombre de données et de les scinder en groupes 

distincts suivant leurs différentes caractéristiques (âges, génotype...) à la demande. La 

création de ces tableaux SPSS regroupant toutes les données issues de Fiji a nécessité la 

création de programmes informatiques capables de lire, trier et classer ces valeurs. Ces 

programmes ont été créés par Christophe Halgand (IR CNRS, INCIA) en langage Matlab 

(MatWorks) et python. 
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4. Acquisitions au scanner de lame, comptage et analyse. 
 Un comptage des interneurones cholinergiques de la lamina X a été effectué sur des 

lames de souris WT et SOD1 P10, P40 et P100 dans lesquelles la ChAT a été révélée à la 

DAB. Au vu du nombre de lames à imager nous avons opté pour une acquisition des images à 

l'aide d'un scanner de lame (Nanozoomer 2.0 HT Hamamatsu C9600-12, Hamamatsu-

photonics, France) disponible au BIC (Bordeaux Imaging Center). Ce scanner permet 

d'effectuer des acquisitions de plusieurs lames à la suite en mode "batch". Pour cela, les lames 

sont placées dans une cassette de stockage vertical qui est insérée dans le scanner. Le logiciel 

NDP Scan (NDP scan 2.5.0) permet d'effectuer des réglages notamment de seuil d'intensité et 

de taille pour détecter ensuite automatiquement les objets d'intérêt (ici les coupes de moelle) 

sur les lames, puis d'incrémenter le nom de chaque lame qui a préalablement été importé. Les 

lames ont tout d'abord été pré-scannées avec un objectif 20x couplé à un capteur CCD éclairé 

par une lampe à vapeur de mercure (200W, Lx2000) puis replacées dans la cassette. Le 

résultat de ce pré-scannage permet à l'utilisateur de vérifier la bonne sélection des zones 

d'intérêt suivant les paramètres préalablement définis. Une fois la vérification effectuée, le 

scannage définitif était lancé durant la nuit. Les images ainsi acquises ont permis de visualiser 

la lame en entier, avec chaque coupe, correspondant à une zone d'intérêt, acquise en haute 

résolution avec un objectif x20. 

 Préalablement à l'étape de comptage des interneurones de la lamina X, un marquage 

"NeuN" a été effectué sur des coupes de souris aux trois âges étudiés. Ce marquage nous a 

permis, grâce à la visualisation de l'ensemble des neurones de la coupe, de déterminer de 

manière précise le contour de la lamina X. Nous avons ainsi déterminé une zone de 80 µm de 

rayon autour du canal central dans laquelle le comptage des interneurones marqués à la DAB 

a été réalisé pour tous les âges testés. 

 

 Les interneurones de la lamina X ont été comptés à la main sur chaque coupe. Le 

diamètre de chaque coupe a été mesuré au niveau maximal de sa largeur avec l'outil "règle" 

du logiciel NDP Viewer (NDP viewer 1.2.1). 

 Pour homogénéiser nos résultats et effectuer le comptage dans une section de moelle 

strictement identique d'un animal à l'autre, nous avons utilisé un point de référence 

anatomique. Les neurones inter-médio-latéraux (IML) sont des neurones cholinergiques situés 

comme leur nom l’indique dans la partie intermédio-latérale de la moelle. Ces neurones 

présentent une répartition anatomique bien précise. En effet, ils sont présents dans l’ensemble 

des segments thoraciques et dans les segments lombaires L1 et L2. La disparition des IML des 
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coupes nous a donc servis de point de référence. Après avoir mesuré la longueur d’un 

segment lombaire à P10, P40 et P100 (450, 950 et 1000 µm respectivement), les coupes de 

moelle réalisées étant de 30 µm, nous avons choisi de garder 15 coupes pour les P10 et 33 

coupes pour les P40-P100 en avant de la dernière coupe contenant des IML et de garder 50 

coupes après la disparition des IML à P10 et 100 à P40-P100. De cette façon le comptage a 

été fait pour tous les animaux des segments L2 à L5.  

 

5. Western Blot 
  La moelle lombaire de souris WT et SOD1 âgées de P1, P10, P21, P40, P75 et 

P100 anesthésiées à l’isoflurane a été isolée par laminectomie. Après élimination de la partie 

dorsale de la moelle, les tissus ont été congelés dans de la carboglace et stockés très 

rapidement à -80°C. Lorsque cela était nécessaire, la partie lombaire était préalablement 

séparée en deux à l'aide d'un micro-scalpel en la plaçant sur le côté afin de séparer les parties 

dorsale et ventrale. Le jour de l’analyse en western blot, les échantillons de tissu ont été pesés 

et décongelés dans une solution tampon RIPA (Sigma, R0278) à laquelle ont été ajoutés des 

inhibiteurs de protéases (Roche, Proteases inhibitor cocktail Tablets, easypack, 

n°04693116001) dans un volume de 200 µl afin d'obtenir une concentration protéique 

suffisante pour réaliser les westerns blots. Les échantillons ont ensuite été soniqués dans de la 

glace puis laissés à reposer durant 30 minutes à 4°C. Les lysats ainsi obtenus ont été 

centrifugés à 15000 durant 20 min à 4°C afin d'isoler toutes les protéines du tissu dans le 

supernageant. 

La quantité de protéines a ensuite été mesurée par un dosage « DC Protein assay » 

(Bradford), dans lequel la sérum albumine bovine (BSA) (Sigma A2153) est utilisée comme 

standard pour la gamme étalon. Des quantités équivalentes de protéines (30 µg), prélevées 

dans les surnageants, ont été déposées sur des gels d’acrylamide 10 % (SDS PAGE) après 

dilution dans du tampon de Laemmli. Des poids moléculaires standards (Pierce, PageRuler 

Plus prestained protein, 26620) ont été utilisés pour déterminer le poids de la protéine 

d’intérêt. Une électrophorèse a permis de séparer les protéines présentes dans les homogénats 

en fonction de leur taille. La migration a été commencée à 70 V puis, dès que toutes les 

protéines avaient atteint le gel du bas (« lower gel »), le voltage était augmenté à 120 V 

pendant une heure. Après la migration, les protéines ont été transférées sur une membrane 

PDVF (biotran) dans une cuve de tampon de transfert (Tris Glycine 20 % Méthanol) placée à 

300 mA à 4°C durant 1h30. 



 

 

  
 RESULTATS - CHAPITRE 2  

106 

Pour la révélation, un immunoblot a ensuite été réalisé. La membrane sur laquelle les 

protéines de l’échantillon, séparées par électrophorèse, ont été transférées a tout d’abord été 

saturée avec un tampon Tris-NaCl « tween 20 » (Sigma) contenant 5 % de lait écrémé (TBST 

pour « Tris Buffer Saline Tween »), 0,01 % durant 2h. La membrane a ensuite été incubée 

toute la nuit à 4°C dans une solution contenant l’anticorps primaire rat anti-M2, permettant de 

cibler les récepteurs M2 (Millipore MAB367). Le lendemain, la membrane a été rincée 3 fois 

30 min dans du lait 5 % (TBST) puis incubée à température ambiante durant 1h dans une 

solution contenant l’anticorps secondaire anti-rat couplé à la peroxydase (HRP pour « Hose 

Radish Peroxydase »). Enfin, 2 rinçages de 30 minutes dans du TBSTM ont été réalisés, 

suivis de 2 rinçages dans du TBST et enfin d'un dernier rinçage dans du TBS. Les bandes 

protéiques immunomarquées ont été visualisées par chemoluminescence avec le réactif ECL 

(Lumiglo/Eurobio). 

La quantification des récepteurs M2 a été réalisée à partir des bandes ainsi révélées sur 

film photographique. L’image a été analysée par densitométrie afin d’évaluer le taux relatif de 

marquage de la protéine et de quantifier les résultats en termes de densité optique. Afin de 

normaliser chaque puits de dépôt des protéines, l'intensité des bandes M2 a été rationalisée 

par rapport à celles de la β-actine (Synaptic System) révélée sur les mêmes membranes. 

 

6. Préparations de moelle épinière isolée et des tranches de moelle. 
 Les animaux (P1-P3 pour les enregistrements extracellulaires et P7 et P11 pour les 

expériences de patch-clamp) ont été profondément anesthésiés avec un mélange air-isoflurane 

4 %, puis décapités et éviscérés. La suite de la dissection est identique à celle présentée dans 

le chapitre sur la modulation monoaminergique. 

 Pour l’obtention de tranches de moelle lombaire, la moelle a ensuite été débarrassée de 

ses racines avant d’être incluse dans un bloc d’agar à 3 % afin d’effectuer des coupes 

transversales (350µm) à l’aide d’un vibratome (Leica VTS 300s). Les tranches ont ensuite été 

laissées au repos pendant 1 heure à 30°C dans de l’aCSF contenant en mM : 130 NaCl, 3 KCl, 

3.75 CaCl2, 1.3 MgSO4, 0.58 NaHPO4, 25 NaHCO3 et 10 glucose, ajusté à pH 7.4 et oxygéné 

(95 % O2, 5 % CO2) avant de commencer les enregistrements. 

 
7. Enregistrements électrophysiologiques extracellulaires et intracellulaires. 
 Les enregistrements extracellulaires effectués sur la préparation de moelle épinière 

isolée ont été réalisés de la même façon que décrit précédemment (voir page 88). 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 21 Electrophysiologie in vitro sur tranche de moelle épinière. 
Un motoneurone est enregistré en patch clamp configuration cellule entière via une électrode 
en verre étirée. La transmission synaptique commissurale a été induite en stimulant 
électriquement la commissure ventrale. 
(Adaptée d'après Bertrand et al., 2011). 
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 Pour les expériences de patch-clamp, les tranches de moelle lombaire ont été placées 

dans une chambre d'enregistrement localisée sur la platine d'un microscope vertical (Nikon 

Eclipse, E600FN) et continuellement perfusées avec de l'aCSF oxygéné à température 

ambiante (24 à 26°C). Les enregistrements en voltage ou courant imposé des motoneurones, 

identifiés grâce à leur position dans la lamina IX et leur relative grande taille, ont été effectués 

en patch-clamp configuration cellule entière. Les microélectrodes de verre (4-7 MΩ) ont été 

réalisées sur une étireuse horizontale (P-97, Sutter Instrument company, USA) et remplies 

avec une solution intracellulaire contenant en mM : 120 K-gluconate, 20 KCl, 0.1 MgCl2, 1 

EGTA, 10 HEPES, 0.1 CaCl2, 0.1 GTP, 0.2 AMPc, 0.1 Leupeptine, 77 D-Manitol et 3 Na2-

ATP, ajustée à pH 7.3; de la biocytine (0,02 %) était ajoutée à la solution intracellulaire pour 

contrôler ultérieurement la localisation et l'identité des cellules enregistrées. Les signaux 

biologiques ont été amplifiés à l'aide d'un Multiclamp 700B (Molecular devices, CA, USA), 

filtrés (6kHz), digitalisés (Interface ITC-18, Instrutech) et collectés sur un ordinateur Apple 

avec le logiciel Axograph (Axon Instrument, CA). 

 Les axones des neurones commissuraux ont été stimulés électriquement à l'aide d'une 

électrode bipolaire en tungstène placée au niveau de la commissure ventrale (Figure 21). Cette 

électrode était connectée à une unité de stimulation (Master 8, AMPI, Jérusalem, Israël) 

contrôlée par une interface analogique/numérique (ITC 18, Instrutech). Les enregistrements 

intracellulaires ont été faits dans leur intégralité en présence d’un milieu enrichi en cations 

(dit "haut calcium, haut magnésium") contenant : 7,5 mM CaCl2 et 8mM MgSO4 permettant 

la diminution de la transmission polysynaptique. De la strychnine (1µm), de la gabazine 

(1µm) et du DNQX (5µm) ont été ajoutées à ce milieu en permanence afin de bloquer 

respectivement l'activation des récepteurs glycinergiques, GABAA et AMPA 

 
8. Pharmacologie. 
 Les composés utilisés dans cette étude ont été achetés chez Sigma à l’exception du 

DNQX, de l’AF-DX 116  et de la gabazine (Abcam). Des solutions stocks à 0,1mM de NMA 

et de 5-HT ont été réalisées. À l’inverse, les solutions contenant l'oxotrémorine ont été 

préparées fraiches chaque jour et stockées à 4°C pendant la durée de l'expérience 

 Dans les expériences d'électrophysiologie extracellulaire comme dans celles 

intracellulaire, les composés pharmacologiques ont été appliqués directement dans le bain de 

perfusion via une pompe péristaltique (respectivement fixée à des fluxs de 7 et 5 ml/min). 

 
 



 
 
 
 

 
 
Figure 22 Marquages des boutons en C et des récepteurs M2 dans la moelle lombaire de 
souris WT et SOD1 à différents stades. 
Photographie en microscopie confocale d’un double marquage immunohistochimique en 
fluorescence de la ChAT (rouge) et des récepteurs M2 (vert) réalisé chez des souris WT et 
SOD1 à un jour postnatal (P1, A), P10 (B), P21 (C), P40, P75 et P100 (D). Les têtes de 
flèches sur le panneau B indiquent la présence de synapses cholinergiques : les boutons en C. 
Barre d’échelle : 15 µm. 
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9. Statistiques. 

 Les statistiques concernant les paramètres morphologiques des boutons en C ont été 

réalisées avec le logiciel SPSS (IBM SPSS Statistics) qui permet de gérer des tableaux de 

données de grande dimension. Les autres analyses statistiques ont été réalisées avec le logiciel 

GraphPad prism (GraphPad Prism software). Ces analyses ont été faites sur les données 

brutes. Des t-tests ont été utilisés pour comparer deux groupes de valeurs et des ANOVA à 

deux voies associées à des tests de comparaison multiple de Sidak ont été réalisées afin 

d'évaluer les effets de l’âge ou des différents composés testés en fonction du génotype des 

souris (Prism Graph Pad). Toutes les données sont exprimées en moyenne ± ESM (Erreur 

Standard à la Moyenne). Les astérisques sur les figures et les tables indiquent un niveau de 

significativité positif de l'analyse post-hoc (p<0,05). 

 
 

C. Résultats 
1. Analyse longitudinale des paramètres morphologiques des boutons en C présents sur 
les motoneurones lombaires des souris WT et SOD1G93A. 
 Dans la première partie de cette étude, nous avons réexaminé l’évolution des synapses 

en C qui connectent les motoneurones lombaires dans une fenêtre temporelle allant de la 

naissance aux stades présymptomatiques de la SLA. Cette analyse a été complétée par un 

marquage des récepteurs M2, récepteurs connus pour être associés en postsynaptique aux 

synapses cholinergiques en C. La Figure 22 présente des images représentatives de 

motoneurones lombaires immunopositifs pour la ChAT (canal rouge) et M2 (canal vert) chez 

des souris P1 (Fig. 22 A), P10 (Fig. 22 B), P40 (Fig. 22 C) et P100 (Fig. 22 D) WT (panneaux 

de gauche) et SOD1G93A (panneaux de droite). Les marquages obtenus chez les animaux P40 

et P75 n’ont pas été illustrés. La table 3 répertorie le nombre d’animaux utilisés ainsi que le 

nombre de motoneurones analysés à chaque âge pour chaque génotype. 

La Figure 23 présente l’ensemble des paramètres morphologiques analysés chez les animaux 

WT (barres noires) et SOD1 (barres blanches) aux différents âges testés. Dans un premier 

temps, on observe que dans les stades juvéniles, à P1 et P10, les motoneurones des souris 

SOD1 présentent un corps cellulaire significativement plus petit que celui des animaux WT 

(Figure 23 B), tandis que dans les stades plus tardifs le périmètre des motoneurones SOD1 et 

WT n’est plus différent. Nous nous sommes ensuite intéressés au comptage des boutons en C 

sur les motoneurones lombaires. Tout d’abord, notre étude révèle que, comme cela a été 



 
 
 
 

 
Figure 23 Analyse longitudinale des paramètres morphologiques des boutons en C au 
contact des motoneurones lombaires. 
A. En utilisant le marquage ChAT un détourage manuel du corps cellulaire et des dendrites 
proximales de chaque motoneurone a été réalisé. Les boutons en C présents au niveau de cette 
sélection ont alors été automatiquement détectés. Cette analyse nous a permis de mesurer 
différents paramètres chez les animaux WT (barres noires) et SOD1 (barres blanches) à un 
jour postnatal (P1), P10, P21, P40, P75 et P100 : B. le périmètre des motoneurones, C. le 
nombre de boutons en C relativisé par rapport au périmètre du motoneurone sur lequel ils ont 
été comptés, D. l’aire des boutons en C et enfin E. leur position sur le corps cellulaire et les 
dendrites proximales des motoneurones, exprimé par la distance séparant le centroïde des 
boutons en C du centroïde du motoneurone (µm). Les astérisques indiquent une significativité 
positive et les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM. Barre d’échelle : 15 µm (A). 
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montré dans des études précédentes, aucun bouton en C n’est détectable avec un marquage 

ChAT chez les animaux P1, quel que soit le génotype des souris (Figure 22 A et 23 C). À 

l’inverse, à partir de P10, les boutons en C apparaissent comme de larges structures immuno-

positives à la ChAT entourant le corps cellulaire et les dendrites proximales des motoneurones 

(flèches sur la figure 22 B). 

 Le périmètre des neurones influençant la quantité de boutons en C qui peuvent être 

présents au niveau présynaptique, nous avons rationalisé le nombre de boutons en C par le 

périmètre de chaque motoneurone analysé. Le graphique de la figure 23 C montre que chez 

les souris WT, le ratio boutons en C/périmètre des motoneurones augmente de P10 à P21 puis 

se stabilise jusqu’à P75 avant d’augmenter à nouveau à P100 (Figure 23 B). L’aire des 

boutons en C quant à elle, augmente progressivement avec l’âge chez ces animaux WT 

(Figure 23 D). Cette évolution des boutons en C au cours du développement est différente 

chez les souris SOD1. En effet, chez ces animaux, la proportion de boutons en C en contact 

avec les motoneurones lombaires augmente fortement de P10 à P21 pour atteindre une valeur 

plateau qui ne varie plus au cours du développement alors que l’aire des boutons augmente, 

quant à elle, progressivement jusqu’à l’âge de 75 jours et diminue ensuite à P100. Les tests de 

comparaison multiple réalisés sur ces données révèlent de plus que chez les souris SOD1, le 

nombre de synapses en C est significativement inférieur à celui des WT à P10, puis la 

proportion de synapses en C augmente chez les souris SOD1 jusqu’à dépasser de façon 

significative celui obtenu chez les WT à P21 et P40, avant que cette tendance ne s’atténue, et 

s’inverse même à nouveau à P100 où l’on observe que le nombre de synapses en C est 

significativement inférieur chez les SOD1 que chez les WT (Figure 23 D). Ces modifications 

du nombre de synapses en C sur les motoneurones SOD1 s’accompagnent également de 

changements morphologiques de ces synapses. En effet, l’aire des boutons en C des souris 

SOD1 est significativement plus faible que celle des WT à P10 et P100, mais plus grande à 

P21, âge où les boutons en C sont également présents en plus grand nombre chez ces souris 

(Figure 23 D). 

Cette étude immunohistochimique des boutons en C nous a également permis 

d’évaluer la distribution de ces synapses au niveau du soma et des dendrites proximales des 

motoneurones. Pour cela, la distance entre le centroïde de chaque bouton en C et le centroïde 

du motoneurone a été calculée. Nous n’avons observé aucune évolution de ce paramètre avec 

l’âge que ce soit chez les souris WT ou les souris SOD1 (Figure 23 E), avec des synapses en 

C situées en moyenne dans un rayon de 20-23µm autour du centroïde du motoneurone, dès 

P10. Eu égard au fait que les motoneurones SOD1 sont significativement plus petits que les 



 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 24 Neuromodulation cholinergique de la locomotion fictive induite 
pharmacologiquement sur des préparations de moelle épinières isolées de souris WT et 
SOD1 nouveau-nés. 
Enregistrements extracellulaires intégrés (ƒ) représentatifs de l'activité des racines ventrales 
lombaires droite (rL2) et gauche (lL2 et lL5), en présence de NMA + 5-HT (16 µM de 
chaque) seuls ou co-appliqués avec de l’oxotremorine (Oxo ; 5, 10, 20 µM), chez des animaux 
WT (A) et SOD1 (B). 
Les histogrammes représentent les résultats obtenus concernant la période (C) et l’amplitude 
des bouffées enregistrées sur les racines L2 (D) en présence ou en absence d’oxotremorine sur 
les moelles épinières de souris WT (barres noires) et SOD1 (barres blanches). Les astérisques 
indiquent une significativité positive et les chiffres dans les barres d'histogrammes réfèrent au 
nombre d'animaux utilisés pour chaque groupe. 
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motoneurones WT à P10 (Figure 23 B), la distance séparant les boutons en C du centroïde du 

motoneurone est logiquement significativement plus faible chez les SOD1 à P10. Par contre, 

alors que les motoneurones à P21 et P100 présentent des valeurs de périmètre identique, nous 

avons observé que la distance moyenne du centroïde des boutons en C par rapport au 

centroïde des motoneurones était significativement plus petite chez les SOD1 à P21 et P100 

que chez les WT aux mêmes stades suggérant que les boutons en C sont plus recentrés autour 

du corps cellulaire des motoneurones SOD1 (Figure 23 E). 

L’ensemble de ces données montre des altérations précoces des synapses 

cholinergiques en C connectant les motoneurones lombaires SOD1 ainsi qu’une perte de 

boutons en C associée à une réduction de leur aire dans les stades présymptomatiques (P100) 

de la SLA. 

 

2. Impact fonctionnel des altérations morphologiques des boutons en C dans la deuxième 
semaine postnatale : analyse extra- et intracellulaire. 
 Nous avons montré précédemment que la modulation monoaminergique des réseaux 

spinaux lombaires différait chez des souris nouveau-nées WT et SOD1 (Milan et al., 2014). 

Ces données, combinées à l’observation que l’aire des boutons en C est significativement plus 

petite à P10 chez les souris SOD1 comparativement aux souris WT (Figure 23 D) et à celle 

des travaux antérieurs réalisés par d’autres groupes (Pullen & Athanasiou, 2009; Herron & 

Miles, 2012; Casas et al., 2013), nous ont amené à poser la question de savoir si la modulation 

cholinergique des réseaux moteurs spinaux WT et SOD1 était identique dans la première 

semaine postnatale. Pour répondre à cette question nous avons réalisé dans un premier temps 

des enregistrements extracellulaires sur la préparation de moelle épinière isolée in vitro et 

dans un second temps des enregistrements intracellulaires en patch-clamp configuration 

cellule entière des motoneurones lombaires sur tranches de moelle. 

 La figure 24 montre que l’application de NMA (16 µM) + 5-HT (16 µM) induit 

comme montré précédemment une activité de locomotion fictive coordonnée, tant chez les 

souris WT que chez les SOD1 (Milan et al., 2014) (Figure 24 A et B). Afin d’analyser la 

neuromodulation cholinergique des réseaux spinaux lombaires, nous avons testé et comparé 

l’effet d’un agoniste à large spectre des récepteurs muscariniques de l’acétylcholine, 

l’oxotrémorine, sur le rythme induit par le NMA et la 5-HT chez les souris WT et SOD1. 

L’application de concentrations croissantes d’oxotrémorine dans le bain de perfusion (5, 10 et 

20 µM) (Figure 24 A et B) n’a aucun effet significatif sur la période des bouffées d’activité 

locomotrice, que ce soit chez les souris WT ou SOD1 (Figure 24 C). À l’inverse, l’application 



 

 
Figure 25 Etude intracellulaire de l’effet de l’oxotremorine sur les motoneurones de 
souris WT et SOD1. 
Enregistrements intracellulaires en patch clamp configuration cellule entière de motoneurones 
de souris WT et SOD1 âgées de P9 à P12. L’application d’oxotremorine dans le bain (A) 
induit une dépolarisation de la membrane plasmique des motoneurones WT et SOD1 (A1), 
une diminution de l’amplitude de l’hyperpolarisation suivant la genèse d’un potentiel d’action 
(AHP) (A2 et A3) et réduit la résistance d’entrée des motoneurones (A4). La diminution de 
l'amplitude de l'AHP par l'application d'oxotremorine est reversée par l’application d’un 
antagoniste des récepteurs M2 (AF- DX116, 10 µM) (A2). 
Une stimulation électrique au niveau de la commissure centrale (B) induit une dépolarisation 
de longue durée des motoneurones WT et SOD1 qui est fonction de la fréquence et du nombre 
de chocs appliqués (B1, B2). Cette dépolarisation est dépendante de l’activation de récepteurs 
muscariniques puisque supprimée lors de l’application d’atropine dans le bain (B2) Aucune 
différence significative de cette transmission commissurale n’a été observée entre les animaux 
WT et SOD1 (B3). 
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d’oxotrémorine à 5 et 10 µM augmente significativement l’amplitude des bouffées 

enregistrées sur les racines ventrales lombaires L2 (Figure 24 D) et L5 (données non 

illustrées), quel que soit le génotype des animaux testés. Les tests de comparaison multiple de 

l’ANOVA à deux voies réalisée sur ces données ont montré que l’effet amplificateur de 

l’oxotrémorine sur l’amplitude des bouffées n’est pas significativement différent entre les 

souris WT et SOD1. 

 L’utilisation de la préparation de moelle épinière isolée in vitro et l’enregistrement 

extracellulaire de l’activité locomotrice suite à l’application d’un agoniste cholinergique n’ont 

donc pas permis de révéler un effet fonctionnel des modifications anatomiques des boutons en 

C observées précédemment chez les souris SOD1 nouveau-nées. On peut supposer que la 

mise en jeu de mécanismes compensatoires au sein des réseaux spinaux pourrait expliquer 

l’absence de différence que nous avons obtenue. Nous avons donc complété cette étude par 

approche « plus fine », en comparant l’effet de l’oxotrémorine directement sur les propriétés 

intracellulaires des motoneurones lombaires WT et SOD1. 

 Sur des motoneurones isolés du reste des réseaux spinaux par la perfusion d’un milieu 

enrichi en calcium et en magnésium contenant de la strychnine, de la gabazine et du DNQX, 

nous avons tout d’abord comparé la dépolarisation induite par l’application dans le bain de 

perfusion de 10�µM d’oxotrémorine. La trace de la figure 25 A1 montre que cette application 

induit une dépolarisation de longue durée des motoneurones lombaires dont l’amplitude n’est 

pas significativement différente entre les motoneurones WT et SOD1. Les canaux potassiques 

dépendants du calcium à l’origine de l’AHP constituent une cible majeure du système 

neuromodulateur cholinergique spinal (voir par exemple Miles et al., 2007). Nous avons donc 

comparé l’effet de l’oxotrémorine sur l’AHP des motoneurones WT et SOD1. Comme montré 

précédemment, l’oxotrémorine déprime l’AHP des motoneurones (Figure 25 A2, comparez le 

tracé noir et gris). Cet effet est lié à l’activation des récepteurs M2. En effet l’ajout dans le 

bain de perfusion contenant l’oxotrémorine d’un antagoniste des récepteurs M2, l’AF-DX 116 

contrecarre l’inhibition d l’AHP induite par l’oxotrémorine (Figure 25 A2, tracé en pointillé). 

L’histogramme de la figure A3 montre que cet effet inhibiteur est similaire entre les 

motoneurones WT et SOD1. 

 Il a été montré récemment qu’une stimulation électrique commissurale induisait des 

potentiels postsynaptiques excitateurs dépolarisants d’origine muscarinique (musc-EPSP) de 

longue durée dans les motoneurones (Bertrand & Cazalets, 2011). Nous avons donc voulu 

savoir si cette transmission commissurale cholinergique était modifiée dans les motoneurones 

SOD1 (Figure 25 B1 et B2). Les figures 25 B1 et B2 présentent des traces représentatives de 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 26 Quantification des récepteurs M2 dans la moelle lombaire ventrale de souris 
WT et SOD1 en fonction de l’âge. 
La quantité de récepteurs M2 présents dans les tissus spinaux lombaires ventraux de souris 
WT et SOD1 à différents stades de développement : P1, P10, P21, P40, P75 et P100 a été 
déterminée par western blot. Un exemple représentatif de gels obtenus pour chaque âge et 
chaque génotype est présenté (A). La β-actine est utilisée afin de normaliser les résultats 
obtenus pour chaque groupe. On représente ainsi la quantité normalisée de récepteurs M2 au 
niveau lombaire d’animaux WT (barres noires) et SOD1 (barres blanches) au cours du 
développement (B). Les astérisques représentent une significativité positive. 
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l’effet de chocs électriques commissuraux (1Hz 5 chocs et 50Hz 20 chocs) dans un 

motoneurone WT. Comme cela a été montré chez le rat, l’augmentation du nombre de chocs 

et de la fréquence des stimulations appliquées induit une augmentation de l’amplitude des 

musc-EPSPs tant chez les WT que chez les SOD1. La nature muscarinique de ces EPSPs a été 

confirmée par l’application d’atropine dans le bain de perfusion (Figure 25 B2). 

L’histogramme de la figure 25 B3 montre que, bien que les motoneurones SOD1 semblent 

être légèrement plus dépolarisés lors des stimulations commissurales que les motoneurones 

WT, aucune différence significative n’a été observée entre les deux génotypes. 

 Il semblerait donc que les modifications morphologiques des boutons en C observées 

chez les sujets jeunes, entre P1 et P10 n’aient pas d’impact fonctionnel et que la 

neuromodulatrice cholinergique des réseaux moteurs spinaux WT et SOD1 soit identique à 

ces stades développementaux. 

 

3. Analyse longitudinale de l’expression des récepteurs M2 dans la moelle lombaire des 
souris WT et SOD1. 
 Plusieurs études anatomiques ont montré que les récepteurs M2 s’accumulent au 

niveau de la membrane postsynaptique en face des boutons en C (Hellström et al., 2003; 

Muennich & Fyffe, 2004; Zagoraiou et al., 2009; Herron & Miles, 2012). L’importance 

fonctionnelle de ces récepteurs dans la modulation cholinergique des réseaux spinaux a, de 

plus, été confirmée électrophysiologiquement (Miles et al., 2007; Bertrand & Cazalets, 2011). 

Nous ne disposons néanmoins à notre connaissance d’aucune donnée concernant la mise en 

place des récepteurs M2 au cours du développement des motoneurones lombaires ainsi que 

sur leur évolution dans la physiopathologie de la SLA. La deuxième partie de cette étude a 

donc eu pour but de quantifier l’expression des récepteurs M2 et de caractériser leur 

distribution en face des boutons en C dans la membrane des motoneurones WT et SOD1 

depuis la naissance jusqu’aux stades présymptomatiques. 

 Afin de comparer l’expression des récepteurs M2 dans la moelle lombaire ventrale des 

animaux WT et SOD1, nous avons tout d’abord réalisé une analyse en western blot de 

l’expression de cette protéine chez des souris P1, P10, P21, P40, P75 et P100 (Figure 26 A). 

L’histogramme de la figure 26 B montre que le ratio M2/β actine n’est pas différent entre les 

animaux WT et SOD1 à P1, P10 et P21. À l’inverse à partir de P40, le taux de M2 tend à 

baisser chez les souris SOD1 comparativement aux WT. Cette différence s’accentue et 

devient significative à P75 et P100 (Figure 26 A-B). Ces résultats suggèrent donc qu’en 

parallèle à la perte des boutons en C sur les motoneurones dans les stades présymptomatiques 



 
 
 
 

 
Figure 27 Evolution de l’expression et du positionnement des récepteurs M2 post-
synaptiques en face des boutons en C chez les animaux WT et SOD1 au cours du 
développement. 
(A) Courbes d'intensité de fluorescence des marquages ChAT (rouge) et M2 (vert) dans la 
zone de détourage du corps cellulaire et des dendrites proximales des motoneurones. Les 
zones hachurées illustrent la coïncidence ou pas d’un pic d’intensité rouge (bouton en C) avec 
un pic d’intensité vert  dans un motoneurone P10 SOD1 (A1) et P100 WT (A2). En reportant 
la sélection des boutons en C réalisée avec le marquage ChAT sur le canal M2, le ratio de 
l'aire sous les boutons en C occupée par des récepteurs M2 (B), ainsi que l'intensité du 
marquage de M2 en face des boutons en C rationalisée par rapport au fond de l'image (C) ont 
été calculés. Les astérisques représentent une significativité positive.. 
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P75-P100 (voir Figure 23.C), le taux de récepteurs M2 chute dans la moelle épinière lombaire 

ventrale des animaux SOD1. 

 

 Dans un deuxième temps, nous avons réalisé une analyse détaillée de l’accumulation 

des récepteurs M2 postsynaptiques associés aux boutons en C dans les motoneurones 

lombaires, en fonction de l’âge des animaux WT et SOD1. Pour cela, nous avons utilisé le 

détourage des motoneurones réalisé pour l’analyse des paramètres morphologiques des 

boutons en C sur les marquages immunohistochimiques en double fluorescence ChAT et M2. 

Cette sélection a été élargie afin d’englober à la fois la zone présynaptique (les boutons en C) 

et la zone postsynaptique (le récepteur M2). Le canal rouge, ChAT, permet donc de visualiser 

et de sélectionner les boutons en C, tandis que le canal vert correspond à l’expression du 

récepteur M2 dans la membrane postsynaptique du motoneurone (Figure 27 A1 et A2). La 

figure 27 A montre les variations d’intensité des marquages ChAT et M2 pour un 

motoneurone P10 SOD1 (Figure 27 A1) et P100 WT (Figure 27 A2). On notera que la 

présence d’un bouton en C (pic d’intensité dans le canal rouge) est plus souvent corrélée à une 

accumulation de M2 (pics d’intensité dans le canal vert) à P100 qu’à P10 (zones hachurées). 

Afin d’appréhender l’expression des récepteurs M2 associés aux boutons en C, deux 

paramètres ont été mesuré sur ces marquages : 1) l’aire occupée par les récepteurs M2 sous un 

bouton en C (Figure 27 B) et 2) l’intensité du marquage M2 sous chaque bouton relativisée 

par rapport au marquage M2 moyenné sur l’ensemble de la membrane (voir la partie Matériel 

et Méthodes pour les détails de l’analyse) (Figure 27 C). 

Les histogrammes de la figure 27 B et C montrent de manière très intéressante, que 

chez les WT, alors que les récepteurs M2 ont une répartition assez étendue en début de vie, la 

portion de membrane postsynaptique en face des boutons en C occupée par les récepteurs M2 

tend progressivement à se réduire entre P10 et P75 alors que l’intensité du marquage M2 

augmente à mesure, sous ces boutons. À P100 à l’inverse, on observe une ré-augmentation de 

la répartition des M2 sous les boutons en C associée à une chute de l’intensité du marquage. 

Ce phénomène concernant les récepteurs M2 est à mettre en parallèle avec la mise en place à 

cet âge de nouveaux boutons en C (voir Figure 23 C et discussion) chez les animaux WT. Ces 

résultats suggèrent que chez la souris WT, on observe un rassemblement des récepteurs M2, 

« une clusterisation » de ce récepteur, sous les boutons en C. Chez les animaux SOD1 au 

contraire, ce phénomène de clusterisation n’est pas présent au cours du développement 

(Figure 27 B). En effet, chez ces animaux, la surface de membrane postsynaptique occupée 

par des récepteurs M2 en face des boutons en C ne varie pas, ou très peu, entre P10 et P75 



 
 

 
Figure 28 Comptage des interneurones cholinergiques autour du canal central chez des 
animaux WT et SOD1. 
(A). Photographies du marquage ChAT révélé en DAB sur des coupes de moelle entière 
(entire) ou zoomées sur la lamina X de souris WT et SOD1 âgées de 10 et 100 jours 
postnataux (P10, P100). Barre d'échelle: 200 µm moelle entiére et 50 µm images zoomées. 
(B). Histogramme du nombre moyen d'interneurones comptés par tranches de 30 µm pour 
chaque âge testé dans la moelle lombaire totale WT (barres noires) ou SOD1 (barres 
blanches). (C). Histogrammes du nombre moyen d'interneurones comptés par tranches de 30 
µm dans les différents segments lombaires spinaux à P10 (C1), P40 (C2) et P100 (C3) chez 
les souris WT (barres noires) et SOD1 (barres blanches). Les astérisques représentent une 
significativité positive et les résultats sont exprimés en moyenne ± SEM.  
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(Figure 27 B) et à l’inverse des animaux WT diminue même à P100 où l’on n’observait pas 

non plus de recrudescence du nombre de boutons en C. Concernant l’intensité du marquage 

M2, on constate une augmentation progressive de cette valeur au cours du temps pour les 

motoneurones SOD1 (Figure 27 C) sans pour autant que ces récepteurs n’adaptent leur 

répartition en fonction. 

 

4. Les interneurones cholinergiques à l’origine des boutons en C dégénèrent dans la 
moelle des souris SOD1. 
 Nos données montrent que le couple bouton en C-récepteurs M2 présente une 

dynamique altérée dans les motoneurones lombaires des souris SOD1 et ceci depuis la 

naissance et jusqu’aux stades présymptomatiques. La question se pose alors de savoir si ces 

altérations sont liées seulement à des altérations concernant la cellule cible de ces synapses, 

les motoneurones, ou si les neurones à l’origine des boutons en C, les interneurones de la 

lamina X, sont aussi impliqués. En d’autres termes, est-ce que les motoneurones sont les seuls 

neurones cholinergiques à dégénérer dans la SLA ? 

 Pour répondre à cette question, nous avons réalisé un comptage des interneurones 

cholinergiques de la lamina X, dans toute la partie lombaire de la moelle de souris WT et 

SOD1 à 3 stades : P10, P40 et P100 (Figure 28 A). Cette analyse a été réalisée sur des groupes 

de 5 souris pour chaque condition, excepté pour les WT P40 et les SOD1 P100 où 4 souris ont 

été utilisées. La Figure 28 A montre des photographies représentatives de coupes de moelle 

P10 et P100 WT (panneau de gauche) et SOD1 (panneau de droite) entières ou zoomées sur la 

lamina X suite à un marquage de la ChAT révélée en DAB. Nous nous sommes tout d’abord 

intéressés au nombre moyen d’interneurones comptés par coupe pour l’ensemble de la moelle 

lombaire. De façon très intéressante, nous avons montré que le nombre moyen 

d’interneurones comptés par coupe de moelle est modifié chez les SOD1 au cours du 

développement, par rapport aux WT (Figure 28 B). En effet, l’histogramme de la figure 28 B 

montre que le nombre moyen d’interneurones cholinergiques par coupe tend à être supérieur 

chez les animaux SOD1 à P10, est significativement plus grand à P40 et significativement 

plus petit à P100. 

 Afin de pousser plus avant ces observations, nous avons représenté le nombre moyen 

d’interneurones cholinergiques par coupe (30 µm) en fonction du segment lombaire, de L2 à 

L5 (Figure 28 C1, C2 et C3. Nos résultats montrent en accord avec des études antérieures 

(Zagoraiou et al., 2009) qu’indépendamment du génotype des animaux, les interneurones 

cholinergiques de la lamina X sont localisés préférentiellement dans le segment L2 (Figure 28 



 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 29 Expression de facteurs apoptotiques par les neurones cholinergiques de souris 
WT et SOD1. 
Photographies en épifluorescence d’un double marquage immunohistochimique dirigé contre 
la ChAT (rouge) et la forme active de la caspase 3 (vert) dans la zone des motoneurones et de 
la lamina X de moelle de souris P100 WT (A) et SOD1 (B). Notez la présence de 
motoneurones et d’interneurones marqués chez les animaux SOD1. Barre d'échelle: 10 µm. 
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C1, C2 et C3). En comparant le nombre moyen d’interneurones cholinergiques par coupe dans 

les différents segments lombaires entre les animaux WT et SOD1, on constate que c’est 

également au niveau de ce segment L2 que sont exprimées les différences les plus importantes 

entre les animaux WT et SOD1. En effet, les segments L2 des animaux SOD1 contiennent un 

nombre d’interneurones cholinergiques significativement plus important que ceux des 

animaux WT à P10 et P40 (Figure 28 C1 et C2), mais plus à P100 (Figure 28 C3) 

 Ce résultat extrêmement intéressant suggère donc que dès la deuxième semaine 

postnatale, les souris SOD1 possèdent plus d’interneurones cholinergiques au niveau L2 que 

les animaux WT. Le fait que cette différence ne soit pas retrouvée à P100 nous a amenés à 

émettre l’hypothèse qu’une partie de ces neurones disparaissaient chez les souris SOD1 à 

P100. Afin de vérifier ce point et de préciser les résultats obtenus lors du comptage des 

interneurones cholinergiques, nous avons réalisé un double marquage immunohistochimique 

de la forme activée de la caspase 3, un marqueur de l’apoptose (Mattson et al., 1998; Clark et 

al., 2000; Zou et al., 2002) et de la ChAT chez les animaux P100 WT et SOD1 (Figure 29). 

Aucun motoneurone, ni aucun interneurone cholinergique de la lamina X n’est apparu 

immunopositif pour la caspase-3 activée chez les souris WT (Figure 29 A). À l’inverse, des 

motoneurones mais aussi des interneurones cholinergiques de la lamina X ont été marqués par 

l’anticorps dirigé contre la caspase 3 activée chez les animaux SOD1 (têtes de flèches sur la 

Figure 29 B). Ces résultats montrent donc pour la première fois qu’en plus des motoneurones, 

les interneurones cholinergiques présents autour du canal central expriment des facteurs 

apoptotiques à P100, et donc dégénèrent chez les souris SOD1. 

 

 

D. Discussion 
Les boutons en C seraient impliqués lors de taches motrices requérant une décharge 

motoneuronale importante telle que la nage (Zagoraiou et al., 2009). En ce sens, l’activation 

des récepteurs postsynaptiques M2 a pour effet d’inhiber l’entrée de calcium dans les 

motoneurones, de bloquer l’activation des courants potassiques à l’origine de l’AHP et ainsi 

de ne pas limiter la fréquence de décharge des motoneurones. Ces synapses joueraient donc 

un rôle crucial dans la régulation de l’activité motoneuronale. 

Des études précédentes ont montré que les boutons en C qui contactent les 

motoneurones subissent des changements morphologiques en conditions physiologiques et 

pathologiques (Pullen & Sears, 1983; Feng-Chen & Wolpaw, 1996; Pullen & Athanasiou, 
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2009; Herron & Miles, 2012; Casas et al., 2013; Saxena et al., 2013). Dans ce travail, nous 

avons confirmé et étendu cette notion en étudiant l’évolution au cours de l’âge de ces 

synapses, de l’un de leurs partenaires postsynaptiques, les récepteurs M2 ainsi que de leurs 

neurones sources, les interneurones cholinergiques de la lamina X, chez des souris WT et 

SOD1. Cette étude a révélé une dynamique complexe tant au niveau pré- que postsynaptique 

de ces connexions synaptiques cholinergiques non seulement durant leur mise en place mais 

aussi durant leur maturation chez l’animal sain. Chez les souris SOD1, il est apparu que les 

paramètres morphologiques des boutons en C ainsi que la dynamique des récepteurs M2 qui 

leur sont associés étaient fortement perturbés et ceci dès les premières semaines postnatales. 

Nos données montrent également que les interneurones cholinergiques en plus d’être plus 

nombreux dans les segments lombaires L2 des souris SOD1 dégénèrent dans les stades 

présymptomatiques de la SLA. En cela, notre étude constitue une avancée importante dans la 

compréhension de la physiologie des réseaux moteurs spinaux et de la physiopathologie de la 

SLA dans le modèle SOD1. 

 

Le système cholinergique spinal chez les animaux WT. 
On considère classiquement qu’un rongeur atteint l’âge adulte à P60-P75 (Andersen, 

2003). Il est frappant de constater que chez la souris WT comme chez le rat (Wetts & Vaughn, 

2001), les boutons en C présentent une maturation de longue durée avec une aire qui croît de 

manière progressive jusqu’à P40-P75. La ré-augmentation du nombre de boutons en C à P100 

que nous avons décrit dans cette étude suggère, de plus, que ces synapses cholinergiques ne 

sont pas figées mais présentent à l’inverse un remodelage permanent tout au long de la vie de 

l’animal. 

La densité postsynaptique (postsynaptic density, PSD) adjacente aux boutons en C au 

niveau de la membrane postsynaptique des motoneurones contient des accumulations (clusters 

des Anglo-Saxons) de récepteurs M2 (Hellström et al., 2003), de canaux Kv2.1, responsables 

de la rectification retardée (Muennich & Fyffe, 2004) et de canaux potassium dépendants du 

calcium, les SK à l’origine de l’AHP (Deardorff et al., 2013; pour revue voir Witts et al., 

2013; Deardorff et al., 2014). Afin d’assurer une transmission synaptique efficace, les 

récepteurs postsynaptiques doivent être confinés/rassemblés dans la PSD grâce à des protéines 

d’échafaudage qui assurent l’ancrage des récepteurs postsynaptiques et de leurs cibles au 

cytosquelette (Choquet & Triller, 2013). Un article récent a montré que la PSD des boutons en 

C est une structure hautement organisée présentant une structure en "mosaïque" des 

récepteurs M2, des canaux Kv2.1 et SK2/3 (Deardorff et al., 2014). Nous avons montré dans 



 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 30. Tableau récapitulatif de l'évolution des différents paramètres analysés chez les 
souris SOD1 comparé aux WT à différents âges postnataux (P). - inférieur, = équivalent, + 
supérieur, na: non analysé. Mn: motoneurone, nb: nombre, Ins: Interneurones de la lamina X. 

 P1 P10 P21 P40 P75 P100 

Mn perimeter - - = = = = 

C-Bouton nb na = + + = - 

C-Bouton area na - + = = - 

M2 ratio = = = = - - 

Nb of Ins in 
L2 segment na + na + na = 
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ce travail que le nombre de boutons en C chez la souris WT augmentait progressivement entre 

P10 et P21 pour se stabiliser ensuite jusqu’à P75. Cette augmentation du nombre de synapses 

cholinergiques est accompagnée par une diminution de l’aire occupée par les récepteurs M2 

postsynaptiques, sous les boutons en C et d’une augmentation de l’intensité du marquage de 

ces récepteurs. Ces donnés suggèrent donc que les récepteurs M2 se clustérisent avec l’âge 

dans la membrane motoneuronale adjacente aux boutons en C. À P100, à l’inverse, on 

observe une ré-augmentation du nombre des boutons en C, comme cela a déjà été montré 

préalablement (Wetts & Vaughn, 2001). Cette recrudescence du nombre de boutons en C est 

associée à une dispersion des récepteurs M2 sous ces synapses avec des valeurs de ratio de 

l’aire occupées par les récepteurs M2 sous les boutons en C équivalentes à celles mesurées à 

P10. 

L’ensemble de ces résultats suggère donc qu’en conditions physiologiques, les 

boutons en C subissent des modifications structurelles dynamiques complexes jusqu’à des 

stades tardifs de développement. Des expériences complémentaires seront cependant 

nécessaires afin de déterminer si l’augmentation de boutons en C observée à P100 correspond 

à un ajout de boutons en C supplémentaires ou à un renouvellement complet de ces 

terminaisons cholinergiques et si ce processus se répète au cours de la vie des animaux. 

 

Le système cholinergique spinal chez les souris SOD1. 
Nos résultats viennent confirmer les observations faites dans les études précédentes et 

qui tendent à décrire une altération du système cholinergique à l’origine de la modulation des 

motoneurones dans les stades présymptomatiques de la SLA (Pullen & Athanasiou, 2009; 

Herron & Miles, 2012; Casas et al., 2013). Cependant, nos observations permettent d’aller 

beaucoup plus loin dans la description de ces modifications à la fois en termes 

d’échelonnement développemental mais également en caractérisant plus avant le type de 

modification affectant le système cholinergique. La figure 30 résume l’évolution des 

différents paramètres analysés au cours de l’âge chez les souris SOD1 par rapport aux 

animaux WT. Il apparaît que dès les stades précoces du développement, le système 

cholinergique spinal diffère de celui des animaux WT avec une aire des boutons en C plus 

petite et une lamina X contenant plus d’interneurones cholinergiques dans les segments 

lombaires L2. Au cours du développement (P21-P40), une hyper-innervation cholinergique 

des motoneurones SOD1 se met en place avec des boutons en C plus grands et présents en 

plus grand nombre que dans les motoneurones WT aux mêmes stades. Cette hyperinnervation 

pourrait être liée au fait que la lamina X des segments lombaires L2 contient plus 
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d’interneurones cholinergiques chez les SOD1. Il a en effet, été montré que les interneurones 

cholinergiques présents dans les segments lombaires hauts connectent les motoneurones de 

segments plus distaux (Stepien et al., 2010). Enfin à partir de P75, stade où les motoneurones 

ont déjà commencé à dégénérer, on observe une dégradation générale du système 

cholinergique spinal caractérisée par une baisse du nombre de boutons en C et de leur aire sur 

les motoneurones survivants, d’une diminution de l’expression des récepteurs M2 dans la 

moelle ventrale et d’une dégénérescence des interneurones cholinergiques de la lamina X. 

Nos données sur le modèle animal de la SLA sont donc en corrélation directe avec les 

observations faites chez les patients SLA. En effet, une perte des synapses cholinergiques a 

été reportée chez les patients SLA, dans des stades avancés de la maladie (Nagao et al., 1998). 

Il avait alors été proposé que des dysfonctions synaptiques pourraient précéder les processus 

dégénératifs induisant la perte synaptique et neuronale dans la SLA (Sasaki & Maruyama, 

1994; Matsumoto et al., 1994; Ikemoto et al., 2002), sans qu'aucune étude jusqu'alors ne 

s'intéresse à décrire de tels phénomènes au niveau du système cholinergique spinal. 

Il a été montré dans une étude précédente une baisse de la densité d’expression de la 

ChAT dans ces interneurones cholinergiques chez les souris SOD1 (Casas et al., 2013). Cette 

étude a décrit une diminution transitoire du contenu cholinergique des interneurones, et des 

motoneurones, chez les souris SOD1 âgées d’un mois, sans pour autant mettre en évidence 

l’existence d’une dégénérescence de ces interneurones. Cependant, l’assertion selon laquelle 

les motoneurones sont les seules cellules à dégénérer dans la SLA a souvent été remise en 

cause. Il a par exemple été suggéré que des interneurones spinaux glycinergiques (Chang & 

Martin, 2011b) subiraient des processus neurodégénératifs chez les souris SOD1. De même, 

de plus en plus d'auteurs s'intéressent aux altérations synaptiques et des interneurones spinaux 

s'exprimant avant la dégénérescence motoneuronale liée à la SLA (Morrison et al., 1998; 

Martin et al., 2007; Pullen & Athanasiou, 2009; Hossaini et al., 2011; Herron & Miles, 2012; 

Casas et al., 2013). En accord avec ces travaux, nos données corroborent le fait que les 

motoneurones ne sont pas les seuls neurones dégénérant dans la moelle épinière des souris 

SOD1 mais qu’au moins certains sous-types d’interneurones sont aussi la cible de processus 

apoptotiques. 

De manière très intéressante, l’analyse du marquage M2 sous les boutons en C que 

nous avons réalisée, a montré que le phénomène de clusterisation et de 

renouvellement/réorganisation synaptique observé dans les motoneurones WT n’était pas 

présent dans les motoneurones SOD1. Les valeurs de ratio de l’aire occupée par les récepteurs 

M2 sous les boutons en C ne présentent, en effet, pas de variation avec l’âge de l’animal, à 
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l’inverse de celles obtenues chez les WT. Il a été montré que les canaux Kv2.1 

postsynaptiques adjacents aux boutons en C présentent des phénomènes de déclusterisation 

suite à la lésion d’un nerf périphérique (Romer et al, 2014) via un mécanisme de 

déphosphorylation dépendent du couple Ca2+/Calcineurine (Deardorff et al., 2014). De plus 

en plus d’études font maintenant le lien entre les protéines d’échafaudage de la PSD 

(scaffolding) et la physiopathologie de maladies neurodégénératives telles que la maladie 

d’Alzheimer ou de Parkinson (voir par exemple : Gardoni et al., 2010; Proctor et al., 2011; 

Guilmatre et al., 2013). Il est à noter que ces modifications sont la plupart du temps détectées 

avant tout signe de dégénérescence neuronale. Alors que de telles altérations des protéines 

d’échafaudage ont été mises en évidence dans l’hippocampe des souris SOD1 (Shin et al., 

2005), nous ne disposons, à notre connaissance, d’aucune donnée concernant de possibles 

modifications de ces protéines dans les motoneurones SOD1. Il nous apparaît donc crucial 

d’étudier plus avant la structure fine des boutons en C en situation physiologique et 

physiopathologique. Une analyse en microscopie à haute résolution telle que le dSTORM 

(Stochastic Optical Reconstruction Microscopy) pourrait, par exemple, permettre de comparer 

de manière précise l’ultrastructure post- et présynaptique des boutons en C chez les souris WT 

et SOD1. 

 

Impact fonctionnel. 
Les données obtenues dans cette étude viennent compléter et étoffer les différentes 

analyses réalisées sur l’évolution des boutons en C chez la souris sauvage et SOD1 (Pullen & 

Athanasiou, 2009; Herron & Miles, 2012; Casas et al., 2013; Saxena et al., 2013). Certains de 

ces travaux présentent des divergences entre eux ainsi qu'avec nos résultats (Pullen & 

Athanasiou, 2009; Herron & Miles, 2012; Casas et al., 2013; Saxena et al., 2013) pouvant être 

inhérentes aux méthodes d’analyse, aux modèles animaux utilisés, ainsi qu'à la méthode 

utilisée pour marquer les boutons en C. En effet, les boutons en C peuvent être positifs à un 

marquage ChAT et négatif à un marquage du transporteur vésiculaire de l'acétylcholine 

(VaChT) chez les animaux P100 SOD1 (observation personnelle non publiée). Le marquage 

de la ChAT apparaît alors comme un moyen fiable pour visualiser les terminaisons 

cholinergiques chez ces animaux puisqu'il est maintenu tout au long de la progression de la 

maladie. Malgré ces divergences, l’ensemble de ces études s’accordent sur un point : le 

système cholinergique est altéré dans la SLA et ceci de façon précoce, avant l’apparition des 

symptômes. À P1-P10, nous n’avons néanmoins constaté aucune modification fonctionnelle 

de la neuromodulation cholinergique spinale que celle-ci soit analysée au niveau 
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extracellulaire ou intracellulaire. Dans une étude récente, nous avons montré que le taux de 

dopamine spinale différait entre les souris WT et SOD1 mais que la modulation 

dopaminergique était identique entre les deux génotypes (Milan et al., 2014). Bien que des 

altérations morphologiques et physiologiques des motoneurones aient été décrites dans ces 

stades précoces (Amendola et al., 2004; Durand et al., 2006; Bories et al., 2007; Amendola & 

Durand, 2008; Pambo-Pambo et al., 2009; Filipchuk & Durand, 2012), les capacités 

rythmogènes des réseaux moteurs spinaux des animaux SOD1 sont comparables aux animaux 

WT lors de leur stimulation par du NMA-5HT (Milan et al., 2014). De même, notre étude 

montre que le nombre accru d’interneurones cholinergiques dans les segments L2 ainsi que 

l’aire réduite des boutons en C connectant les motoneurones à P10 n’a pas d’effet sur la 

neuromodulation cholinergique des motoneurones SOD1. L’ensemble de ces résultats suggère 

donc fortement l’existence de mécanismes compensatoires visant à annuler les modifications 

structurelles mises en évidence au sein des réseaux moteurs spinaux, dans des stades précoces 

du développement. Tout du moins, il semblerait qu’à des stades où les modifications des 

contacts synaptiques cholinergiques sur les motoneurones bien que présentes sont encore 

ténues, le réseau moteur spinal de ces animaux arrive à compenser afin de produire une 

activité locomotrice normale (Milan et al., 2014; ces travaux) et à réagir à l’activation de ce 

système neuromodulateur dans des gammes de réponses physiologiques. Chez les animaux 

entre P10 et P40, la question se pose alors de savoir si la surabondance d'interneurones 

cholinergiques de la lamina X que nous observons dans les segments L2 ainsi que 

l'augmentation du nombre de boutons en C sur les motoneurones SOD1 font partie intégrante 

de ces mécanismes compensatoires ou si cet état hyper-cholinergique est préjudiciable pour 

les motoneurones et favorise l'avancée de la pathologie. Les boutons en C sont impliqués dans 

les tâches motrices nécessitant une décharge importante des motoneurones, telles que la nage 

par exemple (Zagoraiou et al., 2009). En ce sens, la libération d'acétylcholine au niveau des 

boutons en C inhibe l'expression de l'AHP et augmente la fréquence de décharge des 

motoneurones (Miles et al., 2007) favorisant ainsi une augmentation de leur excitabilité. Il a 

été récemment démontré que l'hyperexcitabilité pouvait avoir un rôle neuroprotecteur sur les 

motoneurones SOD1 et que l'application d'un antagoniste des récepteurs muscariniques, la 

methoctramine, favorise l'accumulation de protéines SOD1 mal configurées dans ces 

neurones (Saxena et al., 2013). Nous pouvons donc faire l'hypothèse que l'hyperinnervation  

cholinergique que nous décrivons dans cette étude pourrait constituer un mécanisme 

"d'autodéfense"  des motoneurones SOD1. Les altérations de la clusterisation du récepteur M2 
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pourraient cependant constituer une menace de ce potentiel mécanisme protecteur en agissant 

sur l'efficacité de la libération d'acétylcholine à agir sur son récepteur. 

Il est aujourd’hui encore difficile d’enregistrer en intracellulaire des motoneurones sur 

tranches issues de souris adultes (voir cependant (Mitra & Brownstone, 2012). Il serait 

néanmoins intéressant de réaliser des expériences complémentaires à cette étude, notamment 

chez des animaux plus âgés afin d’enregistrer par exemple en patch-clamp in vivo l’effet d’un 

agoniste cholinergique sur des motoneurones entre P40 et P75, stades où ces mécanismes 

compensatoires deviennent de moins en moins efficaces et où la dégénérescence neuronale 

s’enclenche. 

 De plus, la dépolarisation soutenue des motoneurones suite à une stimulation 

commissurale est un mécanisme sous-tendu par l'activation de plusieurs types de récepteurs 

muscariniques. En effet, ce phénomène impliquerait les récepteurs muscariniques M1, M2 et 

M3 (Brown, 2010; Bertrand & Cazalets, 2011). On peut donc supposer que lors d'une 

stimulation commissurale, l'effet de l'activation des M2 par les boutons en C soit quelque peu 

atténué par les réponses muscariniques liées à d'autres types de synapses et de récepteurs. Ce 

phénomène pourrait en partie expliquer le fait qu'aucune conséquence fonctionnelle des 

modifications du système des boutons en C ne soit observable. On peut de même imaginer 

que face à ces modifications, les voies modulatrices muscariniques passant par l'activation des 

récepteurs M1 et M3 engagent des processus compensatoires afin de conserver une réponse 

muscarinique globale dans une gamme physiologique. 

 

 En conclusion nos résultats montrent que des altérations précoces affectant le système 

cholinergique, dès les premiers jours de la vie des animaux SOD1, pourraient participer à la 

mise en place d'un réseau modulateur spinal reconfiguré. Ces modifications 

physiopathologiques précoces participent très probablement à l'activation des mécanismes 

dégénératifs dans les stades plus tardifs, lorsque le système ne peut plus compenser. De plus, 

l'atteinte des interneurones cholinergiques, en amont de la modulation motoneuronale, soulève 

la question de l'origine de la dégénérescence neuronale dans la SLA. Les motoneurones ont 

longtemps été considérés comme les seuls neurones affectés chez les patients, comme chez les 

modèles animaux, sans que l'on puisse identifier de facteur à l'origine de leur ciblage par les 

processus dégénératifs. La mise en évidence d'une perte des interneurones concomitante à 

celle des motoneurones ouvre la piste d'un ciblage dégénératif des neurones en fonction de 

leur phénotype neurochimique, plus qu'en fonction de leur rôle au sein du réseau (Tata et al., 
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2014). Nos résultats suggèrent que le système cholinergique constitue un système modulateur 

de choix dans le développement de nouvelles cibles thérapeutiques de la SLA. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

 123 

 

 

 

 

CHAPITRE 3: 

Suivi optocinétique de longue durée des capacités et habitudes motrices 

des souris SOD1 modèles de la SLA. 
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A. Introduction 
 La sclérose latérale amyotrophique est une maladie neurodégénérative se déclenchant 

à l'âge adulte et entraînant chez les patients une atrophie musculaire et une paralysie 

progressive aboutissants à la mort dans un délai très court après l'apparition des symptômes. 

 Bien que tous les muscles squelettiques, exceptés ceux contrôlant les sphincters et les 

yeux soient affectés dans la SLA, la chronologie de l'atteinte motrice et l'évolution de la 

maladie peuvent varier d'un patient à l'autre (Tan et al., 1986; Hillel & Miller, 1989; Pradat & 

Bruneteau, 2006a; 2006b; McDermott & Shaw, 2008). Ainsi, en fonction du site d'initiation 

de l'atteinte motoneuronale, la maladie va se manifester en premier lieu par des difficultés à 

marcher ou à saisir des objets, ou bien par des troubles de la déglutition et de la parole, puis se 

généraliser. Malgré ces divergences, la SLA est caractérisée par un ensemble de symptômes 

moteurs incluant des faiblesses musculaires progressives, une atrophie des muscles, des 

fasciculations et des raideurs musculaires au niveau des membres ainsi que le développement 

d’une spasticité et la mise en place de réflexes tendineux exagérés. 

 Chez l'homme, le diagnostic de la maladie n'est malheureusement la plupart du temps 

possible qu'une fois les symptômes moteurs déclenchés, et donc lorsque la dégénérescence 

des motoneurones est déjà à des stades très avancés. L'utilisation de modèles animaux a 

permis de montrer que des modifications des capacités motrices seraient présentes, bien avant 

que les symptômes ne soient clairement détectables (Kanning et al., 2010). De nombreuses 

études basées sur ces modèles se sont appliquées à étudier l'apparition et l'évolution des 

déficits moteurs (Kanning et al., 2010). En effet, le phénotype pathologique développé suite à 

l'insertion du transgène muté est complexe. 

 Chez les SOD1G93A, c’est à l’âge de 3/4 mois (autour de P90/P100) qu’une paralysie 

des membres postérieurs apparaît de manière claire et détectable à l’œil. Ce phénomène est 

clairement lié à la perte neuronale drastique initiée à ces stades et qui sous-tend la perte de 

stimulation des muscles et leur atrophie (Hegedus et al., 2007). Cette paralysie progressive est 

rapidement suivie d’un déclin de l’état global de la motricité des souris et d’une paralysie 

complète des membres dans les semaines qui suivent (Gurney et al., 1994). Le décès des 

animaux intervient alors dans un délai très court, leur conférant une espérance de vie limitée à 

environ 120 jours (Gurney et al., 1994; Choi et al., 2008). 

 Cependant, outre la paralysie musculaire directement liée à la dégénérescence des 

motoneurones dans les stades tardifs du développement des souris SOD1, des études ont 

montré la présence d’altérations motrices et posturales dans les stades précoces de la maladie, 
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bien avant que les motoneurones ne dégénèrent. Ces déficits moteurs précoces seraient donc 

plus sous-tendus par des modifications profondes des réseaux moteurs que par la mise en jeu 

de mécanismes dégénératifs. En effet, chez ces souris, un léger affaiblissement des pattes 

postérieures et une diminution de l’activité motrice ont été mis en évidence dès 40 à 50 jours 

après la naissance (Veldink et al., 2003; Wooley et al., 2005; Kanning et al., 2010), entraînant 

alors un déclin de leur force musculaire globale (changement de démarche, perte de vitesse 

d’exécution). De nombreuses études sont venues confirmer ces observations en décrivant une 

symptomatologie motrice détectable par des tests comportementaux classiques aux alentours 

de P50, donc avant que la paralysie ne soit clairement visible (Veldink et al., 2003; Wooley et 

al., 2005; Mancuso et al., 2011b; 2011a; Mead et al., 2011; Gerber et al., 2012a). Cependant, 

certaines études sont allées encore plus loin, et des déficits moteurs bien plus précoces ont été 

rapportés chez ces souris. Dès les premières semaines postnatales, les souris SOD1 semblent 

en effet présenter un défaut de placement des pattes lors de la marche (Van Zundert et al., 

2008 ; Kanning et al., 2010).  

 Ces données suggèrent que des différences de capacités motrices seraient présentes 

avant même que les neurones moteurs ne dégénèrent. 

 Cependant, la grande majorité des études comportementales pratiquées chez les souris 

SOD1 se sont focalisées sur la description de déficits moteurs précis dans des tests de la 

motricité ponctuelle en réponse à un stimulus ou à une modification de l'environnement 

donné. C'est par exemple le cas du test de marche sur tapis roulant, avec mise en place ou pas 

d'un obstacle à éviter, des tests de nage forcée (Deforges et al., 2009), ou du test de rotarod 

servant à décrire la capacité physique d'une souris à adapter sa force et son mouvement afin 

de rester en équilibre sur une roue en mouvement (Gerber et al., 2012a). Bien qu'ayant 

largement prouvé leur utilité en termes de description de l'état physiologique moteur des 

animaux, et qu'utilisés en routine afin de décrire les comportements et altérations motrices 

impliqués dans de nombreuses pathologies (Arendash et al., 2004; Laviola et al., 2009; 

Schäfer & Hermans, 2011; Brooks et al., 2012; Turner et al., 2012), ces tests se focalisent sur 

les capacités motrices des animaux à un instant donné et détaillent leur mode de déplacement 

et d'adaptation, sans permettre de décrire les habitudes motrices des animaux, dans leur 

environnement quotidien. 

 

 À l'heure actuelle en effet, les techniques d'enregistrements du comportement et des 

capacités motrices de souris sont limitées à une analyse précise et détaillée du comportement 

moteur à un instant donné de la vie de l'animal. La manipulation des animaux et leur 
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changement d'environnement peuvent de plus engendrer des conséquences cognitives et 

comportementales sur les animaux et interférer dans l'interprétation des résultats, bien que de 

nombreux efforts soient réalisés en ce sens pour minimiser ces effets (Bonnefoy et al., 

2005a). La grande majorité des études comportementales sont cependant basées sur une 

analyse de la motricité ponctuelle, issue de tests moteurs comportementaux tels que le rotarod, 

l’open-field ou bien encore la marche ou la nage forcée. Ce type d'étude ponctuelle renseigne 

sur les capacités de mise en jeu du système moteur à un instant donné et en réponse à un 

stimulus particulier et ne permet donc pas d'accéder à des données concernant les habitudes 

motrices, la répartition de l'effort locomoteur au cours du temps ou du rythme circadien 

(Kudo et al., 2011b; 2011a). Des techniques de suivi comportemental à plus long terme 

impliquent la plupart du temps la mise en place de moyens matériels très importants. Les 

données générées par ce genre de protocoles sont extrêmement lourdes et nécessitent de 

puissantes machines pour leur stockage, rendant leur analyse difficile au-delà d'une semaine 

après l'acquisition. 

 La mise en place au laboratoire d'un setup de suivi comportemental à long terme à 

permis à ce projet de voir le jour. En effet, durant mon doctorat, une plateforme d'analyse du 

mouvement pour rongeur a été développée au laboratoire, sous l'impulsion de Jean-René 

Cazalets et avec l'aide d'Emma Bestaven (IE CDD CNRS, INCIA). Cette plateforme, 

fabriquée en grande partie au laboratoire et utilisant un système de suivi de marqueurs par 

optocinétique nous a permis d'effectuer, à moindres coûts et avec des besoins matériels 

réduits, des mesures de l'activité globale et du déplacement des souris, en l'absence de toute 

intervention humaine ou de changements environnementaux récurrents, et ce, sur une longue 

durée (plusieurs mois). 

Cette étude préliminaire vise à réaliser pour la première fois un suivi à long terme des 

déplacements de souris WT et SOD1 afin de renseigner sur les capacités et les habitudes 

motrices de ces souris tout au long de leur développement. Ces travaux ont pour but 

d’observer in vivo, lorsque l’animal est laissé libre de ses mouvements et à l’abri de stress 

expérimentaux, si le comportement des souris SOD1 diffère de celui des WT, avant même 

que la dégénérescence motoneuronale n’induise de paralysie musculaire. 

 

 

 

 

 



 
 
 
 
 

 
 
Figure 31 Procédure chirurgicale de mise en place des marqueurs. 
Le support permettant par la suite de recevoir les marqueurs réfléchissants les infrarouges 
était constitué d’un assemblage tulle-vis et placé en sous cutané afin que seule la partie 
permettant d’ajouter le marqueur ne dépasse du dos de l’animal. Cette procédure a été réalisée 
sous anesthésie générale. 
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B. Matériel et méthodes 
 Cette étude comportementale a été réalisée avec l’aide d’Emma Bestaven, qui s’est 

occupée de l’entretien quotidien des souris et de l’analyse des données, ainsi que de la 

supervision des expériences. 

 Cette étude de suivi a été réalisée sur un groupe total de 16 souris : 8 SOD1 et 8 

témoins, opérées à leur sevrage à 21 jours pour l’implantation des marqueurs et enregistrées 

de 28 à 89 jours postnataux (après 7 jours de repos post-opératoire). 

 

1. Implantation chirurgicale des marqueurs 

Les marqueurs (sphères réfléchissant les infrarouges) ont été implantés de façon 

permanente à l’aide d’une technique chirurgicale visant à les fixer au niveau du dos des 

animaux (Figure 31). 

Pour cela, des souris SOD1 G93A tout juste sevrées (P21) ont été anesthésiés par 

injection intrapéritonéale d’un mélange de kétamine (Imalgene® 1000, 100mg/kg) et de 

xylazine (Rompun® 2 %, 10mg/kg) avant de pratiquer une incision au niveau du dos. Un 

dispositif composé d’une tige en plastique surmontée d’une sphère réfléchissante a alors pu 

être implanté en sous-cutané. Des points de suture étaient alors effectués (ethicon F2413, 5-0 

16mm) afin de refermer correctement la peau de l’animal autour du dispositif de marquage. 

Les souris ont été placées sous une lampe chauffante et sous surveillance jusqu’à leur réveil 

puis placées dans des cages individuelles durant une semaine afin de se remettre de l’effet de 

l’anesthésie et de s’habituer à la présence du marqueur. Le poids moyen du dispositif au 

complet (la sphère pouvant être vissée ou dévissée à volonté sur la tige) était de 0,81 gramme 

soit 4,1% du poids corporel d’une souris de 20 grammes. 

 Une fois la semaine de rémission passée, les souris ont été placées dans des cages 

individuelles adaptées au système d’acquisition (biberon fixé à l’extérieur de la cage, 

nourriture à l’intérieur, système de fermeture des cages modifié et emplacement de chacune 

délimité précisément). 

 

2. Système de capture, entretien des souris et analyse comportementale 

 Les acquisitions ont été réalisées à l’aide d’un système de capture optoélectronique 

OptiTrack (NaturalPoint, Corvallis, Etats-Unis) enregistrant les positions tridimensionnelles 

des marqueurs portés par l’animal. Deux caméras minimum sont requises afin de pouvoir 

reconstruire la position des marqueurs en trois dimensions (3D). L’ajout d’une troisième 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 32 Dispositif d’enregistrement par suivi optocinétique 
Les cages contenant les souris étaient positionnées selon des emplacements délimités, sur une 
plateforme noire, afin de réduire au maximum les artefacts. Trois caméras étaient positionnées 
dans la pièce afin de couvrir tout le champ contenant les cages et de permettre une 
reconstruction en 3D de la position des marqueurs tout en limitant leur occultation. 
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caméra a permis d’améliorer la qualité de l’acquisition en limitant l’occultation des 

marqueurs. Le système de capture était donc composé de trois caméras à diodes 

électroluminescentes (LED) infrarouges (V100 : R2, NaturalPoint) disposées de façon à 

filmer l’ensemble du volume à capturer par le haut (vue de dessus). Les caméras étaient 

reliées à un ordinateur via un concentrateur USB. Les marqueurs passifs utilisés, étaient des 

sphères ou des demi-sphères recouvertes d’une substance réfléchissant le signal lumineux 

émis par les LED infrarouges portées par les caméras. Afin d’établir une relation entre les 

coordonnées d'un marqueur dans l'espace et le marqueur associé dans l'image, une calibration 

du système est nécessaire. Cette calibration est réalisée en deux étapes : une calibration dite « 

statique » suivie d’une calibration dite « dynamique ».  

La calibration statique permet d’affecter un référentiel (X, Y, Z) fixe au volume de 

capture. Pour cela, un objet de référence cartésien (Calibration Square, NaturalPoint) a été 

disposé sur une surface plane et filmé durant quelques secondes par l’ensemble des caméras. 

La calibration dynamique permet de délimiter le volume de capture dans lequel l’acquisition 

est effectuée (Bonnefoy et al., 2005b). Cette étape a été réalisée en balayant l’espace à l’aide 

d’une mire de calibration (OptiWand, NaturalPoint) composée de trois marqueurs séparés 

d’une distance connue par le système. La vue deux dimensions (2D) de chaque caméra est 

affichée à l’écran pendant cette phase de calibration dynamique afin de prendre connaissance 

du remplissage du volume. Une fois la calibration terminée, la position des caméras doit rester 

strictement identique tout au long de l’acquisition afin d’éviter tout biais lors de la 

reconstruction tridimensionnelle. 

Une fois la calibration effectuée, les souris ont été placées dans les cages individuelles 

prévues pour l’acquisition. Préalablement aux acquisitions, les «marqueurs fantômes», 

artefacts dus à des reflets fixes, ont été supprimés et les paramètres intrinsèques des caméras 

ajustés. Les acquisitions ont été réalisées à l’aide du logiciel Tracking Tools (NaturalPoint, 

Corvallis) à une fréquence d'une image par seconde (Figure 32). 

 

 Les données recueillies ont été analysées à l’aide d’un programme spécifique 

développé avec le logiciel de programmation Matlab® (MathWorks Inc, Natick) dans le but 

de lire les coordonnées X, Y et Z des points et de calculer les paramètres tels que la distance 

parcourue et la vitesse. Ces mesures ont ensuite pu être classées en fonction du temps, de 

l’âge des souris mais aussi des cycles jour/nuit. 

 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 33 Evolution de la distance totale parcourue par les souris WT et SOD1 durant 
leur phase active (la nuit) en fonction de l’âge. 
La distance moyenne totale parcourue (en m) en 12h durant la nuit (période d'activité des 
souris) est représentée en fonction de l'âge (en jours) des souris WT (noir) et SOD1 (bleu). 
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 Afin de veiller au bien être des souris, celles-ci étaient surveillées quotidiennement par 

un même utilisateur qui se chargeait de leur assurer la présence d’eau et de nourriture ad 

libitum. De plus, un suivi régulier de leur poids a été effectué, afin de refléter d’éventuelles 

variations de leur état physiologique. 

 

 

C. Résultats 
Les souris WT et SOD1 parcourent des distances équivalentes au cours de leur 
développement. 
 Une première analyse des enregistrements optocinétiques obtenus nous a permis de 

calculer la distance moyenne totale parcourue par les animaux durant 12h, soit dans la phase 

d'activité (Figure 33), soit durant la phase de repos (Figure 34) des animaux pendant les 2 

mois qu’ont duré les enregistrements. Nos résultats montrent que plus les souris WT 

vieillissent, plus elles parcourent des distances de plus en plus importantes durant leur phase 

d'activité. En effet, à environ P30-40 les souris parcourent entre 300 et 400 mètres par nuit, 

cette distance étant pratiquement doublée dès l'âge de P65 et jusqu'à P100 où l’on 

comptabilise pratiquement 600 m de distance parcourue (Figure 33). Durant leur phase de 

repos au contraire, les souris WT conservent un niveau d'activité relativement stable au cours 

du temps, puisque la distance totale parcourue dans cette phase reste autour de 300 m tout au 

long de la période d’âge testée (Figure 34). Concernant les souris transgéniques SOD1, on 

observe que la distance parcourue en 12h est relativement semblable à celle des souris WT 

que ce soit pendant la phase d’activité (Figure 33) ou de repos (Figure 34). Aucune différence 

significative n'a d'ailleurs été constatée entre les deux génotypes. 

 Bien que nos résultats ne permettent pas de conclure quant à des divergences 

d’habitudes motrices entre WT et SOD1, une observation plus poussée des graphes de 

répartition de la distance parcourue par les souris durant leur période d’activité nous a permis 

d’observer quelques variations d’un génotype à l’autre en fonction de l’âge des animaux. En 

effet, concernant les déplacements durant la période d’activité des souris (Figure 33), on 

constate que chez les souris âgées d’environ 30 à 40 jours, les distances moyennes parcourues 

par les deux génotypes sont sensiblement identiques. À partir de P43 cependant, la distance 

parcourue par les SOD1 est systématiquement inférieure de quelques dizaines de mètres à 

celle des WT jusqu’à P68 où les souris SOD1 retrouvent une activité égale à celle des WT. 



 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 
 

 
Figure 34 Evolution de la distance totale parcourue par les souris WT et SOD1 durant 
leur phase de repos (le jour) en fonction de l’âge. 
La distance moyenne totale parcourue (en m) en 12h durant le jour (période de repos des 
souris) est représentée en fonction de l'âge (en jours) des souris WT (noir) et SOD1 (bleu). 
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Enfin on retrouve une légère tendance pour les SOD1 à parcourir moins de distance que les 

WT pendant la phase d’activité autour de P80 (Figure 33). 

 De la même façon, l’étude approfondie des résultats obtenus lors des enregistrements 

le jour, période plutôt dédiée au repos des souris, montre une tendance des animaux SOD1 à 

être plus actifs que les WT, dans le sens où ils parcourent plus de distance de P30 à P75, sans 

pour autant que l’effet du génotype sur l’activité soit significatif. Autour de P80, âge qui 

correspond au début de l’atteinte dégénérative des souris SOD1, la distance parcourue par ces 

souris revient à des niveaux légèrement inférieurs à celle des souris WT (Figure 34). 

 

 

D. Discussion et perspectives 
 Cette étude, bien que très préliminaire, constitue la première description du 

comportement moteur volontaire des souris modèle de la SLA, au quotidien. Les résultats 

obtenus ne démontrent aucune différence significative entre les animaux WT et les SOD1. 

Cependant, ces données préliminaires laissent entrevoir quelques variations dans la répartition 

de l’activité. En effet, bien que cette tendance ne soit pas significative, il semble ressortir de 

nos enregistrements que les souris SOD1 se déplaceraient moins que les WT la nuit, et que 

cette tendance s’inverserait le jour, dépendamment de l’âge des animaux. Ces observations 

laissent présager que les souris SOD1 subissent des dérèglements circadiens, ce qui 

expliquerait leur suractivité en période de repos et leur tendance à moins se déplacer en 

période d’activité. De tels dérèglements circadiens ont été constatés chez les patients souffrant 

de SLA (Barthlen & Lange, 2000; Soekadar et al., 2013). Il n’est en effet pas rare d’observer 

chez les patients atteints de maladies neurodégénératives des altérations des rythmes 

circadiens, et principalement de la qualité du sommeil (Chokroverty, 1996), à tel point que 

des traitements thérapeutiques à base de mélatonine favorisant le sommeil ont été envisagés 

comme médicaments dans le cadre de maladies neurodégénératives (Pandi-Perumal et al., 

2013). Chez les souris SOD1 il a été montré que le stress chronique développé par ces 

animaux pourrait avoir une influence sur l’altération de leurs rythmes circadiens (Fidler et al., 

2011). Les patients atteints de SLA bougent beaucoup et présentent des crampes nocturnes 

durant leur sommeil (Coco & La Bella, 2012; Ebben et al., 2012; Moszczynski et al., 2012). 

L’ensemble de ces phénomènes accroîtrait donc la fatigue des patients durant la journée. Les 

premiers résultats obtenus chez nos souris SOD1 iraient donc dans le sens des observations 

faites chez les patients atteints de SLA. Cependant, les données recueillies sur nos animaux 
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reflètent leur activité avant même que les symptômes de la SLA n’apparaissent, alors que les 

observations faites chez l’homme proviennent toutes de patients diagnostiqués et donc 

souffrant de symptômes moteurs directement liés à une dégénérescence motoneuronale déjà 

bien avancée. 

Nous prévoyons de réaliser une analyse plus fine de la répartition de l’activité motrice 

au cours de la journée pour chaque animal, afin de caractériser plus avant d’éventuelles 

perturbations chez les SOD1. En effet, il nous semble intéressant pour la suite de ce projet de 

se pencher davantage sur la répartition des déplacements des souris SOD1 au cours du temps : 

s’agit-il de déplacements courts et réguliers, ou au contraire de longues périodes de mobilité 

suivies de phases de repos ? Enfin, la comparaison des activités d’animaux SOD1 et WT 

pourrait nous permettre de définir plus clairement si les souris transgéniques subissent un 

dérèglement précoce de leur rythme circadien, avant même que les symptômes moteurs 

n’apparaissent. 

 À partir de P75 et jusqu’à l’arrêt des analyses à P90, nous avons constaté que l’activité 

des souris SOD1 montrait une tendance à la baisse de nuit comme de jour. Ces résultats sont 

en accord avec le déclenchement de la dégénérescence motoneuronale dès P50/60 (Schaefer 

et al., 2005; Kanning et al., 2010). 

 À court terme, les perspectives de ce travail vont donc être de réaliser une analyse de 

la vitesse instantanée des déplacements quotidiens des souris WT et SOD1. Une analyse de ce 

type nous permettra en effet d'observer les patrons d'activité locomotrice des souris : 

déplacements lents et continus, réguliers, ou bien entrecoupés, courts et rapides... Il a en effet 

été montré au sein du laboratoire (données non publiées) que les souris WT organisent leurs 

déplacements suivant un patron très régulier au cours d'une journée. Ce patron est reproduit 

quasiment à l'identique chaque jour, les souris se réveillant systématiquement à la même 

heure, et ayant une longue période d'activité la nuit, tandis qu'elles se déplacent de manière 

beaucoup plus courte et ponctuelle la journée. Il serait intéressant d'obtenir de telles 

informations concernant les patrons d'activité des souris SOD1. 
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CHAPITRE 4: 

Capacités plastiques des synapses glutamatergiques connectant les motoneurones 

en culture : étude préliminaire en conditions physiologiques. 
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A. Introduction 
 De nos jours, la compréhension et l’étude des mécanismes impliqués dans les maladies 

neurodégénératives constituent l’une des priorités de la recherche scientifique. Ces dernières 

années, la multiplication de ces études et le développement de nouvelles techniques 

expérimentales ont permis d’avancer considérablement dans l’identification de facteurs 

impliqués dans la perte neuronale dans de nombreuses maladies neurodégénératives. Parmi 

ces facteurs, une excitotoxicité liée à la présente en excès du glutamate dans le milieu 

extracellulaire a été décrite. En effet, l’hyperactivation des récepteurs glutamatergiques induit 

une entrée massive de Ca2+ dans les neurones et déclenche un ensemble de phénomènes 

intracellulaires qui, dans certains cas, conduisent à l’apoptose des neurones (Ankarcrona et 

al., 1995; Danbolt, 2001; Ferraiuolo et al., 2011). 

 Bien qu’indispensable au bon fonctionnement du SNC (Norenberg, 1979; Tokita et al., 

1996), le glutamate, s’il est mal régulé, peut donc être à l’origine de mécanismes 

physiopathologiques. Cette particularité du glutamate à devenir toxique s’il est présent en trop 

grande quantité a été décrite lors d’expériences visant à décrire l’effet sur le SNC de 

l’application de glutamate exogène (Hayashi, 1954a; 1954b; Lucas & Newhouse, 1957). 

Depuis, des dérégulations du système glutamatergique endogène ont été mises en évidence et 

ce mécanisme physiopathologique a été montré comme impliqué dans un certain nombre de 

pathologies neurodégénératives telles que la sclérose en plaque, la maladie de Parkinson, la 

chorée de Huntington ou bien encore la maladie d’Alzheimer (Olney, 1969; Ikonomidou & 

Turski, 1996; Mally et al., 1997; Doherty & Dingledine, 2001; Gubellini et al., 2004; Zhang 

et al., 2014b). Il a même récemment été montré que la présence de mécanismes 

excitotoxiques serait antérieure à la formation de plaques amyloïdes et au développement 

d’agrégats de protéines tau chez les patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Canas et al., 

2014; Zádori et al., 2014; Khundakar & Thomas, 2014), mettant en avant le rôle prépondérant 

joué par les dérégulations du système glutamatergique dans l’initiation des processus 

dégénératifs. 

 Comme nous l’avons vu précédemment, le développement d’une excitotoxicité au 

glutamate est également l’une des hypothèses privilégiées concernant les mécanismes 

dégénératifs impliqués dans la SLA. En effet, il a été montré que le système glutamatergique 

subissait des modifications importantes chez les patients SLA comme chez les animaux 

modèles de cette maladie (Rothstein et al., 1992; Plaitakis & Constantakakis, 1993; Lin et al., 

1998; Trotti et al., 1999; Van Damme et al., 2005b; Bos et al., 2006; Spalloni et al., 2013) 
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conduisant à l’accumulation de glutamate dans l’espace extracellulaire, comme cela a été 

mesuré dans le liquide céphalo-rachidien de patients souffrant de SLA (Rothstein, 1995). De 

telles modifications de la machinerie du système glutamatergique pourraient avoir des 

répercussions sur la transmission synaptique au sein des réseaux neuronaux des patients SLA 

et des modèles animaux (Geracitano et al., 2003; Spalloni et al., 2011). En effet, le glutamate 

joue un rôle prépondérant dans la communication neuronale et l’adaptation de la transmission 

synaptique : il est notamment au cœur de processus synaptiques essentiels aux fonctions 

mnésiques ou motrices (Harris et al., 1984; Collingridge, 1987; Larson & Lynch, 1988). On 

regroupe ces processus synaptiques sous le nom de plasticité synaptique.  

 

 Né du temps des grands philosophes Grecs, le concept de plasticité représente à 

l’origine la capacité qu’ont les organismes, et principalement les hommes, de modifier leur 

pensée et leurs actes futurs en fonction de leurs expériences passées. Ainsi, l’histoire 

personnelle permettrait à chaque individu de se différencier des autres membres de son 

espèce: « toutes nos pensées sont issues de l’expérience du monde que nous avons » disait 

alors Aristote. Depuis, bien entendu, le concept de plasticité s’est enrichi, s’est développé, 

mais son sens est resté intact. Au fil du temps, les connaissances approfondies du SNC et des 

processus mnésiques qu’il sous-tend, ont apporté un soutien scientifique à ce concept 

philosophique. 

 

 De nos jours, le terme de plasticité est utilisé pour décrire et regrouper les mécanismes 

permettant au système nerveux central de se modifier, se réorganiser afin de s’adapter aux 

différentes contraintes ou stimuli qui s’exercent sur lui. On qualifie alors le SNC de 

malléable, ou plastique. La plasticité est notamment responsable de la diversité de 

l’organisation fine des réseaux neuronaux entre les individus d’une même espèce, 

l’organisation générale étant définie par les propriétés génétiques communes à l’espèce. C’est 

ce concept qui amène aujourd’hui à considérer le SNC comme un système dynamique, en 

perpétuelle reconfiguration (Begley & Check, 2000). 

 La plasticité synaptique est la propriété pour un neurone, de modifier la force avec 

laquelle il va transmettre l’information au neurone suivant, ou bien de modifier sa réponse à la 

réception d’une information de même intensité. On distingue couramment deux types 

principaux de plasticité, mettant tous deux en jeu des récepteurs glutamatergiques de type 

NMDA : 1) la potentialisation qui correspond à une augmentation de la force synaptique et 2) 

la dépression, phénomène inverse consistant en une diminution de la force synaptique. L’un 
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des processus majeurs de régulation de la libération synaptique de neurotransmetteur est la 

plasticité synaptique dépendante de l’activité qui permet à tout instant à une synapse d’adapter 

son fonctionnement en fonction de son activité antérieure (Bertrand & Cazalets, 2013). 

 Depuis la mise en évidence en 1915 par Sherrington et Sowton de phénomènes 

plastiques dans les réseaux de la moelle épinière de chats décérébrés (Sherrington & Sowton, 

1915), puis l'utilisation de ces réseaux afin de les étudier (Grumbach & Wilber, 1940; Feng, 

1941; Larrabee & Bronk, 1947; Lloyd, 1949; Eccles & McINTYRE, 1953; Evarts & Hughes, 

1957), la moelle épinière a été délaissée et très peu d’études s'intéressent actuellement à 

l'étude de la plasticité synaptique spinale (Wolpaw, 2010; Bertrand & Cazalets, 2013). La 

plasticité synaptique est néanmoins une propriété cruciale au bon fonctionnement des réseaux 

neuronaux et à leur adaptation permanente. La moelle épinière et les réseaux moteurs qu’elle 

abrite ne font pas exception et nécessitent également l’expression de certaines formes de 

plasticité (Parker, 2000; Wolpaw, 2010; Bertrand & Cazalets, 2013). C'est par exemple le cas 

lorsque l'on réalise un apprentissage moteur tel qu'un conditionnement opérant (Wolpaw & 

O'Keefe, 1984; Carp et al., 2006; Thompson et al., 2009; Wolpaw, 2010; Chen et al., 2011) 

ou bien lors d'épisodes locomoteurs où l'expression de plasticité synaptique à long terme peut 

permettre d'adapter l'activité des CPGs en réponse à une activation des voies descendantes 

(Clark & Cope, 1998; Parker, 2000; Bertrand & Cazalets, 2013). 

 Dans ce contexte, l’étude que nous avons entreprise a pour but d’appréhender les 

capacités plastiques des synapses glutamatergiques qui connectent les motoneurones et de 

comparer ces phénomènes plastiques entre motoneurones WT et SOD1. Nous avons choisi de 

réaliser cette étude sur des cultures de motoneurones. En effet, les cultures de neurones 

présentent deux avantages par rapport aux tranches de moelle : 1) les motoneurones peuvent 

être étudiés à différents stades de maturation in vitro et 2) il est possible de stimuler de 

manière chimique l’ensemble des synapses connectant un motoneurone en s’affranchissant 

des particularismes d’une voie synaptique donnée. Ce modèle permet donc d’étudier les 

caractéristiques et capacités plastiques d’un type de neurones, ici les motoneurones, tout en 

gardant à l’esprit que le réseau autour de ces neurones se trouve être totalement différent des 

conditions physiologiques in vivo. 

 Aucune étude n'étant à notre connaissance disponible à l'heure actuelle concernant la 

description de phénomènes de plasticité synaptique sur des cultures de motoneurones, notre 

étude a donc été réalisée dans un premier temps sur des cultures de neurones spinaux sains 

afin de pouvoir ensuite comparer ces résultats avec ceux obtenus sur les cultures de neurones 

SOD1. Nous avons choisi de déclencher de la plasticité synaptique pharmacologiquement, en 
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utilisant un cocktail connu pour induire de la LTP sur les cultures de neurones 

hippocampiques (Otmakhov et al., 2004; Leutgeb et al., 2005; Tominaga-Yoshino et al., 

2008), composé de Rolipram et de Forskoline. Ces deux agents permettent en effet 

d'augmenter la transmission synaptique en agissant respectivement comme inhibiteur de la 

phosphodiesterase et comme activateur de l'adénylate cyclase. 

 

 

B. Matériel et méthodes 
1. Animaux 
 Afin d’identifier et d’enregistrer spécifiquement des motoneurones dans les cultures de 

neurones spinaux, celles-ci ont été réalisées à partir d’embryons de souris transgéniques Hb9-

GFP (B6.Cg-Tg(Hlxb9-GFP)1Tmj/J ; Laboratoires Jackson, USA) surexprimant la "Green 

Fluorescence Protein" (GFP) sous le contrôle du promoteur Mnx1, également appelé Hlxb9) 

spécifique des Mns et des Ins Hb9 (Arber et al., 1999). Dans cette lignée, la GFP s'exprime 

dans les axones, les dendrites et le soma des neurones spinaux exprimant la protéine Hb9 du 

jour embryonnaire 9.5 (E9.5) au jour postnatal 10 (P10) (Wichterle et al., 2002). 

 Afin de vérifier le génotype des animaux utilisés nous avons réalisé le même protocole 

de génotypage qu'expliqué précédemment (page 70), à l’exception des cycles de PCR qui 

étaient les suivantes : 1 cycle de 5 min à 95°C, 37 cycles de 30 sec à 95°C, 30 sec à 60°C, 30 

sec à 72°C, puis un cycle de 5 min à 72°C. La GFP ainsi obtenues était de 280 pb. 

Les amorces utilisées pour les souris Hb9-GFP étaient les suivantes: 

5' GCACGACTTCTTCAAGTCCGCCATGCC 3' 

et 5' GCGGATCTTGAAGTTCACCTTGATGCC 3' (inverse). 

 

2. Cultures de cellules spinales de souris Hb9-GFP. 
 Les cultures ont été réalisées par Frédérique Masmejean (IE, CNRS, INCIA) à partir 

d’embryons de souris à 12,5 jours embryonnaires (E 12,5 = après 12,5 jours de gestation de la 

mère). À ce stade embryonnaire, il a été montré (Arber et al., 1999) que seuls les 

motoneurones expriment le facteur de transcription Hb9 : ils sont donc les seuls à exprimer la 

GFP dans nos cultures (les interneurones Hb9 n’exprimant celui-ci qu’à des stades plus 

tardifs). 
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Préparation des lamelles : 

Des lamelles couvre-objet d’un diamètre de 10mm (« coverslips » KnittelGlass) ont 

été déposées une par une dans les puits d’une boîte Nunc. Ces lamelles ont préalablement été 

coatées avec de la PolyLysine (Sigma P7280) à 2.5 ug/ml. Elles ont ensuite été recouvertes 

par une solution de laminine (Sigma L2020) préparée extemporanément pendant une nuit à 

4°C. Le lendemain la laminine a été retirée et la boîte contenant les lamelles a été séchée sous 

une hotte à flux laminaire. 

 

Isolement de la moelle épinière des embryons : 

Des souris gestantes (E12.5) ont été euthanasiées très rapidement par des vapeurs de 

dioxyde de carbone par sublimation de la carboglace au contact d’eau versée sous une cloche. 

Les embryons ont été extraits des cornes utérines un à un puis placés dans du PBS Glucose 

frais (4°C). Une fois tous les embryons sortis, ils ont été rincés deux fois successivement dans 

un nouveau bain de PBS Glucose. Les embryons ont ensuite été décapités à l’aide d’une paire 

de ciseaux sous contrôle binoculaire. Leur moelle épinière a alors été isolée grossièrement, 

puis débarrassée minutieusement des méninges et des ganglions spinaux. Les tissus spinaux 

propres ont été conservés dans un tube Eppendorf contenant 500 µL de milieu de culture à 

4°C le temps d’isoler de la même manière la moelle de chaque embryon. 

 

Préparation de la suspension cellulaire : 

Une dissociation cellulaire a été réalisée mécaniquement avec une pipette Pasteur 

rodée à la flamme. Le diamètre de la pipette a été réduit progressivement à l’aide de la 

flamme du bec bunsen afin de bien séparer toutes les cellules de la moelle. La numération de 

la suspension cellulaire a permis d’ajuster à 30 000 le nombre de cellules déposées par 

lamelle. Pour cela, la solution contenant les cellules spinales en suspension a été répartie entre 

les puits (130 µL dans chaque). La boîte a alors été placée dans l’incubateur, pendant 2h au 

minimum, afin que les cellules puissent adhérer à la lamelle de verre. Une fois cette étape 

réalisée, 1 ml de milieu de culture complet a été ajouté dans chaque puit et la culture a été 

placée dans un incubateur à 37°C. 

 
Composition du milieu de culture : 

Le milieu de culture utilisé dans cette étude était composé comme suit : MEM 

(Invitrogen 51200-038) complémenté par 10 ml de glucose 1M dans du MEM, 5ml de 

Penicilline-Streptomycine (10000 UI/ml Pénicilline, et 10000ug/ml Streptomycine), 5ml de 
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Sodium Pyruvate (Sigma S8636), 12,5 ml Hepes (Sigma H0887, 1M), 5ml de N Supplément 

(Invitrogen 17502-048) et enfin 50 ml de sérum de cheval (Horse Serum Heat Inactivated 

H1138). 

Des facteurs de croissances, BDNF et GDNF, ont été ajoutés au milieu de culture 

extemporanément tous les 3 jours tout au long de la culture (Abcam Ab 9794 et ab73450) à la 

concentration de 1ng/ml de milieu de culture. 

 

3. Enregistrements électrophysiologiques intracellulaires des motoneurones en culture. 
 Afin d’enregistrer les motoneurones, les lamelles ont été placées dans une chambre 

d’enregistrement placée sur la platine d’un microscope à fluorescence (Nikon E600FN). De 

l’aCSF oxygéné à température ambiante était continuellement perfusé à l’aide d’une pompe 

péristaltique (réglée à un flux de 4,5 ml/min) afin de baigner la culture. Les enregistrements 

intracellulaires ont été réalisés de la même façon que décrit précédemment. 

 Après identification d’un motoneurone par la présence de GFP, la culture a été mise en 

présence de strychnine et de gabazine (1µm) via le bain d’aCSF, afin de bloquer 

respectivement l'activation des récepteurs glycinergiques et GABAergiques et de 

tétrodotoxine (TTX) afin de bloquer les canaux sodiques voltages dépendants, et donc de 

supprimer la genèse de potentiels d’action (PA) et d’enregistrer des courants synaptiques 

miniatures. 

 

4. Protocole d’enregistrement et d’induction de la plasticité synaptique. 
 Les motoneurones ont été enregistrés en voltage clamp (potentiel membranaire fixé à -

60mV) pendant une période de 15 minutes afin d’observer les courants miniatures contrôles. 

Un cocktail pharmacologique composé de rolipram (inhibiteur de la phosphodiesterase de 

type 4) à 0,5 M et de forskoline (activateur de l’adénylate cyclase) également à 0,5 M, dilué 

dans un aCSF sans magnésium contenant de la TTX (0,1 M) + strychnine (1µM) + Gabazine 

(1µM) a ensuite été perfusé sur la culture pendant 15 min. Durant cette application le 

motoneurone a été laissé en courant imposé de manière à le laisser se dépolariser librement. 

Enfin, à la fin de l’application, de l’aCSF « normal » contenant de la TTX + strychnine + 

Gabazine a de nouveau été perfusé dans le bain d’enregistrement et les courants miniatures 

post-application ont été enregistrés en voltage clamp (-60mV) afin de les comparer à ceux 

enregistrés en condition contrôle. 

 



 
 
 
 
 
 

 
 
Figure 35 Effet de l’application de forskoline et de rolipram sur les courants miniatures 
spontanés enregistrés sur les motoneurones WT en culture. 
Des enregistrements en patch-clamp configuration cellule entière ont été réalisés sur des 
motoneurones issus de souris Hb9-GFP, en culture. Les motoneurones sont identifiables par 
fluorescence dans les cultures cellulaires puisqu’ils expriment la GFP sous le contrôle du 
promoteur Hb9 (A). Les cultures sont perfusées par de l’aCSF oxygéné contenant de la 
strychnine, de la gabazine (1µM chacun) et de la TTX (0,1 µM) et des courants miniatures 
(mEPSC) sont enregistrés, en condition contrôle, et après application de la forskoline et du 
rolipram (B). L’application de ces composés induit une dépolarisation du potentiel de 
membrane du motoneurone (C). Les histogrammes représentent les différents paramètres des 
EPSCs mesurés avant (barres noires) et après (barres bleues) l’application pharmacologique : 
l’amplitude (D), et la frequence (E) des courants miniatures spontanés. Les résultats sont 
exprimés en ratio de l’amplitude (D) ou de la frequence (E) mesurées après application par 
rapport à celles enregistrées avant, en condition contrôle. Les astérisques représentent une 
significativité positive. 
Barre d’échelle : 50 µm (A). 
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5. Pharmacologie. 
 Les drogues utilisées dans cette étude ont été obtenues chez abcam pour la TTX 

(tetrodotoxin citrate ab120055), la forskoline (ab120058) et le rolipram (ab120031) et chez 

Sigma-Aldrich pour le reste des composants. Des solutions stocks ont été réalisées et stockées 

à -20°C pour les drogues suivantes : forskoline (à 0,01M dans du DMSO), rolipram (à 0,01 M 

dans de l'eau distillée) et TTX (à 0,5mM dans de l’eau distillée). 

 

6. Analyses. 
 L’analyse, comme l’acquisition des données, a été effectuée à l’aide du logiciel 

Axograph. 

 

 

C. Résultats 
 Sur les motoneurones isolés des influences des autres neurones par la perfusion de 

strychnine et de gabazine, et dont la genèse de PA a été inhibée par de la TTX, nous avons 

enregistré les courants glutamatergiques miniatures générés en conditions « contrôles » et 

suite à l’application de forskoline et de rolipram (Figure 35 B). L’application de ce cocktail 

pharmacologique via le bain de perfusion induit une dépolarisation des motoneurones (Figure 

35 C) durant les 15 minutes que dure l’application. Les figures 35 D et E montrent l’effet de 

l’application de rolipram et de forskoline sur les miniatures glutamatergiques exprimé sous la 

forme d’un ratio par rapport aux valeurs contrôles (Figure 35 D et E). Nos résultats montrent 

que la forskoline et le rolipram n’ont pas d’effet sur l’amplitude des miniatures (Figure 35 D) 

mais induisent une augmentation de la fréquence ces courants (Figure 35 E). Ces résultats ont 

été obtenus sur 5 neurones sur 7 testés. Cette amplification a été observée jusqu’à la fin des 

enregistrements, soit jusqu’à près d’1h après l’application du cocktail pharmacologique. 

 Ces données préliminaires montrent que les synapses glutamatergiques reçues par les 

motoneurones, en culture expriment de plasticité à long terme. 

 
 
D. Discussion et perspectives 
 Cette étude préliminaire nous a donc permis de montrer que, contrairement à de 

vieilles « croyances » selon lesquelles il n’y aurait pas de plasticité dans la moelle épinière 
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(Bertrand & Cazalets, 2013), les synapses des neurones spinaux sont capables d’adapter leur 

transmission en exprimant de la plasticité à long terme. En effet, suite à l’application d’un 

cocktail pharmacologique couramment utilisé dans l’étude de la plasticité synaptique des 

cellules hippocampiques, les synapses glutamatergiques reçues par les motoneurones 

expriment de la potentialisation à long terme. 

 

 Ces résultats préliminaires qui doivent bien entendu être complétés et étoffés nous 

serviront de base pour comparer les capacités plastiques des synapses glutamatergiques 

connectant les motoneurones SOD1. Nous prévoyons de compléter cette analyse en étudiant 

non plus les courants miniatures en provenance de l’ensemble des connexions 

glutamatergiques reçus par les motoneurones mais en réalisant des stimulations électriques 

dans les cultures de neurones spinaux. L’efficacité d’autres composés neuroactifs décrits 

comme potentiellement inducteurs de plasticité synaptique tels que la sérotonine ou des 

agonistes des récepteurs métabotropiques du glutamate (Sugita et al., 1992; Kojic et al., 1997; 

Bortolotto et al., 2005; Nisticò et al., 2011; Lucas et al., 2013) sera aussi testée. 

Plusieurs techniques s’offrent à nous afin de générer des cultures de neurones spinaux 

SOD1-Hb9-GFP : 1) il est possible de transfecter directement les cultures Hb9-GFP avec des 

virus contenant le gène SOD1 humain muté, afin que celui-ci s’exprime dans les cellules 

mises en culture (Menzies et al., 2002; Kirby et al., 2002; Sathasivam et al., 2005), ou bien 2) 

en croisant des souris SOD1 avec des souris Hb9-GFP et en réalisant une culture cellulaire par 

embryon, on peut obtenir des cultures SOD1-HB9-GFP. 

 Bien que tout reste à faire concernant cette seconde partie de l’étude, on peut supposer 

que les phénomènes d’altérations précoces du système glutamatergique observé chez les 

patients SLA comme chez les souris SOD1 (Rothstein et al., 1992; Plaitakis & 

Constantakakis, 1993; Lin et al., 1998; Trotti et al., 1999; Van Damme et al., 2005b; Bos et 

al., 2006; Spalloni et al., 2013) pourraient avoir des conséquences sur la capacité de ces 

réseaux à exprimer de la plasticité à long terme. 
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Discussion générale 
 Au cours de ce travail de doctorat, l’étude, par différentes approches expérimentales, 

des réseaux moteurs spinaux des souris SOD1 nous a permis de mettre en évidence des 

modifications physiologiques profondes de ces réseaux neuronaux. En effet, il apparaît que 

dès la naissance les systèmes neuromodulateurs fondamentaux des réseaux spinaux sont 

modifiés chez ces animaux. Nous avons ainsi montré que la sensibilité à la NA du réseau 

locomoteur spinal des souris SOD1 était accrue par rapport aux souris contrôles, et que les 

taux de DA tissulaire étaient augmentés dans la moelle de souris SOD1 âgées de 10 jours. De 

plus, l'étude détaillée du système cholinergique que nous avons réalisé, nous a permis de 

mettre en évidence des modifications majeures 1) de la morphologie et du nombre de 

synapses en C au niveau des motoneurones, 2) de l’expression et de la distribution des 

récepteurs postsynaptiques associés aux boutons en C dans les motoneurones Enfin, nous 

avons montré ici pour la première fois que, tout comme les motoneurones, les interneurones 

cholinergiques de la lamina X subissent des processus dégénératifs dans les stades tardifs de 

la maladie (P100). 

 

 L’ensemble de ces travaux portant sur l’état des systèmes neuromodulateurs au sein 

des réseaux locomoteurs spinaux a donc permis de montrer que des modifications précoces 

altèrent l’expression et l’anatomie de ces systèmes dans les réseaux des souris SOD1, dès la 

naissance. Cependant, mis à part une sensibilité accrue à la noradrénaline, nos résultats n’ont 

pas révélé de modification majeure du fonctionnement physiologique de ces réseaux chez les 

animaux juvéniles (dans les deux premières semaines postnatales). 

 L’absence d’impact fonctionnel de ces modifications pointe du doigt la très probable 

mise en jeu de mécanismes compensatoires dans les réseaux neuronaux spinaux des animaux 

jeunes. De nombreuses études portant sur le modèle SOD1 ont également fait l’hypothèse de 

l’existence de tels mécanismes (Durand et al., 2006; Amendola & Durand, 2008; Filipchuk & 

Durand, 2012; Martin et al., 2013). Ces mécanismes compensatoires suffiraient à compenser 

les altérations précoces observées dans les réseaux moteurs spinaux de souris SOD1 dans les 

stades embryonnaires et postnataux jeunes : modifications de l’excitabilité des motoneurones 

(Pieri et al., 2003; Kuo et al., 2004; 2005; Bories et al., 2007; van Zundert et al., 2008; 

Pambo-Pambo et al., 2009; Martin et al., 2013), de leur morphologie (Amendola & Durand, 

2008; Filipchuk & Durand, 2012), des influences neuromodulatrices (Herron & Miles, 2012; 

Casas et al., 2013; Milan et al., 2014) et de la mise en place et la maturation des réseaux 
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spinaux (Durand et al., 2006; Martin et al., 2013). Ces mécanismes qui restent à définir 

permettent aux réseaux spinaux des souris SOD1 de générer un patron locomoteur correct 

(Milan et al., 2014) et d'avoir un comportement normal et adapté. Cependant, il semblerait 

qu’avec le développement de l’animal, ces mécanismes compensatoires ne suffisent plus et 

soient saturés/dépassés par les altérations multiples et complexes qui affectent les réseaux de 

neurones SOD1. Les souris âgées de 40 à 60 jours, bien que ne présentant pas de 

dégénérescence motoneuronale, commencent alors à subir les conséquences du manque 

d’efficacité des mécanismes compensatoires. On observe alors des déficits moteurs (Veldink 

et al., 2003; Wooley et al., 2005; van Zundert et al., 2008; Kanning et al., 2010; Mancuso et 

al., 2011a; Gerber et al., 2012a), ainsi que des modifications brusques et sévères de la 

physiologie de ces animaux (Herron & Miles, 2012; Milan et al., 2014). C’est à ces stades que 

les mécanismes dégénératifs (stress oxydatif, altérations mitochondriales, du transport 

axonal...) (Mourelatos et al., 1996; Stieber et al., 1998; Bendotti et al., 2001; Kieran et al., 

2005; Gonatas et al., 2006; De Vos et al., 2007; Saxena et al., 2009a; Vinsant et al., 2013a; 

Vucic et al., 2014) se développent et progressent rapidement avant d’entraîner la perte 

drastique des motoneurones que l’on connaît (Vucic et al., 2014). 

 En allant encore plus loin, nos résultats, mis en commun avec les études portant sur les 

modifications précoces affectant les réseaux moteurs SOD1 (Pieri et al., 2003; Kuo et al., 

2004; 2005; Durand et al., 2006; Bories et al., 2007; van Zundert et al., 2008; Amendola & 

Durand, 2008; Pambo-Pambo et al., 2009; Filipchuk & Durand, 2012; Martin et al., 2013; 

Milan et al., 2014), soulèvent le fait que les réseaux moteurs spinaux des souris SOD1 

semblent être totalement différents de ceux des souris contrôles, à la naissance. C'est le cas 

par exemple des segments lombaires L2 qui, chez les SOD1, sont enrichis en interneurones 

cholinergiques. Ce point, s’il venait à être confirmé, permettrait d’aller beaucoup plus loin 

dans le concept de mise en jeu de mécanismes compensatoires : les souris SOD1 ne partant 

pas avec les mêmes bases génétiques et physiologiques que les souris WT, leur organisme 

s’adapte et met en place des règles de communication, des propriétés intrinsèques et 

morphologiques qui lui sont propres. Ainsi, bien que l’architecture générale du réseau, les 

CPGs, les motoneurones, soit conservée, le rôle et l’impact de chaque système 

neuromodulateur sur les neurones de ce réseau pourrait être pondéré en fonction des capacités 

« nouvelles » des neurones. La finalité d’un tel remaniement n’étant pas le développement de 

nouvelles capacités, mais plutôt de mimer au mieux les fonctions d’un réseau « sain », afin de 

produire les mêmes patrons d’activité et de répondre de la même manière aux stimuli 

externes. 
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 Cette hypothèse d’un réseau spinal totalement reconfiguré dès la naissance chez les 

animaux SOD1, loin d’être une idéologie de chercheur, pourrait réellement constituer une 

piste de recherche novatrice dans l’étude de la SLA. Cependant, avant d’envisager des études 

plus poussées, notamment à visée thérapeutique, chez les animaux SOD1, la vérification de la 

présence de telles différences d'organisation chez les patients atteints de fSLA semble 

inévitable. 

 Nous soulevons ici un point sensible récurrent dans l’étude des pathologies 

neurodégénératives, principalement lorsque celles-ci existent sous des formes familiales 

(Wagner, 2005). Les limites liées à l’éthique ne permettent évidemment pas d’effectuer des 

analyses sur des enfants, lorsque des cas de fSLA ont été recensés dans leur famille. Il 

semblerait effectivement totalement aberrant d’imposer à des personnes, qui ne sont pas en 

âge de prendre ce type de décisions, un génotypage visant à vérifier ou non l’expression dans 

leur génome de mutations connues pour favoriser le développement de la SLA. De plus, et 

quand bien même le destin pathologique de ces enfants serait connu, il n’est pas envisageable 

de leur faire subir des analyses par IRM, EMG ou encore ENMG afin de détecter au cours de 

leur croissance de possibles altérations neuronales. Reste donc aux chercheurs à mettre en 

place des solutions alternatives afin de pouvoir peut-être un jour mettre en évidence un 

remodelage complet des réseaux spinaux des personnes atteintes, ou destinées à développer 

une fSLA. 

 

 L’un des résultats capitaux de ce travail concerne la mise en évidence d’une perte 

neuronale affectant des neurones autres que les motoneurones. Ces conclusions viennent 

ébranler l’un des acquis fondamentaux concernant la SLA : 

Non, les motoneurones ne sont pas les seules cellules à dégénérer dans la SLA. 

De nombreuses études avaient jusqu’alors suggéré la participation d’autres types cellulaires à 

la dégénérescence des motoneurones (Clement et al., 2003; King et al., 2011), mais sans 

évidence directe. 

Bien que nos résultats ne nous permettent pas de dater précisément le moment où les 

interneurones commencent à dégénérer (entre P40 et P100), le fait qu’ils soient situés en 

amont dans la transmission synaptique tendrait à montrer que ces neurones pourraient bien 

être les premiers à succomber à l’expression de facteurs apoptotiques. Une telle conclusion 

amènerait à recentrer toutes les recherches effectuées à l’heure actuelle visant à découvrir le 
facteur déclenchant de la dégénérescence. Ce facteur pourrait alors non pas agir au niveau des 

motoneurones, mais plutôt sur les interneurones cholinergiques de la lamina X, et pourquoi 
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pas sur d’autres populations cellulaires, encore plus en amont dans les réseaux moteurs 

spinaux. En effet, au-delà de l’ordre dans lequel l’atteinte dégénérative opère, nos résultats 

pointent du doigt un point particulièrement sensible : le ciblage du profil phénotypique des 

motoneurones par les processus dégénératifs dans la SLA. La présence de mécanismes 

comparables, et aux mêmes stades développementaux, au niveau des interneurones 

cholinergiques à l’origine de la modulation des motoneurones soulève une question : les 

motoneurones dégénèrent-ils parce qu’ils sont les sorties spinales de l’information motrice, ou 

bien parce qu’ils sont cholinergiques ? (Tata et al., 2014) Bien que beaucoup reste à faire pour 

répondre à cette interrogation et que ces mécanismes dégénératifs mettent en jeu de nombreux 

facteurs physiopathologiques, notre étude apporte un premier élément en faveur d’un 

phénotype neurochimique préférentiellement affecté dans la SLA, ouvrant ainsi la porte à de 

futures investigations, et pourquoi pas à un ciblage thérapeutique du système cholinergique. 

 

 Les interneurones cholinergiques spinaux semblent donc occuper un rôle central dans 

les mécanismes physiopathologiques de la SLA. Il a par ailleurs été montré par le passé, que 

des modifications de l'expression d'autres neurones cholinergiques ont lieu chez les souris 

SOD1G93A (Azzouz et al., 1999). En effet, cette étude a mis en évidence une augmentation du 

nombre de neurones cholinergiques dans le striatum des souris, afin de compenser la perte des 

neurones moteurs, dans les stades tardifs de la maladie. Ces résultats intéressants, ajoutés aux 

études déjà connues du système cholinergique (Pullen & Athanasiou, 2009; Herron & Miles, 

2012; Casas et al., 2013) et à nos travaux, montrent que le système cholinergique joue un rôle 

clé, à la fois dans les mécanismes compensatoires, mais aussi dans l'initiation de la 

dégénérescence neuronale. Les neurones cholinergiques apparaissent donc comme une cible 

privilégiée des modifications physiologiques et des mécanismes dégénératifs mis en jeu dans 

la SLA. La question se pose alors de savoir si le phénotype neurochimique cholinergique des 

motoneurones et des interneurones de la lamina X constitue un facteur de vulnérabilité dans la 

SLA comme c'est le cas pour les neurones dopaminergiques dans la maladie de Parkinson et 

cholinergiques dans la maladie d'Alzheimer (Fortress et al., 2011; Schliebs & Arendt, 2011; 

Hall et al., 2014). 
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Perspectives 
 Les résultats obtenus au cours de ce travail doctoral ont permis d'apporter de nouveaux 

éléments quant à la compréhension des modifications affectant les réseaux locomoteurs 

spinaux dans les stades présymptomatiques de la SLA. Cependant, beaucoup reste à faire afin 

d'identifier le facteur déclenchant et la cascade de mécanismes responsables de la 

dégénérescence neuronale dans la SLA. 

 

 Au cours de ce travail, nous avons engagé deux projets de recherche dont les résultats 

préliminaires ont été présentés dans ce manuscrit. Ces deux études, une fois terminées, 

permettront de compléter le travail engagé au cours de cette thèse de doctorat et d'apporter des 

indications supplémentaires concernant l'état du réseau moteur spinal des souris SOD1 dans 

les stades présymptomatiques. 

 Les données recueillies au cours du suivi au long cours des habitudes et des capacités 

motrices des souris SOD1, vont permettre d'effectuer une analyse précise des rythmes 

circadiens et de la répartition des périodes d'activité des souris au cours des cycles de veille et 

de sommeil. Nos résultats préliminaires laissent présager que bien que les souris SOD1 aient 

une activité globale similaire aux souris WT, la manière dont elles répartissent leur 

déplacement au sein d'une journée pourrait être altérée. La mise en évidence de modifications 

des rythmes circadiens des souris SOD1, si elle venait à se confirmer, permettrait de venir 

appuyer nos précédentes conclusions et constituerait un résultat extrêmement intéressant. En 

effet, il existe un lien fort entre la régulation des rythmes circadiens et le système 

cholinergique : il a été montré qu'au niveau supraspinal, les structures cérébrales responsables 

de la rythmicité circadienne sont sous le contrôle permanent du système cholinergique et que 

la sur- ou la sous-activation de ces voies modulatrices seraient impliquées dans des 

dérèglements pathologiques de ces rythmes (Mohan & Radha, 1978; Werhun & 

Lewandowski, 2009; Hut & Van der Zee, 2011; Gritton et al., 2013). De telles atteintes des 

rythmes veille/sommeil ont également été décrites dans d'autres pathologies dont la maladie 

d'Alzheimer. Dans cette pathologie une sous-activation du contrôle cholinergique induit des 

déficits importants de la régulation du sommeil des patients et conduit à des altérations des 

processus de consolidation mnésiques. En effet, la mémorisation à long terme, que ce soit de 

mémoire procédurale, motrice ou sémantique, nécessite une régulation parfaite des rythmes 

circadiens, et notamment des cycles de sommeil (Idzikowski, 1984; Nesca & Koulack, 1994; 

Walker & Stickgold, 2006; Hu et al., 2006; Cai & Rickard, 2009; Wang et al., 2011; Kumar 



 

 

  
 DISCUSSION GENERALE  

147 

& Jha, 2012; Brawn et al., 2013). Dans la maladie d'Alzheimer, où les systèmes de mémoire 

sont particulièrement ciblés par la dégénérescence, des traitements thérapeutiques 

cholinergiques ont été développés dans le but d'inhiber les enzymes de dégradation de 

l'acétylcholine, et de permettre ainsi d'augmenter les taux extracellulaires et la régulation des 

rythmes circadiens (Davis & Sadik, 2006; Nieoullon et al., 2008). Au vu de nos résultats 

concernant les modifications précoces du système cholinergique, et de ce que laissent 

présager les analyses du suivi comportemental, il pourrait également être envisageable dans le 

futur de tester ce type de thérapeutiques chez les souris SOD1 comme traitement préventif 

potentiel de la SLA. Un recalibrage du système cholinergique, dans des gammes plus 

physiologiques, pourrait en effet impacter sur la mise en place des mécanismes dégénératifs 

mis en jeu dans la SLA, et qui semblent indubitablement cibler les neurones à phénotype 

cholinergique. 

 

 De plus, nous avons mis en évidence au cours de nos travaux, une perte des neurones 

cholinergiques de la lamina X. Il serait très intéressant de pousser plus avant la description de 

ces conclusions très prometteuses quant à la description et à l'identification des mécanismes 

physiopathologiques impliqués dans la SLA. On peut par exemple envisager, à court terme, 

d'engager des expériences visant à décrire les processus apoptotiques affectant ces 

interneurones, notamment en mettant en évidence des mécanismes proches de ceux décrits 

dans les motoneurones : stress oxydatif, agrégats protéiques ou bien encore altérations du 

fonctionnement mitochondrial et activation de la microglie. Une description plus complète 

des processus dégénératifs affectant les interneurones cholinergiques nous permettrait en effet 

de mieux appréhender le décours temporel et les facteurs physiopathologiques impliqués dans 

la SLA. 

 

 L'ensemble de ces travaux, et des perspectives de recherche à court terme qu'ils 

inspirent, pourra donc permettre de mettre à jour l'état physiopathologique des systèmes 

neuromodulateurs dans les stades précoces de la SLA, et leurs conséquences sur le 

remodelage du réseau moteur spinal. Pour aller plus loin, il serait intéressant, à plus long 

terme, d'envisager un ciblage thérapeutique des neuromodulateurs et en particulier du système 

cholinergique afin de maintenir le fonctionnement et l'organisation du réseau moteur des 

souris SOD1 dans des gammes physiologiques. L'utilisation d'agonistes ou d'antagonistes 

cholinergiques dès la mise en place des réseaux neuronaux permettrait en effet de cibler les 

récepteurs dont l'activation est déficitaire ou excédentaire dans la SLA et ainsi éviter la mise 
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en place de mécanismes compensatoires conduisant à la restructuration du réseau que nous 

avons décrite. Le développement de telles thérapeutiques, pourrait conduire à développer des 

traitements pharmacologiques préventifs, dans le cadre de SLA familiales, si tant est que les 

effets secondaires induits pourront être maintenus dans des gammes raisonnables. 

 
 

Conclusion 
 Les réseaux moteurs spinaux sont affectés précocement dans la SLA, bien avant que 

les symptômes moteurs ne se développent. Un remaniement profond des réseaux neuronaux, 

orchestré par des modifications des systèmes neuromodulateurs pourrait être à l'origine d'une 

partie des processus de compensation et de mécanismes dégénératifs mis en jeu au cours du 

développement des souris SOD1. Ces nouveaux indices concernant les facteurs 

physiopathologiques mis en jeu dans les stades présymptomatiques de la SLA laissent 

envisager de possibles nouvelles cibles thérapeutiques visant les systèmes neuromodulateurs 

des réseaux moteurs spinaux et plus particulièrement le système cholinergique. 
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Mutations in the gene that encodes Cu/Zn-superoxide dismutase (SOD1) are the cause
of approximately 20% of familial forms of amyotrophic lateral sclerosis (ALS), a fatal
neurodegenerative disease characterized by the progressive loss of motor neurons. While
ALS symptoms appear in adulthood, spinal motoneurons exhibit functional alterations
as early as the embryonic and postnatal stages in the murine model of ALS, the SOD1
mice. Monoaminergic – i.e., dopaminergic (DA), serotoninergic (5-HT), and noradrenergic
(NA) – pathways powerfully control spinal networks and contribute significantly to their
embryonic and postnatal maturation. Alterations in monoaminergic neuromodulation during
development could therefore lead to impairments in the motoneuronal physiology. In this
study, we sought to determine whether the monoaminergic spinal systems are modified
in the early stages of development in SOD1 mice. Using a post-mortem analysis by high
performance liquid chromatography (HPLC), monoaminergic neuromodulators and their
metabolites were quantified in the lumbar spinal cord of SOD1 and wild-type (WT) mice
aged one postnatal day (P1) and P10. This analysis underscores an increased content of
DA in the SOD1 lumbar spinal cord compared to that of WT mice but failed to reveal
any modification of the other monoaminergic contents. In a next step, we compared the
efficiency of the monoaminergic compounds in triggering and modulating fictive locomotion
in WT and SOD1 mice. This study was performed in P1–P3 SOD1 mice and age-matched
control littermates using extracellular recordings from the lumbar ventral roots in the in
vitro isolated spinal cord preparation. This analysis revealed that the spinal networks of
SOD1G93A mice could generate normal locomotor activity in the presence of NMA-5-HT.
Interestingly, we also observed that SOD1 spinal networks have an increased sensitivity
to NA compared to WT spinal circuits but exhibited similar DA responses.

Keywords: serotonin, dopamine, noradrenaline, spinal cord,ALS, fictive locomotion, HPLC, extracellular recordings

INTRODUCTION
Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal neurodegenerative
disease characterized by the progressive degeneration of M1 neu-
rons in the cerebral cortex and motor neurons in the brainstem
and spinal cord. Approximately 20% of familial forms of ALS
cases are associated with inherited dominant mutations in the
gene that encodes Cu/Zn-superoxide dismutase (SOD1). While
ALS syndrome occurs during adulthood in both humans and ALS
animal models, a growing body of evidence shows that spinal
locomotor networks exhibit functional alterations as early as the
embryonic and postnatal stages in mice expressing the human
mutated SOD1 protein, the SOD1 mouse model. Behavioral tests
performed during the first postnatal week revealed a delay in the
maturation processes of sensorimotor modalities such as right-
ing and hind-paw grasping responses in mutant SOD1G85R mice
(Amendola et al., 2004). At the cellular level, developing SOD1G85R

and SOD1G93A motoneurons have been shown to exhibit dendritic
abnormalities and alterations in both excitability and synaptic
inputs compared to the motoneurons of age-matched wild-type
(WT) mice (Bories et al., 2007; Pambo-Pambo et al., 2009; Chang

and Martin, 2011; Filipchuk and Durand, 2012; Martin et al.,
2013). Differences in neurochemical sensitivity have also been
reported between newborn WT and SOD1 mice. Indeed, the clas-
sical rhythmogenic drug cocktail (a mixture of glutamate agonist
plus serotonin) used to activate the locomotor central pattern
generators (CPGs) in the isolated spinal cord preparation of new-
born rodents has been shown to be inefficient in inducing fictive
locomotion in SOD1G85R mice (Amendola et al., 2004). As such
early alterations could prime neuronal circuits and make them
more permissive to pathological changes later in life, it appears
of importance to further decipher the changes undergone by the
spinal motor networks in early developmental stages in the SOD1
models of ALS.

Motoneurons are targeted by numerous extra- and intraspinal
neuromodulatory systems that control both their intrinsic mem-
brane properties and incoming synaptic inputs (for review see
Miles and Sillar, 2011). In addition to their role in excitability con-
trol, neuromodulatory influences contribute significantly to the
embryonic and postnatal development of the spinal cord motor
networks (for review see Vinay et al., 2002; Miles and Sillar, 2011).
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Amongst neuromodulatory systems, monoaminergic – i.e.,
dopaminergic (DA), serotoninergic (5-HT), and noradrenergic
(NA) – pathways have been shown to initiate and facilitate the
expression of spinal motor outputs, to control segmental reflexes
and to play a major role in the maturation of spinal locomo-
tor networks (Barbeau and Rossignol, 1991; Crick and Wallis,
1991; Cazalets et al., 1992; Sqalli-Houssaini et al., 1993; Kiehn
and Kjaerulff, 1996; Sqalli-Houssaini and Cazalets, 2000; Whelan
et al., 2000; Vinay et al., 2002; Barrière et al., 2004, 2008; Han et al.,
2007; Han and Whelan, 2009; Tartas et al., 2010; Miles and Sillar,
2011; Humphreys and Whelan, 2012; Pearlstein, 2013). Alterations
in monoaminergic controls during development could therefore
lead to significant reorganizations of the spinal locomotor cir-
cuits and contribute to the developmental impairments described
in SOD1 motoneurons. However, to the best of our knowledge,
data concerning the possible changes in the spinal monoamin-
ergic inputs in the early developmental stages of SOD1 mice are
not currently available. In the present study, we sought to deter-
mine whether spinal monoaminergic content and sensitivity is
modified in newborn SOD1 mice. Specifically, we performed a
high performance liquid chromatography (HPLC) analysis of the
spinal monoamine contents and compared the effects of 5-HT, DA,
and NA on the locomotor activity recorded extracellularly from
isolated spinal cord preparations from newborn SOD1 and age-
matched control littermates. This study found that well-organized
locomotor-like activity could be generated in the isolated spinal
cord preparation from SOD1G93A mice by classical pharmacolog-
ical activation. We also reported an increased content of spinal
DA content in the second postnatal week, as well as an increased
sensitivity to NA, in SOD1 spinal networks compared to those of
WT mice.

MATERIALS AND METHODS
ETHICS STATEMENTS AND ANIMALS
All procedures were conducted in accordance with the local
ethics committee of the University of Bordeaux and the Euro-
pean Committee Council Directive. All efforts were made to
minimize animal suffering and to reduce the number of ani-
mals used in the experiments. Transgenic mice expressing a
mutated human SOD-1 gene from the B6SJL-TgN (SOD1G93A)
1 Gur/J line (SOD1 mice) were purchased from Jackson Labora-
tories. These mice were bred in our laboratory and maintained
as hemizygotes by mating transgenic males with wild-type B6SJL
females. Two hundred thirty-eight newborn mice were used in
this study. All of the experiments and analyses presented here
have been performed blind to the genotype of the animals. Mice
were genotyped from genomic DNA purified from tail biopsies
by PCR using the following primers: 5′ CATCAGCCCTAATC-
CATCTGA 3′ (forward), 5′ CGCGACTAACAATCAAAGTGA 3′

(reverse).

TISSUE PROCESSING FOR POST-MORTEM ANALYSIS
After decapitation, the lumbar spinal cord of postnatal 1 (P1)
or P10 SOD1 and age-matched control littermate male mice was
quickly removed by a laminectomy, placed in dry ice and stored
at −80◦C until experiment processing. When needed, the lumbar
spinal cord was placed on the side and cut in the middle of the

dorso-ventral axis with micro dissecting knives to separate the
ventral and dorsal part of the cord.

POST-MORTEM HIGH-PERFORMANCE LIQUID CHROMATOGRAPHY
(HPLC) MEASUREMENTS
On the day of the biochemical analysis, after weighing the sam-
ples, tissue was homogenized in 0.1 N perchloric acid (HClO4),
sonicated and centrifuged at 13,000 rpm for 30 min at 4◦C.
The tissue contents of monoamines (DA, NA, 5-HT) and their
metabolites (5-hydroxyindole-3-acetic: 5-HIAA a 5-HT metabo-
lite and 3,4-dihydroxyphenylacetic acid: DOPAC,a DA metabolite)
were measured by a sensitive HPLC-electrochemical detection
(ECD) system. Aliquots of the sample supernatant were placed
in an automated autosampler (Shimadzu, SIL-20A, Paris, France)
at 4◦C to be injected into the HPLC column (Hypersyl C18,
150 mm × 4.6 mm, 5 µm; C.I.L.-Cluzeau, Sainte-Foy-La-Grande,
France) protected by a Brownlee–Newguard precolumn (RP-8,
15 × 3.2 mm, 7 µm; C.I.L.-Cluzeau). The mobile phase was deliv-
ered at a flow rate of 1.3 ml/min using a HPLC pump (LC20-AD,
Shimadzu, France) and was composed as follows (in millimoles):
60 NaH2PO4, 0.1 disodium EDTA and 2 octane sulfonic acid plus
7% methanol, adjusted to a pH of 3.9 with orthophosphoric acid
and filtered through a 0.22 mm Millipore filter. Monoamines and
their metabolites were detected using a coulometric cell (Analyt-
ical cell 5011, Coulochem) coupled to a programmable detector
(Coulochem II, ESA, Paris, France). The potential of the elec-
trodes was set at +350 mV for the oxidation and −270 mV
for the reduction. Output signals were recorded on a computer
(Beckman, system GOLD). Under these conditions, the sensitiv-
ity for NA, DA, 5-HT, DOPAC, and 5-HIAA was 3, 1, 8, 6, and
5 pg/10 µl, respectively, with a signal/noise ratio of 3:1. The tissue
content of monoamines was expressed in pg/mg of tissue and cor-
responded to the mean ± SEM values in each group. Differences
of the monoamine content between P1/P10 SOD1 mice and con-
trol littermates were analyzed using repeated measures two-way
analyses of variance (ANOVA) with Sidak’s multiple comparison
tests (Graph Pad Prism). Statistical significance was set at p < 0.05.

ISOLATED SPINAL CORD PREPARATION
Newborn SOD1 and WT littermate mice aged P1–P3 were deeply
anesthetized with 4% isoflurane, decapitated and eviscerated. A
laminectomy was then performed to expose and remove the spinal
cord. All dissections and recording procedures were performed
under continuous superperfusion with artificial cerebrospinal
fluid (aCSF) containing (in milimoles): NaCl 130, KCl 3, CaCl2
2.5, MgSO4 1.3, NaH2PO4 0.58, NaHCO3 25, and glucose 10,
with a pH of 7.4 when bubbled with 95% O2 + 5% CO2 at room
temperature (24–26◦C).

PHARMACOLOGY
All drugs (N-methyl-D, L-aspartate: NMA; 5-HT, DA, and NA)
were obtained from Sigma (St. Louis, MO, USA). Stock solutions
of 5-HT and NMA were prepared at 0.1 mM in distilled water and
stored at −20◦C. Fresh drug solutions of DA and NA were pre-
pared daily and protected from light exposure. Pharmacological
compounds were bath-applied using a peristaltic pump (flow rate
7 ml/min).
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EXTRACELLULAR RECORDINGS AND ANALYSIS
Motor outputs were recorded extracellularly from the lumbar ven-
tral roots using glass suction electrodes. In each in vitro spinal cord
preparation, motor outputs from the right and left lumbar 2 (rL2,
lL2, respectively) and one L5 ventral root were simultaneously
recorded to investigate both the bilateral segmental alternation
and the flexor/extensor activity (Cazalets et al., 1992; Kiehn and
Kjaerulff, 1996). The neurograms were amplified (×10000) using
high impedance AC amplifiers (200–3000 Hz) built at the labora-
tory and digitized at 5 kHz (Axograph, Sydney, NSW, Australia)
for future analysis. Pharmacologically induced locomotor rhythms
were analyzed using non-stationary analysis techniques in a
Matlab-based software developed at the laboratory. This custom-
made software is similar to SpinalCore, a software developed by
the Lev-Tov group (Mor and Lev-Tov, 2007), and is based on the
MatLab wavelet coherence package provided by Aslak Grinsted
(http://noc.ac.uk/using-science/crosswavelet-wavelet-coherence;
Torrence and Compo, 1998; Grinsted et al., 2004). Two-minute
sections of pairs of neurograms were analyzed using cross wavelet
transform and wavelet coherence. These methods were applied
to high-pass (50 Hz), rectified and low-pass filtered (5–10 Hz)
signals. For convenience, cross wavelet spectrum and wavelet
coherence maps were combined into a mixed cross/coherence
map (Figure 2B1) highlighting coherent, common high power
frequency regions. In these maps, the evolution of the frequency
components of the extracellular signals (y-axis, logarithmic scale)
is represented as a function of time (x-axis), and the power of each
frequency is color-coded with warm colors assigned to high power
regions and cool colors to low power regions. The asymptotic
lines in the mixed cross/coherence maps indicate the cone of influ-
ence. This cone delimits the region where edge effect becomes too
important. The values outside of this cone were thus excluded from
the statistical analysis (Torrence and Compo, 1998; Mor and Lev-
Tov, 2007). The high power band of the generated time/frequency
map was selected as a region of interest (ROI) and arbitrarily
segmented into 1 s bins to compute the mean frequency, coher-
ence, and phase relationship between pairs of neurograms. The
critical level of statistical significance of the wavelet coherence
was calculated using Monte-Carlo simulations (Mor and Lev-Tov,
2007). The power and phase of the mean vector of pairs of ven-
tral root recordings were extracted for each experiment with this
procedure. Using the Igor Pro software (Wavemetrics), angular
distribution tests and Watson nonparametric circular two sam-
ple U2 tests were performed to compare circular data between
WT and SOD1 mice in the different pharmacological conditions
tested.

Motor burst amplitudes were computed in a custom-made
Matlab-based software. For each preparation, the burst ampli-
tude values were normalized to the amplitude measured in
the presence of 10 µM 5-HT for experiments with increasing
doses of 5-HT or to the amplitude observed during bath-
applications of NMA-5-HT (16 µM each; Sqalli-Houssaini et al.,
1993) alone prior to the addition of NA or DA to the bath.
Repeated measures two-way analyses of variance (ANOVA) with
Sidak’s multiple comparison tests were performed to evaluate
monoamines and mouse genotype effects (Graph Pad Prism).
All data are expressed as means ± SEM. Asterisks in the Figures

and Tables indicate positive significance levels of post hoc analysis
(p < 0.05).

RESULTS
SPINAL MONOAMINERGIC CONTENTS IN NEWBORN WILD-TYPE AND
SOD1 MICE
In rats, the first connections between brainstem monoaminer-
gic cells and spinal neurons are established during the last week
of gestation and mature sequentially along the rostrocaudal and
ventro-dorsal axes until the second postnatal week (Commissiong,
1983; Bregman, 1987; Rajaofetra et al., 1989, 1992; Giménez y
Ribotta et al., 1998; Clarac et al., 2004). To get an overview of the
spinal monoaminergic innervation, we first conducted an HPLC
analysis of the endogenous spinal content of biogenic amines and
their metabolites in SOD1 mice and WT littermates (Figure 1A).
To assess the impact of the descending pathway maturation on
monoamine contents, we performed these procedures on the lum-
bar spinal cord samples from both P1 and P10 animals. This
HPLC analysis revealed that the NA and 5-HT contents were
about 20 times greater than the DA content in the lumbar spinal
cord of both P1 and P10 mice. We also observed that regardless
of the mouse genotype, the contents of NA (Figure 1B1), DA
(Figure 1C1) and 5-HT (Figure 1D1) were significantly higher
in P10 animals compared to P1 mice. In contrast, DOPAC and
5-HIAA were not significantly different between the two devel-
opmental stages tested (Table 1). Post hoc pairwise comparisons
conducted between WT and SOD1 mice revealed no significant
change in NA, 5-HT, DOPAC, or 5-HIAA. However, we observed
that the DA content was significantly enhanced in the whole lum-
bar spinal cord of SOD1 P10 mice compared to age-matched WT
animals.

Monoaminergic pathways densely innervate both dorsal and
ventral spinal circuits. To specifically look for changes in the
monoaminergic contents in spinal motor networks, the same
HPLC analysis was repeated on the ventral half of the lum-
bar spinal cord (Figures 1B2,C2,D2). In these experimental
conditions, we observed that the contents of all of the monoamin-
ergic compounds tested (Figures 1B2,C2,D2) except 5-HIAA
(Table 1) significantly increased during development. In contrast
to the aforementioned results obtained using the whole spinal
cord, the mouse genotype had no detectable influence on the
monoaminergic contents measured in the ventral part of the
cord.

RHYTHMOGENIC CAPABILITIES OF SOD1G93A SPINAL NETWORKS AND
SEROTONINERGIC MODULATION
As previously mentioned, Amendola et al. (2004) reported that
NMA (10–20 µM) plus 5-HT (5–20 µM), a mixture known to gen-
erate locomotor-like activity in the in vitro spinal cord preparation
of newborn rodents, induces only tonic activity when bath-applied
to SOD1G85R mouse spinal networks (Amendola et al., 2004). Dra-
matically different alterations in the motoneuronal physiology
have been reported depending on the SOD1 mouse model used
(see for example Meehan et al., 2010; Delestrée et al., 2014). The
question then arises as to whether NMA-5-HT effects are simi-
lar in the SOD1G85R and SOD1G93A high expressor line mouse
strains. To address this question, we compared the efficiency of
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FIGURE 1 | Monoamine contents in the lumbar spinal cord of newborn
mice. (A) Example of HPLC chromatograms of a whole spinal cord sample
from a P10 SOD1 mouse. The chromatograms represent the output
Coulometric signals (nanoampere converted in ±1 V output by the recorder)
produced after their separation by the compounds at the level of the electrode
of oxidation (upper trace; +350 mV) and/or the electrode of reduction (lower
trace; −270 mV) of the Coulometric cell. Most of the quantitative analyses
are performed using the oxidation channel (all compounds of interest except
NA which is often confounded in the solvent front) and NA, DOPAC and DA

quantities can be also analyzed using the reduction channel. (B–D) Contents
of NA (B1,B2), DA (C1,C2), and 5-HT (D1,D2) measured by HPLC assays in
the whole lumbar spinal cord (B1–D1) or in its ventral half (B2–D2) from P1
and P10 WT (black bars) and SOD1 (blue bars) mice. Note the increased
concentration of monoamines with age and the significant difference in DA
content between WT and SOD1 P10 mice. Asterisks indicate positive
significance levels and the numbers in histogram bars refer to the number of
samples tested. NA: noradrenaline, DA: dopamine, 5-HT: serotonin, DOPAC:
3,4-dihydroxyphenylacetic acid, 5-HIAA: 5-hydroxyindole-3-acetic.
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Table 1 | HPLC measurements of 3,4-dihydroxyphenylacetic acid (DOPAC) and 5-hydroxyindole-3-acetic (5-HIAA) contents in the whole or
ventral part of the lumbar spinal cord from P1 and P10 WT and SOD1 mice.

Wild-type SOD1

P1 P10 P1 P10

DOPAC Whole lumbar 14.3 ± 4 (14) 27.8 ± 3 (18) 33.4 ± 10 (17) 26.9 ± 4 (17)

Ventral lumbar 8.8 ± 1 (13) 28.2 ± 8 (7)* 11.5 ± 3 (6) 34.8 ± 9 (7)*

5-HIAA Whole lumbar 148.9 ± 14 174.4 ± 18 154.7 ± 11 176.1 ± 17

Ventral lumbar 99.4 ± 11 122.8 ± 15 100.9 ± 22 128.7 ± 19

The numbers in brackets correspond to the number of samples tested. Asterisks indicate significant differences between the P1 and P10 developmental stages.

NMA (16 µm) in the presence of increasing concentrations of
5-HT in activating the spinal locomotor CPGs in SOD1G93A and
age-matched littermate controls. Figure 2A shows that, regard-
less of the 5-HT concentration tested, the bath-application of
NMA-5-HT triggered an alternating bursting activity of the right
and left L2 and homolateral flexor L2 and extensor L5 ventral
roots in both WT (Figure 2A1) and SOD1 mice (Figure 2A2).
This motor pattern, with a mean period ranging from 3 to 4 s
(Figure 2D1), is characteristic of a locomotor-like activity (Caza-
lets et al., 1992; Kiehn and Kjaerulff, 1996). Regardless of the
animal genotype, raising the 5-HT concentration from 10 to 12.5
or 15 µm did not significantly affect the rhythm phase relation-
ships (Figures 2B,C; Table 1), period (Figure 2D1) or motor burst
duration (L2: Figure 2D2, Data not shown for L5). In contrast,
the locomotor burst amplitude was significantly increased in the
presence of 12.5 or 15 µm 5-HT compared to the 10 µm 5-HT
condition (Figure 2D3 for L2 bursts, data not shown for L5).
This 5-HT-induced amplification was, however, not significantly
different between the WT and SOD1 mice.

Overall, these data suggest that the spinal networks of newborn
SOD1G93A mice could generate well-organized locomotor patterns
under NMA-5-HT chemical stimulation and present a WT-like
serotoninergic sensitivity.

NORADRENERGIC MODULATION
In a first series of experiments, the effects of the bath-application
of NA alone (10−5, 5 × 10−5, and 10−4 M (Sqalli-Houssaini
and Cazalets, 2000) or in combination with NMA were tested.
Under these conditions, tonic or very irregular motor activities
were generated in both WT and SOD1 preparations, prevent-
ing accurate measurements from being performed (data not
shown). In this context, we decided to restrict the analysis of
the noradrenergic effects to the modulation of the NMA-5-HT-
induced rhythm. After inducing control fictive locomotion with
NMA-5-HT (16 µm each), WT and SOD1 spinal cords were
challenged with increasing NA concentrations in the presence of
NMA-5-HT (Figure 3). Regardless of the NA concentration and
mouse genotype, the phase relationships of the NA+NMA/5-HT-
induced rhythms were similar to those computed in the absence
of NA (Table 2; Figure 3B; Data not shown for the L2/L5
alternation). In contrast, the locomotor rhythm was strongly
slowed down in the presence of NA (Figure 3A). In WT animals
(Figure 3A1), all of the NA concentrations tested (10, 50, and

100 µm) induced a significant increase in the locomotor param-
eters (period, Figure 3C1; L2 burst duration, Figure 3C2, and
amplitude, L2: Figure 3C3, black bars, L5: data not shown) com-
pared to the NMA-5-HT control conditions. The rhythm period
and L2 burst duration values computed in the presence of 50 µm
NA were also significantly different from the ones obtained with
10 µm NA in WT animals. In SOD1 mice (Figure 3A2), both
the L2 burst durations and amplitude values were significantly
enhanced compared to the NMA-5-HT condition for all of the NA
concentrations tested (Figures 3C2,C3, blue bars). In contrast, the
locomotor rhythm period was only significantly different from the
control condition in the presence of 50 µm NA (Figure 3C1).

Interestingly, a post hoc analysis revealed that the NA-induced
amplification of the L2 (Figure 3C3) and L5 (data not shown)
burst amplitude values observed in the presence of 10 and 50 µm
NA was significantly higher in SOD1 mice compared to WT ani-
mals. This result underscores the differences in the NA sensitivity
between WT and SOD1 spinal locomotor networks.

DOPAMINERGIC MODULATION
As previously described for NA, the superfusion of DA by itself
(10−4 and 5 × 10−4 M) or in combination with NMA (DA:
10−5 M, 5 × 10−5 M and 10−4 M (Barrière et al., 2004; Spalloni
et al., 2011) on in vitro spinal cord preparations failed to generate
regular motor activities that could be accurately analyzed in both
WT and SOD1 preparations (data not shown; see also (Jiang et al.,
1999). The comparison of the dopaminergic modulation between
WT and SOD1 spinal cord networks was therefore restricted to
the NMA-5-HT-induced locomotor like activity. For this purpose,
control fictive locomotion was first acquired in the presence of
NMA-5-HT (16 µm each, Figure 4A) and subsequent DA bath-
applications of increasing concentration (50 and 500 µm) were
realized. Similar to the other two amines tested, DA did not
affect the phase relationships of the NMA-5-HT-induced loco-
motor activity (Table 2 and Figure 4B, data not shown for the
L2/L5 alternation) in both WT and SOD1 spinal cord prepara-
tions. However, irrespective of the mouse genotype, 50 or 500 µm
DA significantly increased the values of all locomotor parameters
(period, Figure 4C1; L2 burst duration, Figure 4C2 and burst
amplitude values, Figure 4C3, data not shown for L5) compared
to the control NMA-5-HT condition. The period of the locomotor
rhythm in WT animals (Figure 4C1) as well as the L2 burst ampli-
tudes in SOD1 mice (Figure 4C3) computed in the presence of
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FIGURE 2 | Serotoninergic modulation of SOD1G93A spinal locomotor
networks. (A) Representative traces of the fictive locomotion recorded
from the right and left lumbar 2 (rL2 and lL2) and right lumbar 5 (rL5)
ventral roots in the presence of 16 µm NMA and increasing
concentrations of serotonin in WT (A1) and SOD1 (A2) newborn mice.
(B) Mixed cross-coherence time frequency map (B1) computed from the
high pass, rectified and low pass filtered traces presented in the upper
panel recorded in the presence of 16 µm NMA+ 15 µm 5-HT. The
white box on the map represents the region of interest selected for
further analysis. Black and white arrows indicate phase relationships
with a left direction indicating an out of phase relationship. Polar graph
(B2) of the phase (!) relationships between rL2 and lL2 extracted from
the graph in B1. Calibration bars indicate the number of values in the
largest histogram of repartition (5◦bins). The evolution of the frequency

components of the extracellular signals (y -axis, logarithmic scale) is
represented as a function of time (x -axis). The power of the frequency
is color-coded with warm colors assigned to high power regions and
cool colors to low power regions. (C) Polar graphs of the mean phase
relationships between rL2 and lL2 (upper panel) and rL2-lL5 (lower
panel) for all the WT (black dots and line, n = 14) and SOD1 (blue dots
and line, n = 13) spinal cord preparations tested in the presence of
NMA+5-HT 15 µm. Pop: population. (D) Plots of the period (D1), L2
burst duration (D2) and amplitude (D3) in the presence of increasing
concentrations of 5-HT in WT (black bars) and SOD1 (blue bars) mice.
This analysis reveals that SOD1 spinal cords exhibit a WT-like
serotoninergic sensitivity. Asterisks indicate positive significance levels
and the numbers in histogram bars refer to the number of spinal cord
preparations tested.
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FIGURE 3 | Neuromodulatory actions of noradrenaline on
NMA+5-HT-induced fictive locomotion in SOD1 and age-matched
control mice. (A) Representative integrated (

∫
) extracellular recordings from

the right, left L2 and left L5 ventral roots (rL2, lL2, and lL5) in the presence of
NMA+5-HT (16 µm each) alone or with noradrenaline (NA; 10, 50, or 100 µm)
in WT animals (A1) and SOD1 mice (A2). (B) Polar graph of the rL2–lL2 phase
(!) relationships computed in WT (black dots and line, n = 12) and SOD1

(blue dots and line, n = 7) spinal cords in the presence of 100 µm NA.
(C) Plots of the period (C1), L2 burst duration (C2) and amplitude (C3) in the
absence or presence of NA bath-applied at increasing concentrations on WT
(black bars) and SOD1 (blue bars) spinal cord preparations. Note the
significant difference in L2 motor burst modulation between WT and SOD1
mice. Asterisks indicate positive significance levels and the numbers in
histogram bars refer to the number of spinal cord preparations tested.

50 µm DA were significantly enhanced when DA concentration
was raised to 500 µm. In contrast, the other locomotor param-
eters tended to increase in the presence of 500 µm DA but were
not significantly different from those computed in the presence
of 50 µm DA (Figure 4C). These results indicate that DA neuro-
modulatory processes are similar in WT and SOD1 spinal motor
networks. These results are in agreement with the HPLC analysis
of spinal DA content that failed to reveal differences between WT
and SOD1 mice at this developmental stage.

DISCUSSION
FICTIVE LOCOMOTION GENERATION IN SOD1 SPINAL NETWORKS
Our data show that in contrast to what has been previously
described in the SOD1G85R mouse line (Amendola et al., 2004),

coordinated fictive locomotion could be efficiently triggered by
the bath-application of NMA plus 5-HT in the SOD1G93A mouse
spinal cord. Several mutant SOD1 mouse models that serve as
invaluable tools to understand the pathophysiology of ALS have
been developed. To date, 12 lines of transgenic mouse expressing
different human mutated SOD1 proteins are available. Transgenic
SOD1G93A mice are principally used in ALS research, followed
by SOD1G37R, SOD1G85R, and SOD1G86R mice. All of these
models exhibit slightly different time courses of the disease and
associated neurodegenerative processes depending on the SOD1
mutation site, related enzymatic activity, transgene copy number
and genetic background (Jonsson et al., 2006; Turner and Talbot,
2008; Van Den Bosch, 2011). SOD1G93A proteins, for example,
are about 10 times more active than the native SOD1 proteins
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Table 2 | Circular statistics of the phase relationships between right and left L2s in the presence of the different monaminergic concentrations.

NMA 16 µm

+ 5-HT 10 µm + 5-HT 12.5 µm + 5-HT 15 µm

WT SOD1 WT SOD1 WT SOD1

Mean vector 0.901 0.875 0.893 0.89 0.942 (14) 0.924 (13)

Mean angle −3.11 3.11 −3.12 2.99 −3.13 3.04

NMA + 5-HT + DA 50 µm + DA 500 µm

WT SOD1 WT SOD1 WT SOD1

Mean vector 0.893 0.876 0.960 0.954 0.957 (16) 0.910 (11)

Mean angle −3.09 2.98 3.02 −3.10 3.02 −3.02

NMA + 5-HT + NA 10 µm + NA 50 µm + NA 100 µm

WT SOD1 WT SOD1 WT SOD1 WT SOD1

Mean vector 0.950 0.931 0.971 0.975 0.968 0.964 0.961 (12) 0.954 (7)

Mean angle −3.09 3.03 3.13 3.08 3.06 3.08 −3.105 3.139

16 µm NMA and 16 µm 5-HT were used to induce control locomotor-like activity. The number of preparations tested in each condition is indicated in brackets.
Circular two sample test analysis revealed no significant differences between the experimental conditions tested.

while in contrast, SOD1G85R mutant proteins are almost inactive.
Striking discrepancies between SOD1 models have been previ-
ously reported concerning motoneuron excitability (Meehan et al.,
2010; Delestrée et al., 2014). Pambo-Pambo et al. (2009) have also
shown that motoneurons are more immature in the SOD1G93A low
expressor line (SOD1G93A low) compared to SOD1G85R . Indeed, in
newborn mice, SOD1G93A low motoneurons have a more depolar-
ized resting membrane potential and appear to be more excitable
than SOD1G85R and WT motoneurons. The difference between
SOD1G93A and SOD1G85R mouse lines in NMA/5-HT’s effec-
tiveness in triggering fictive locomotion further emphasizes the
heterogeneity of SOD1 mouse mutants. This observed hetero-
geneity certainly parallels the complex etiology of ALS and stresses
the importance of the complementary use of the different SOD1
mouse models to explore the different aspects of this motor
disease.

In the present study, the NMA-5-HT-evoked rhythm was nei-
ther qualitatively nor quantitatively different between SOD1 and
WT animals. These results suggest that whereas different groups
have described early developmental alterations in motoneuron
functioning, the locomotor outputs recorded from motoneuron
axons in SOD1 mice are similar to the WT locomotor outputs. In
the SOD1G93A model, motoneurons at birth have been shown to
be more immature, more excitable than WT motoneurons and to
present a different dendritic branching pattern (Kuo, 2003; Pieri
et al., 2003; Kuo et al., 2005; Pambo-Pambo et al., 2009). The ques-
tion then arises as to whether these changes have a real impact on
motoneuron output or whether the whole spinal network in charge
of locomotion generation operates in such a way that these alter-
ations are compensated. For example, it is well known that after
a lesion, the spinal locomotor networks undergo a restructuring

and can, after training, adapt their functioning and produce almost
the same locomotor pattern that existed before the lesion (Barbeau
and Rossignol, 1987; Rossignol et al., 2008). Such compensatory
mechanisms may occur in newborn SOD1 spinal networks to
ensure normal locomotor network function. A limitation of the
present study is that locomotor activity was assessed using extra-
cellular recordings. Further research is needed to further decipher
the impact, at the cellular level, of the previously reported impair-
ments in motoneuron excitability and morphology on the motor
circuits.

SPINAL MONOAMINERIGIC NEUROMODULATION
Our HPLC data of either whole or ventral half spinal samples
show that the monoaminergic rates rose between birth and the
second postnatal week in the lumbar enlargement. This result
is in agreement with developmental studies that have reported a
progressive rostrocaudal gradient of the monaminergic innerva-
tion associated with an increase in axonal density (Commissiong,
1983; Rajaofetra et al., 1989, 1992; Giménez y Ribotta et al., 1998;
Pappas et al., 2008; Pearlstein, 2013). Interestingly, we report an
increased content of DA in the whole lumbar spinal cord of P10
SOD1 mice compared to WT animals. As this discrepancy was
not observed in ventral spinal cord samples, our results provide
insights into changes in the DA contents in the dorsal part of
the SOD1 lumbar cord. This area is densely innervated and con-
trolled by dopaminergic pathways (for review see Millan, 2002).
Significant damages in the sensory system have been described
in the presymptomatic stages in SOD1 models (Guo et al., 2009;
Filali et al., 2011). Altered sensorimotor development character-
ized by a delay in maturation processes has also been reported
in newborn SOD1 mice (Amendola et al., 2004). The increased
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FIGURE 4 | Effects of dopamine on NMA+5-HT-induced fictive
locomotion in SOD1 and age-matched control mice. (A) Representative
integrated (

∫
) traces of NMA + 5-HT (16 µm each)-induced fictive

locomotion recorded extracellularly from the right, left L2 and left L5 ventral
roots (rL2, lL2, and lL5) in the absence or presence of dopamine (DA, 50 or
500 µm). Upper panels present traces obtained in WT animals (A1) and
lower panels in SOD1 mice (A2). (B) Polar graph of the rL2-lL2 phase (!)
relationships computed in WT (black dots and line, n = 16) and SOD1 (blue

dots and line, n = 11) spinal cords in the presence of 500 µm DA.
(C) Plots of the period (C1), L2 burst duration (C2) and amplitude (C3) in
the absence (NMA + 5-HT alone) or presence of increasing concentrations
of DA in WT (black bars) and SOD1 (blue bars) mice. These data show that
the SOD1 genotype has no effect on the DA neuromodulation when
investigated at the extracellular level. Asterisks indicate positive significance
levels and the numbers in histogram bars refer to the number of spinal
cord preparations tested.

DA content in the SOD1 dorsal spinal cord found in this study
may contribute to these early alterations. It has been shown that
both a reduction or an amplification of the monaminergic spinal
content leads to a delay in spinal circuit maturation (Nakajima
et al., 1998; Cazalets et al., 2000; Vinay et al., 2002), suggesting
that a precise intraspinal level of these compounds is required

for normal spinal cord network development. In the present
study, we observed that regardless of the mouse genotype, the
three monoamines tested potentiate locomotor activity by boost-
ing the amplitude of the ventral root bursts and increasing the
locomotor period. While DA contents were increased in the P10
SOD1 lumbar spinal cords, we failed to report any modification
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in DA neuromodulation in SOD1 mice. This discrepancy could
be explained by the fact that extracellular recordings were per-
formed on spinal cord preparations from P1-P3 mice, ages where
DA rates are similar between SOD1 and WT mice. The sustainable
locomotor activities necessary for neuromodulatory studies are
difficult to achieve in in vitro preparations from P10 mice (but see
(Jiang et al., 1999). To assess the impact of the DA content increase
on both basal membrane properties and DA sensitivity of the P10
lumbar motoneurons, patch-clamp recordings in spinal cord slices
will be needed to investigate the effects of DA antagonists and ago-
nists on these neurons. Dose-response curves will also have to be
performed to assess and compare DA sensitivity in WT and SOD1
motoneurons.

It is generally acknowledged that changes in the period and/or
phase relationships of the locomotor rhythm reflects effects on the
locomotor CPG while modifications in the burst amplitudes are
associated with changes in the motoneuron or last order interneu-
ron excitability (Miles and Sillar, 2011). In SOD1 mice, the period
and phase relationships of the rhythm expressed in the presence of
the three monoamines tested were similar to those found in WT
animals. The modulation of burst amplitude was also comparable
between SOD1 and WT mice in the presence of 5-HT and DA. In
contrast, the amplitude values of the bursts recorded in the pres-
ence of NA were more amplified in SOD1 mice compared to WT
littermates. These results suggest that the monoaminergic neu-
romodulation of the locomotor CPG is preserved and normal in
newborn SOD1G93A mice but that SOD1 motoneurons exhibit an
increased sensitivity to NA compared to WT motoneurons. As the
spinal cord size is not different between SOD1 and WT mice (per-
sonal unpublished observation), this effect could not be explained
by differences in NA penetration into and the final concentra-
tions attained within the spinal tissue (see for example Brumley
et al., 2007). Lumbar motoneurons express the α1, α2a, and β1
receptors at birth (Rekling et al., 2000; Tartas et al., 2010). We
have previously shown in newborn rats that the activation of these
receptors increased the lumbar motoneuron excitability partly via
the inhibition of the inwardly rectifying K+ current, KIR, a key
determinant of neuronal excitability (Tartas et al., 2010). In addi-
tion, NA, through the activation of presynaptic α1 and β receptors,
enhanced the synaptic transmission originating from the upper
lumbar segments in motoneurons (Tartas et al., 2010). Possible
alterations in the expression of Kir channels and/or noradrener-
gic receptors could sustain part of the increased sensitivity to NA
in SOD1 spinal cord by modifying both the intrinsic membrane
properties of motoneurons and the excitatory synaptic inputs
they receive. Up-regulation of NA receptor number, for exam-
ple, could lead to NA supersensitivity in SOD1 motoneurons.
This kind of phenomenon has been described for DA receptors
in diverse pathological conditions (see for examples: Briand et al.,
2008; Seeman, 2013).

Due to their lack of Ca2+ buffering proteins, motoneurons are
more prone to excitotoxicity than other neurons. An excess of
excitatory inputs has been hypothesized to play a major role in
the neuronal degeneration observed in ALS (Turner et al., 2013).
The NA hypersensitivity we reported in the present study could
trigger aberrant depolarizations and subsequent Ca2+ entries in
the lumbar motoneurons leading to progressive damage to the

intracellular machinery. It is thus of interest to further decipher
the cellular basis of the NA neuromodulation in newborn SOD1
motoneurons and to investigate the NA antagonist effects on the
SOD1 mouse life span.
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ABSTRACT 

Large cholinergic synaptic terminals known as C-boutons densely innervate the soma 

and proximal dendrites of motoneurons that are prone to neurodegeneration in amyotrophic 

lateral sclerosis (ALS). Studies using the Cu/Zn-superoxide dismutase (SOD1) mouse model 

of ALS have generated conflicting data regarding C-bouton alterations exhibited during ALS 

pathogenesis. In the present work, a longitudinal study combining immunohistochemistry, 

biochemical approaches and extra- and intra-cellular electrophysiological recordings revealed 

that the whole spinal cholinergic system is modified in the SOD1 mouse model of ALS 

compared to wild type (WT) mice as early as the second postnatal week. In WT motoneurons, 

both C-bouton terminals and associated M2 postsynaptic receptors presented a complex age-

related dynamic that appeared completely disrupted in SOD1 motoneurons. Indeed, parallel to 

C-bouton morphological alterations, analysis of confocal images revealed a clustering process 

of M2 receptors during WT motoneuron development and maturation that was absent in 

SOD1 motoneurons. Our data demonstrated for the first time that the lamina X cholinergic 

interneurons, the neuronal source of C-boutons, are over-abundant in high lumbar segments in 

SOD1 mice and are subject to neurodegeneration in the presymptomatic ALS stages in the 

SOD1 animal model. Finally, we showed that early C-bouton system alterations have no 

physiological impact on the cholinergic neuromodulation of newborn motoneurons. 

Altogether, these data suggest a complete reconfiguration of the spinal cholinergic system in 

SOD1 spinal networks that could be part of the compensatory mechanisms established during 

spinal development.  

 

!
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INTRODUCTION. 

Synapses converging onto the soma and the highly branched dendritic tree of 

motoneurons (Mns) have been divided into five different types: S, T, M, F and C 

(McLaughlin, 1972; Starr and Wolpaw, 1994). C-terminals or C-boutons are characterized by 

spherical synaptic vesicles and the presence of postsynaptic subsynaptic cisterns (Conradi and 

Skoglund, 1969). These synapses are cholinergic (Nagy et al., 1993; Hellström et al., 2003) 

and originate from interneurons located around the central canal that express the transcription 

factor Dbx-1, a maker of the V0 interneuron cohort (Zagoraiou et al., 2009).  

Given the importance of cholinergic neuromodulation in spinal locomotor networks, 

numerous studies have investigated C-bouton morphology in physiological and pathological 

conditions (Deardorff et al., 2014; Witts et al., 2014). These synapses are extremely plastic 

and exhibit morphological changes after operant conditioning (Feng-Chen and Wolpaw, 

1996) or spinal hemisection (Pullen and Sears, 1983). Recently, the postsynaptic membrane 

(PSM) adjacent to C-boutons on Mns has been described as a highly organized structure with 

interdigitating clusters of type-2 muscarinic receptors (M2), small conductance calcium-

activated potassium channels (SK2/3) and Kv2.1 channels (Deardorff et al., 2014). 

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disorder that affects spinal 

motoneurons (Mns) and cortical motor neurons. In ALS patients and rodent models of the 

disease, it has been shown that Mns innervating fast-twitch muscles (fast Mns) are much more 

vulnerable to neurodegenerative processes than those connecting slow-twitch muscle fibers 

(slow Mns) (Frey et al., 2000; Hegedus et al., 2008). Interestingly, C-boutons are noticeably 

more prevalent on fast Mns compared to slow Mns, and groups of Mns that are preserved in 

ALS, such as the ocular motor nuclei, do not present C-boutons (Hellström et al., 2003). C-

terminals thus appear to be a hallmark of Mns prone to cell death in ALS. In the Cu/Zn-

superoxide dismutase (SOD1) mouse model of ALS, the timeline of morphological changes 
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of C-boutons during ALS pathogenesis has been investigated (Pullen and Athanasiou, 2009; 

Herron and Miles, 2012; Casas et al., 2013; Saxena et al., 2013). Although these studies all 

demonstrate early alterations of C-boutons in presymptomatic stages of the disease, they 

report conflicting data. These studies also raise the unexplored question of whether C-bouton 

alterations originate solely from their postsynaptic targets, the Mns, or whether impairments 

of the lamina X cholinergic interneurons, are also involved.  

In the present work, by combining immunohistochemistry, extra- and intracellular 

electrophysiology and biochemistry, we revealed major reorganizations of the spinal 

cholinergic system in SOD1 mice compared to wild-type (WT) animals as early as the second 

postnatal week. Our data identified that (1) C-bouton evolution exhibits different temporal 

profiles in WT and SOD1 Mns, (2) M2 receptors present a complex dynamic in C-bouton 

PSM in WT Mns that is completely disrupted in SOD1 Mns, (3) lamina X cholinergic 

interneurons are more abundant in high lumbar segments in SOD1 mice compared to WT, (4) 

these neurons are subjected to neurodegeneration in the SOD1 ALS model and (5) early C-

bouton alterations have no physiological impact on cholinergic neuromodulation of newborn 

Mns.  

 

MATERIAL AND METHODS 

Animals. All procedures were conducted in accordance with the local ethics committee of the 

University of Bordeaux and the European Committee Council Directive. High-expressor 

hemizygous G93A SOD1 male mice (strain B6SLJ-Tg-(SOD1G93A)1Gur/J from The Jackson 

Laboratory, Bar Habor, ME, USA) were bred with non-transgenic B6SJLF1/J females 

(Janvier Laboratory, France). Male offspring expressing the mutant SOD1-G93A gene 

(hereafter referred to as SOD1 mice) and age-matched WT littermates were used. Mice were 

genotyped from genomic DNA purified from tail biopsies by PCR using the following 
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primers: 5’ CATCAGCCCTAATCCATCTGA 3’ (forward), 5’ 

CGCGACTAACAATCAAAGTGA 3’ (reverse). All of the experiments and analyses 

presented here were performed blind to the genotype of the animals.  

Immunohistochemistry. For double immunofluorescence labeling, WT and SOD1 mice aged 

1 postnatal day (P1), P10, P21, P40, P75 and P100 were anesthetized with an intraperitoneal 

injection of 20% urethane. After the loss of nociceptive reflexes, mice were perfused with 

cold phosphate-buffered saline (PBS), followed by cold 4% paraformaldehyde (PAF) in PBS. 

Spinal cords were dissected free, post-fixed in 4% PAF for 2 hours, and then cryoprotected 

overnight in 20% PBS-sucrose. Lumbar spinal cords were cryosectioned in transverse slices 

(30 µm thick) and mounted on slides. Sections were incubated overnight in the primary 

antibody mixture containing 0.3% triton and 1% bovine serum albumin (BSA). After washing 

in PBS, sections were incubated for 1 h with secondary antibodies in 0.3% triton and 1% 

BSA. For activating caspase 3 labeling, a citrate buffer antigen-retrieval protocol was 

performed to break protein cross-links. For this purpose, slides were placed at 80°C for 40 

min in 0.1 M citrate buffer prior to the primary antibody incubation. The following primary 

antibodies were used: goat anti-CholineAcetylTransferase (ChAT; 1:100, Millipore AB144P); 

rat anti-M2 receptor (1:400, Millipore MAB367) and rabbit anti-activated caspase 3 (1:50, 

Millipore AB3623). All of the secondary antibodies, Alexa fluor 568 donkey anti-goat, Alexa 

fluor 488 donkey anti-rat and Alexa fluor 488 donkey anti-rabbit (Invitrogen), were used at 

1:500 dilution.  

 For the cholinergic interneuron counting experiments, a biotinylated anti-goat 

(RPN1025V, Amersham) secondary antibody was used, and ChAT-positive neurons were 

visualized with successive incubations with streptavidin (Vectastain ABC kit, Biovalley), 

3,3’-diaminobenzidine (DAB) and hydrogen peroxide solutions.  

Acquisition and Image analysis. Images were acquired on a Leica SP5 confocal microscope 
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using a 63x oil immersion lens and analyzed with FIJI (ImageJ) plugins developed at the 

laboratory. For each animal, three different slides of lumbar spinal cord sections were 

randomly selected and processed for immunohistochemistry. Images of three randomly 

sampled lumbar spinal cord sections were then acquired for each slide. Table 1 summarizes 

the number of animals used and motoneurons analyzed in each age group and animal 

genotype. Care was taken not to image motoneurons with vacuolar structures. Images of Mn 

soma composed of 15 slices in a stack (0.25 µm step) were acquired. Mns were manually 

selected and outlined on the maximum image intensity obtained by maximum pixels intensity 

projection along the z-axis of the ChAT channel (Fig. 2A). From this selection, values of area, 

perimeter and geometric center (centroid) of Mns were calculated. C-boutons were 

automatically detected according to defined morphologic criteria and pixel intensity in a 

region of interest (ROI) defined by the expansion (2 µm) of the Mn contour defined above.  

To analyze M2 receptor expression in the PSM adjacent to C-boutons, a sum 

projection along the z-axis was performed on both the ChAT and M2 channels. Constant-

width bands (2.83 µm) of both channels centered on the Mn contour were extracted from this 

projection. Variations in the intensity of these two bands were measured along their length 

with the FIJI plot profile tool (see Fig. 4A). ROIs containing C-boutons in the ChAT channel 

were automatically detected and applied to the M2 channel after an expansion of 1 µm. M2 

labeling area and intensity under C-boutons were then computed. The M2 intensity under C-

bouton was normalized by the mean M2 intensity computed in the Mn membrane devoid of 

C-boutons. 

Slide scanning and interneuron counting. ChAT/DAB immunostained slices from P10, P40 

and P100 WT and SOD1 mice were scanned with a Nanozoomer (Nanozoomer 2.0 HT 

Hamamatsu C9600-12) available on the BIC platform. Lamina X cholinergic interneurons 

located in an area 80 µm around the central canal were manually counted in individual slices 
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with the NDP viewer software (Hamamatsu). To count neurons in a similar spinal region in 

each age-matched animal group, the intermediolateral neurons (IML) were used as anatomical 

landmarks. IML are cholinergic neurons, thereby appearing in ChAT/DAB labeling, which 

express a well-defined anatomical distribution throughout spinal segments. Indeed, IML 

extend from the first thoracic segment (T1) through to the second lumbar segment (L2). The 

measured lumbar segment lengths were 450, 950 and 1000 µm in P10, P40 and P100 mice, 

respectively. The individual slice thickness was 30 µm, and cholinergic lamina X interneurons 

were counted in 15 slices at P10 and 33 slices at P40-P100 more rostral from the last slice 

containing IML and in 50 slices at P10 and 100 slices at P40-P100 more caudal from the last 

slice containing IML. With this method, cholinergic lamina X neurons could be accurately 

counted from the L2 to the L5 cord segments.  

Western blot analysis. M2 muscarinic receptor protein expression was assessed in spinal 

cord tissue from P1, P10, P21, P40, P75 and P100 SOD1 mice and WT littermates using a 

previously described protocol (Chaumont et al., 2013). Briefly, proteins extracted from tissue 

samples were separated on 10% SDS-polyacrylamide gels and blotted onto nitrocellulose 

membranes. The primary antibody binding (rat anti-M2 receptor, 1:300, Millipore MAB367) 

was probed with an anti-rat horseradish peroxidase-conjugated secondary antibody (1:5000, 

Jackson) and visualized with an enhanced chemiluminescence kit (Lumiglo/Eurobio). An 

antibody against β-actin (1:2000, Synaptic System) was used to control for equal protein 

loading. Bands were quantified using ImageJ, and the results obtained for each sample were 

normalized to the amount of β-actin measured.  

Extracellular recordings in in vitro spinal cord preparations from newborn mice. WT 

and SOD1 mice aged P1-P3 were anesthetized using isoflurane until reflexes were lost and 

were decapitated. The spinal cord was then dissected free and placed ventral side up in a 

recording chamber. All dissections and recording procedures were performed under 
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continuous perfusion with artificial cerebrospinal fluid (aCSF) containing the following (in 

mM): NaCl 130, KCl 3, CaCl2 2.5, MgSO4 1.3, NaH2PO4 0.58, NaHCO3 25 and glucose 10, 

with a pH of 7.4 when bubbled with 95% O2 + 5% CO2 at room temperature (24-26°C). 

Motor outputs were recorded extracellularly from the lumbar ventral roots using glass suction 

electrodes. In each in vitro spinal cord preparation, motor outputs from the right and left 

lumbar 2 (rL2, lL2, respectively) and one L5 ventral root were simultaneously recorded to 

investigate both the bilateral segmental alternation and the flexor/extensor activity (Cazalets 

et al., 1992; Kiehn and Kjaerulff, 1996). Neurograms were amplified, displayed and stored 

using a classical electrophysiological device. Motor burst parameters were computed using 

custom-made Matlab-based software. For each preparation, the burst amplitude values were 

normalized to the amplitude measured in the presence of an agonist of the N- methyl-D-L-

aspartate (NMDA) receptors, NMA and serotonin (5-HT) (16 µM each) prior to the addition 

of oxotremorine to the bath. 

Whole-cell recordings in spinal cord slices. In deeply anesthetized P7-P11 WT and SOD1 

mice, a laminectomy was performed to remove the spinal cord in an ice-cold sucrose-based 

saline solution containing the following: 2 mM KCl, 0.5 mM CaCl2, 7 mM MgCl2, 1.15 mM 

NaH2PO4, 26 mM NaHCO3, 11 mM glucose, and 205 mM sucrose. The saline was bubbled 

with 95% O2, 5% CO2. Transverse slices (350 µm) of the spinal lumbar enlargement were cut 

with a vibroslicer and then transferred in a holding chamber. Slices were allowed to recover in 

oxygenated aCSF (130 mM NaCl, 3 mM KCl, 2.5 mM CaCl2, 1.3 mM MgSO4, 0.58 mM 

NaH2PO4, 25 mM NaHCO3, 10 mM glucose, 1 mM sodium pyruvate and 5 µM (reduced) L-

glutathione) for at least 1 hour at 30°C. The slices were transferred to a second holding 

chamber containing the same aCSF at 30°C but without sodium pyruvate and (reduced) L-

glutathione before recordings. Whole-cell current-clamp recordings from Mns, identified by 

their relatively large size in lamina IX, were made under visual control with a Multiclamp 
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700B amplifier. Recording glass microelectrodes (4-7 MΩ) were filled with the following: 

120 mM K-gluconate, 20 mM KCl, 0.1 mM MgCl2, 1 mM EGTA, 10 mM HEPES, 0.1 mM 

CaCl2, 0.1 mM GTP, 0.2 mM cAMP, 0.1 mM leupeptin, 77 mM d-mannitol, and 3 mM Na2-

ATP, with a pH of 7.3. A bipolar tungsten electrode was used to stimulate axons crossing 

through the ventral commissure. The polysynaptic transmission was decreased using a high 

cation-containing aCSF with 7.5 mM CaCl2 and 8 mM MgSO4 in order to record 

monosynaptic excitatory postsynaptic potentials (EPSPs). Strychnine (1 µM), Gabazine (1 

µM) and DNQX (5 µM) were added throughout the experiments to block glycinergic, 

GABAA and AMPA/kainate receptor activation, respectively. Oxotremorine (500 µM) was 

bath applied on the slices. All of the experiments were performed at room temperature (25°C).  

Statistical analysis. Statistical analyses were performed on raw data. C-bouton 

morphological parameters were analyzed using SPSS statistics (IBM). The other statistical 

analyses were conducted using the GraphPad Prism software (GraphPad Prism). Comparisons 

between two conditions were tested using t-tests. Two-way analyses of variance (ANOVAs) 

with Sidak’s multiple comparison tests were performed to evaluate drug/age and mouse 

genotype effects. Small samples (electrophysiological experiments) with n<10 were analyzed 

using non-parametric tests. All data are expressed as the means ± SEM. Asterisks in the 

figures and tables indicate positive significances (p<0.05). 

 

RESULTS 

Age-related morphological changes in C-boutons are different between WT and 

SOD1 mice.  

In the first part of this study, we examined the evolution of C-bouton terminals 

juxtaposed to Mns throughout the life span of WT and SOD1 mice. For this purpose, ChAT-
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immunolabeling was performed in the lumbar spinal cords from male SOD1 mice and WT 

littermates at key developmental stages and over the course of the disease, in P1, P10, P21, 

P40, P75 and P100 animals (Fig. 1A-D; red channel; data not shown for P40 and P75 mice). 

Regardless of the mouse genotype, we found that, as previously reported (Wilson et al., 

2004), C-boutons are absent or too small to be detected in P1 animals (Fig. 1A) but are easily 

distinguishable as large ChAT-immunopositive structures surrounding Mn somata and 

proximal dendrites in P10 mice (arrowheads in Fig. 1B). The mean C-bouton number and the 

mean C-bouton area and position on Mn soma and proximal dendrites were then computed in 

P10, P21, P40, P75 and P100 WT (Fig. 2, black bars) and SOD1 (Fig. 2, white bars) mice. As 

C-bouton number can vary with Mn size, we measured Mn soma perimeter (Fig. 2B) and 

expressed the results as the density of C-boutons on Mns (C-bouton number/Mn perimeter, 

Fig. 2C). This analysis showed, first, that in juvenile stages (P1-P10), the perimeter of lumbar 

SOD1 Mns were significantly smaller than age-matched WT Mns (Fig. 2B). We also 

observed that in WT animals, the density of C-boutons juxtaposed to Mns increased from P10 

to P21, stabilized until P75, and then increased again in P100 mice (Fig. 2C), while the mean 

C-bouton area exhibited a progressive increase with age (Fig. 2D). This temporal profile was 

different in SOD1 mice where C-bouton density strongly increased from P10 to P40 as in WT 

but decreased at P75 (Fig. 2C). In parallel, the mean C-bouton area progressively augmented 

with age until P75 and decreased at P100 (Fig. 2D). Interestingly, pair-wise comparison of 

data obtained in each age group between WT and SOD1 mice revealed that the density of C-

terminals was significantly higher at P21 and P40 in SOD1 mice and significantly lower at 

P100 compared to WT mice (Fig. 2C). In addition, the mean C-bouton area was found to be 

significantly lower in P10 and P100 and significantly higher in P21 SOD1 mice compared to 

WT animals (Fig. 2D). In a next step, we investigated the C-bouton distribution in Mn soma 

and proximal dendrites by computing the distance between C-bouton centroids and Mn 
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centroid. We observed that this parameter did not evolve with age in either WT or SOD1 mice 

(Fig. 2E). C-boutons were located within a radius of 20-23 µm around the Mn centroid as 

early as P10. Because Mns were smaller in size in P10 SOD1 mice compared to WT, the C-

boutons appeared more clustered in these neurons (Fig. 2E). In contrast, although P21 and 

P100 Mns exhibited similar perimeter values in both genotypes, C-boutons appeared 

significantly closer to the Mn centroid in SOD1 P21 and P100 animals compared to WT mice.  

Altogether, these data show early alterations in the developing pattern of C-boutons 

juxtaposed to lumbar Mns and a loss of the most distal of these cholinergic synapses in 

presymptomatic stages (P100) in the SOD1 mice. 

 

Longitudinal analysis of M2 receptor expression in WT and SOD1 Mns. 

Anatomical studies have shown accumulations of M2 receptors in the PSM of C-

boutons (Hellström et al., 2003; Muennich, 2003; Zagoraiou et al., 2009; Herron and Miles, 

2012) and electrophysiological experiments have further demonstrated the role of these 

muscarinic receptors in Mn cholinergic modulation (Miles et al., 2007; Bertrand and Cazalets, 

2011). As C-boutons exhibit morphological alterations in SOD1 lumbar Mns compared to 

WT, we addressed the question of whether the postsynaptic partners of these synapses were 

also modified. For this purpose, a western blot analysis was first performed to compare M2 

receptor expression in the ventral spinal cord of WT and SOD1 mice from birth to 

presymptomatic stages (P100). Figure 3 shows that the M2 protein level was similar in the 

ventral spinal cord of WT and SOD1 mice from P1 to P21 (Fig. 3A and 3B). In P40 animals, 

the M2 protein content in SOD1 cords tended to decrease compared to WT and became 

significantly smaller at P75 and P100 (Fig. 3A and 3B). These results suggest that the loss of 

C-boutons we observed on lumbar Mns in P75 and P100 mice parallels a decrease in M2 

protein level in the ventral spinal cord at the same stages.  
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To go one step further, analysis of M2 receptor accumulation under C-boutons during 

normal development and ALS pathogenesis was performed using ChAT and M2 receptor 

double immunofluorescence staining (Fig. 1 and 4, Table 1). For this purpose, Mn contour 

cutting including both presynaptic C-boutons in ChAT labeling (red channel in Fig. 1 and 4A) 

and postsynaptic M2 receptors (green channel in Fig. 1 and 4A) were realized (for details see 

Material and Methods). Figure 4 shows the plots of ChAT and M2 labeling intensities of 

pixels along the Mn contour extracted from a P10 SOD1 Mn (Fig. 4A1) and a P100 WT Mn 

(Fig. 4A2) with red peaks highlighting the presence of C-boutons. To characterize M2 

receptor expression in C-bouton PSM, two different parameters were computed: 1) the portion 

of the PSM containing M2 receptors in front of C-boutons expressed as the ratio of the area of 

M2 receptor labeling to that of C-bouton labeling (Fig. 4B) and 2) the M2 receptor labeling 

intensity under C-boutons normalized by the mean M2 labeling computed in Mn membranes 

devoid of C-boutons (Fig. 4C). The histogram in Figure 4B shows that in WT Mns, the PSM 

occupied by M2 receptors under C-boutons progressively decreased from P10 to P75 and then 

re-increased in P100 Mns. This evolution was mirrored in the intensity values of the M2 

receptor staining (Fig. 4C). Indeed, M2 intensity progressively increased from P10 to P75 and 

then decreased in P100 Mns. As previously mentioned, we found that the mean C-bouton area 

exhibits a progressive increase from P10 to P75 in WT Mns (Fig. 2D). Our data, therefore, 

interestingly suggest that in this age range, while M2 receptor expression is enhanced under 

enlarging C-boutons, these receptors do not spread into the PSM but are 

sequestrated/clustered in specific areas. At P100, in contrast, a “regeneration” of C-boutons 

juxtaposed to lumbar Mns appeared to occur in WT Mns with an increased number of C-

boutons (Fig. 2C) and the dispersion of M2 receptors under these synaptic contacts.  

Strikingly, this dynamic process is absent in SOD1 Mns. The histograms in Figures 4B 

show that the ratio between the M2 area and the C-bouton area remained constant from P10 to 
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P75 and decreased at P100 while the M2 intensity progressively increased throughout the time 

window tested (Fig. 4C).  

Altogether, these data identify a complex dynamic of M2 receptors in the PSM of C-

boutons during development and maturation of Mns that is impaired in SOD1 animals. 

 

Lamina X cholinergic neurons in WT and SOD1 spinal networks.  

A growing body of evidence suggests that ALS is not just a motoneuron disease, but 

that other cellular subtypes are also prone to neurodegeneration in spinal networks during 

disease progression. C-boutons have been shown to originate from a subclass of V0 

interneurons located in lamina X around the central canal (Zagoraiou et al., 2009). In this 

context, we asked whether the alterations we reported on the pre- and postsynaptic subcellular 

partners of C-boutons adjacent to SOD1 lumbar Mns could be linked to changes in lamina X 

cholinergic interneurons (lamina X ChIns).  

To address this question, in a first series of experiments, lamina X ChIns were 

visualized using ChAT/DAB staining (Fig. 5A) and counted from the L2 to the L5 segments 

in the spinal cord of five WT and five SOD1 P10, four WT and five SOD1 P40 and five WT 

and four SOD1 P100 mice (for details see Materials and Methods). The data were expressed 

as the mean number of lamina X ChIns per spinal cord sections (30 µm, Fig. 5B-C). When 

computed in the whole lumbar spinal cord, the mean number of DAB positive-neurons per 

section in the SOD1 spinal cord showed a tendency to be higher at P10 and was significantly 

increased at P40 compared to WT mice. In contrast, at P100, we observed a significant drop 

in the mean number of lamina X ChIns per section compared to WT. When the spatial 

distribution of lamina X ChIns throughout the different lumbar segments was assessed in P10 

(Fig. 5C1), P40 (Fig. 5C2) and P100 (Fig. 5C3) mice, we found that, regardless of the animal 

genotype and age, the L2 segments contained significantly more lamina X ChIns than the 
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other lumbar segments (Zagoraiou et al., 2009). Interestingly, post-hoc analysis revealed that 

the mean number of lamina X ChIns per slice was significantly higher in L2 segments in 

SOD1 P10 and P40 mice compared to WT animals, whereas no significant difference was 

found between WT and SOD1 L2 segments at P100. This counting approach importantly 

revealed that SOD1 spinal networks develop with an atypical enrichment of lamina X ChIns 

in the L2 segments.  

This enrichment was no more present in SOD1 P100 mice, suggesting a loss of lamina 

X ChIns at this stage. Because the death-mediating protease, caspase-3, is activated in 

SOD1G93A motoneurons, we investigated the possible activation of this apoptosis marker in 

lamina X ChIns in SOD1 P100 spinal cord (Li et al., 2000). While activated caspase-3 

staining was not detected in spinal cord sections of WT littermates (Fig. 6A), both 

immunopositive motoneurons and lamina X ChIns were found in P100 SOD1 mice. These 

data further validate that Mns are not the only neurons to degenerate in the SOD1 spinal 

motor network and indicate for the first time that lamina X ChIns are subject to 

neurodegeneration in presymptomatic stages in the SOD1 ALS model. 

 

Extra- and intracellular investigations of the functional impact of early C-bouton 

alterations. In the last part of this study, we addressed the question of whether the alterations 

reported above in both C-bouton morphology and lamina X ChIns number in L2 segments in 

early development stages impair the spinal cholinergic neuromodulation of newborn spinal 

motor networks. For this purpose, we first compared the effects of the broad-spectrum 

muscarinic receptor agonist, oxotremorine on pharmacologically induced fictive locomotion 

in in vitro spinal cord preparations from P1-P3 WT and SOD1 newborn mice (Fig. 7). As 

recently shown by our group (Milan et al., 2014), pharmacological stimulation of SOD1 

spinal cords with NMA and 5-HT induces WT-like coordinated locomotor activities 
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characterized by left-right and flexor-extensor alternations of motor bursts when recorded 

extracellularly from the L2 and L5 ventral roots (Fig. 7A-B). After inducing control fictive 

locomotion with NMA-5-HT (16 µM each), WT and SOD1 spinal cords were challenged with 

increasing concentrations of oxotremorine (5, 10 and 20 µM) in the presence of NMA-5-HT 

(Fig. 7A-B). Regardless of the mouse genotype, oxotremorine failed to modify the locomotor 

period at any concentration tested (Fig. 7C). In contrast, the amplitude values of the L2 (Fig. 

7D) and L5 (data not shown) motor bursts were significantly increased in the presence of 5 or 

10 µM oxotremorine. Two way-ANOVA showed that this increase in motor burst amplitude 

was similar between SOD1 and WT littermates. These results indicate that when investigated 

at the extracellular level, muscarinic receptor activation triggered the same effects in WT and 

SOD1 spinal motor networks. These data however do not eliminate the possibility of specific 

modifications in the cholinergic neuromodulation of lumbar Mns. This extracellular analysis 

was therefore completed by an intracellular investigation of the effects of oxotremorine on 

motoneuronal membrane properties in spinal cord slices from WT and SOD1 P7-P11 mice 

(Fig. 8). In Mns that were synaptically isolated by adding strychnine (1 µM), gabazine (1 µM) 

and DNQX (5 µM) to a high cation-containing aCSF, the superfusion of 10 µM oxotremorine 

induced a depolarization of the membrane potential that was not significantly different 

between WT and SOD1 Mns (Fig. 8A1-2). As previously shown (Miles et al., 2007) and 

independent of animal genotype, the oxotremorine-induced depolarization was accompanied 

by an increase in the input membrane resistance of the Mns (Fig. 8A3) and a reduction in the 

spike after hyperpolarization (AHP, Fig. 8A4-5). This latter inhibitory effect was linked to 

M2 receptor activation as oxotremorine-induced reduction in AHP amplitude was 

counteracted by the superfusion of the M2 receptor antagonist, AF-DX 116 (50 µM; Fig. 

8A4). Two way-ANOVA analyses showed that the oxotremorine effects on both input 

membrane resistance and AHP reduction were similar between SOD1 and WT littermates.  
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We have previously shown in newborn rat spinal cord slices that electrical 

stimulations of the ventral commissure induced long-lasting muscarinic excitatory 

postsynaptic potentials (musc-EPSPs), partly supported by M2 receptor activation in lumbar 

Mns (Bertrand and Cazalets, 2011). These muscarinic responses were dependent on both the 

commissural stimulation frequency and the number of shocks in the stimulation trains. In WT 

and SOD1 P7-P11 Mns, we therefore tested the efficiency of different stimulation protocols in 

inducing musc-EPSPs when applied to the ventral commissure. As in rats, these stimulations 

triggered long-lasting depolarizations in synaptically isolated Mns (Fig. 8B1-2) that were 

sensitive to the bath-application of the muscarinic receptor antagonist atropine (200 µM, Fig. 

8B2) and whose amplitudes were dependent on the frequency and number of shocks in the 

ventral commissure stimulations (Fig. 8B3). Two way-ANOVA showed again that musc-

EPSP amplitude values were similar when compared between WT and SOD1 Mns. 

Altogether these data suggest that the early alterations of the C-bouton system do not 

impact the cholinergic neuromodulatory influences on newborn Mns in SOD1 spinal 

networks. 

 

DISCUSSION  

Previous studies have shown that C-boutons contacting motoneurons are subject to 

morphological changes in physiological and pathophysiological conditions (Pullen and Sears, 

1983; Feng-Chen and Wolpaw, 1996; Pullen and Athanasiou, 2009; Herron and Miles, 2012; 

Casas et al., 2013; Saxena et al., 2013). The present findings confirm and extend this idea by 

identifying a complex age-related sequence occurring during normal differentiation and 

maturation of the pre- and post-synaptic partners of C-boutons, a process that appears 

completely impaired during ALS pathogenesis. Our data also provide, for the first time, 
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evidence that the C-bouton-originating neurons, the lamina X ChIns, degenerate in 

presymptomatic stages in the SOD1 mouse model. The present study therefore constitutes a 

major advance in our understanding of spinal motor network physiology and ALS 

pathophysiology. 

The cholinergic spinal system in WT mice. Rodents are classically considered as 

adults at P60-75 (Andersen, 2003). Strikingly, in WT mice, we observed that C-boutons 

undergo long-lasting maturation processes with a progressive increase in area until P40-P75, 

corroborating the results obtained in rats (Wetts and Vaughn, 2001). In addition, we found 

that while the C-bouton area and M2 receptor labeling intensity progressively increase from 

P10 to P75, the postsynaptic membrane portion containing M2 receptors in front of C-boutons 

progressively decreases. These data therefore suggest that M2 receptors do not invade the 

postsynaptic territory during the expansion of the presynaptic terminal but rather are clustered 

in the PSM. At P100, we observed an increase in C-bouton number without changes in their 

area values and a diffusion of M2 receptors in the PSM of these synapses. As synaptogenesis 

is classically associated with postsynaptic receptor clustering (Sanes and Lichtman, 2001), our 

data raise the question of whether this sequence of C-bouton enlargement, M2 receptors 

clustering followed by a renewal of C-terminals on Mns constitutes a cycle that will be 

repeated all along the animal life span or whether this is an hallmark of developing C-

boutons. Few data are available concerning G-protein coupled receptor organization and 

dynamics in postsynaptic densities. Postsynaptic cluster stability and dynamics are tightly 

controlled by their anchorage to the postsynaptic actin cytoskeleton (Choquet and Triller, 

2013). As previously stated, the C-bouton PSM has been recently described as a mosaic 

domain composed of M2 receptors, Kv2.1 channels and SK2/3 channels clusters (Deardorff et 

al., 2013). Future studies characterizing the ultrastructure of C-boutons, their associated 
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scaffolding postsynaptic proteins and the role of M2 receptor clusters will be necessary to 

further assess the physiology of these highly flexible synaptic terminals.  

The cholinergic spinal system in SOD1 mice. Table 2 summarizes the changes we 

observed across the different parameters analyzed in SOD1 mice compared to age-matched 

WT animals. We found that as early as birth, the SOD1 spinal cholinergic system markedly 

differs from the WT with smaller C-boutons and an increased number of lamina X ChIns in 

L2 segments. During development (P21-P40), SOD1 Mns exhibit a cholinergic 

hyperinnervation characterized by an increased density of large C-boutons. This synaptic 

hyperinnervation could be linked to the over-abundance of lamina X ChIns we observed in L2 

segments at the same ages. It has been shown that lamina X ChINs in high lumbar segments 

project to more distal segments (Stepien et al., 2010) and could therefore contribute to the 

higher C-bouton number observed in SOD1 Mns. In latter stages (up to P75), when Mns have 

already begun to degenerate, we observed a general deterioration of the SOD1 spinal 

cholinergic system characterized by a decrease in C-bouton number and area in surviving 

motoneurons, a decrease of M2 receptor expression in the ventral spinal cord and the 

degeneration of lamina X ChIns. Interestingly, M2 receptor labeling ana 

lysis revealed that the age-related sequence of C-bouton enlargement, M2 receptor 

clustering and C-bouton renewal described in WT Mns was absent in SOD1 Mns. The 

distribution of M2 receptors in the PSM juxtaposed to C-boutons then appears altered in 

SOD1 Mns. Comparable changes in membrane channel localization have been previously 

reported in Mns. Indeed, a rapid declustering of Kv2.1 has been described in these neurons 

following peripheral nerve injury (Romer et al., 2014). Mounting evidence indicates that 

dysfunctions of PSM scaffolding proteins are important features of neurodegenerative 

diseases (see for examples: Guilmatre et al., 2013; Proctor et al., 2011). A proteomic analysis 

has revealed aberrantly expressed cytoskeletal proteins in the hippocampus of SOD1 mice 
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(Shin et al., 2005). The role of these proteins in ALS pathogenesis in spinal motor networks 

is, however, largely ignored.  

The assumption that cortical motor neurons and spinal motoneurons are the only 

cellular subtypes to degenerate in ALS has often been questioned. A loss of Renshaw cells in 

stages that preceded motoneuronal degeneration has been reported in SOD1 spinal networks 

(Chang and Martin, 2009). The present findings, in addition to corroborating a recent study 

that showed a decrease in ChAT expression density in lamina X ChIns in the SOD1 mouse 

(Casas et al., 2013), further support the fact that motoneurons are not the only neurons to 

degenerate in the spinal cord of SOD1 mice and that spinal interneurons are also targeted by 

apoptotic processes in this ALS model. 

Functional impact of C-bouton alterations. Conflicting reports have been made 

concerning the age-related morphological changes of C-boutons juxtaposed to SOD1 Mns 

(Pullen and Athanasiou, 2009; Herron and Miles, 2012; Casas et al., 2013; Saxena et al., 

2013). The data presented here also exhibit some discrepancies with these studies that could 

be linked to differences in the SOD1 model used, the method of analysis and the method of 

labeling C-boutons. Herron and Miles (2012), for example, used the vesicular acetylcholine 

transporter (VAChT) to stain C-boutons. C-boutons could, however, be ChAT-positive but 

negative for VAChT in P100 animals (personal unpublished observation). ChAT thus appears 

to be a reliable marker for cholinergic terminals because it is maintained throughout the entire 

disease duration. Regardless of differences, both previous and the present studies report early 

alterations in the C-bouton system in SOD1 spinal cord. In the present findings, however, we 

did not report any functional consequences of these impairments on the spinal cholinergic 

neuromodulation when assessed at both the extra- and intra-cellular levels in newborn mice. 

In a recent study, we have shown that the dopaminergic neuromodulation of spinal locomotor 

networks was similar in WT and SOD1 spinal cord, whereas the dopamine spinal content 
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differed (Milan et al., 2014). In the same way, the motor outputs triggered by NMA-5HT 

bath-applications to the in vitro spinal cord preparations from WT and SOD1G93A mice were 

identical (Milan et al., 2014) despite previously reported morphological and physiological 

alterations in the Mns (Amendola et al., 2004; Filipchuk and Durand, 2012). Altogether, these 

data suggest the existence of compensatory mechanisms to overcome cellular dysfunctions 

and to maintain homeostasis in SOD1 spinal networks. In P10-P40 animals, the question then 

arises as to whether the over-abundance of lamina X ChIns in L2 segments we observed and 

the increased number of C-boutons on SOD1 Mns are part of these compensatory mechanisms 

or whether this hypercholinergic state is detrimental for Mns and favors pathology onset. C-

boutons have been shown to be involved in motor tasks requiring significant Mn discharge 

such as swimming (Zagoraiou et al., 2009). In this sense, cholinergic release through C-

boutons inhibits AHP expression and increases Mn firing frequency (Miles et al., 2007). It has 

been recently demonstrated that hyperexcitation can be neuroprotective for SOD1 Mns and 

that the muscarinic receptor antagonist, methoctramine enhanced the accumulation of 

misfolded SOD1 proteins in these neurons (Saxena et al., 2013). We could therefore 

hypothesize that a cholinergic hyperinnervation would constitute a self-defense mechanism in 

SOD1 Mns. Alterations in M2 receptor clustering could however threaten this potential 

protective mechanism by modifying acetylcholine efficiency on its receptors. 

Electrophysiological recordings from mature Mns in slices are still challenging and require 

very special experimental conditions (Jiang et al., 1999; Carp et al., 2008; Mitra and 

Brownstone, 2012). In vivo patch-clamp recordings could be an alternative, but control over 

the Mn extracellular medium is limited compared to in vitro conditions. However, it would be 

of particular interest to investigate acetylcholine effects on mature WT and SOD1 Mns to 

further investigate the muscarinic influences received by these neurons and to determine 

whether this neuromodulatory system is a key contributor to ALS pathogenesis. 
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FIGURE LEGENDS 

Figure 1. Immunostaining of C-boutons and M2 muscarinic receptors in wild type and 

SOD1 lumbar motoneurons. Lamina IX confocal microscopy photomicrographs of double-

immunofluorescence labeling directed against CholineAcetylTransferase (ChAT, red channel) 

and M2 muscarinic receptors (green channel) in wild type (WT) and SOD1 postnatal day 1 

(P1, A), P10 (B), P21 (C) and P100 (D) mice. Arrowheads point to cholinergic large synapses 

juxtaposed to motoneurons: the C-boutons. Note the absence of C-boutons in P1 

motoneurons. Scale bar: 15 µm. 

 

Figure 2. Age-related changes in morphological parameters of lumbar motoneurons and 

C-boutons in wild type and SOD1 mice. A. Example of automatic detection of C-boutons 

surrounding a P100 motoneuron in CholineAcetylTransferase (ChAT) labeling images. Scale 

bar: 15 µm. Histograms of the motoneuron perimeter (B), C-bouton number normalized by 

motoneuron (Mn) perimeter (C), mean-C-bouton area (D) and mean distance of C-bouton 

centroid from Mn centroid (E) as a function of animal age expressed in postnatal days (P) in 

wild type (WT, black bars) and SOD1 (white bars) mice. Asterisks indicate positive 

significance. 

 

Figure 3. M2 receptor expression is decreased in presymptomatic stages in the SOD1 

ventral spinal cord. A. Representative protein levels of the M2 muscarinic receptor detected 

by western blot in wild type (WT) and SOD1 (SOD) mice at different postnatal (P) stages. All 

blots were reprobed for β-actin as a loading control. The molecular weight in kDa is shown on 

the left side of the picture. B. Mean M2 receptor/β-actin expression ratio as a function of 
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animal age in WT (black bars) and SOD1 (white bars) mice. At least four WT and four SOD1 

mice were tested in each group. Asterisks indicate positive significance. 

 

Figure 4. M2 receptor expression in the postsynaptic membrane of C-boutons. A. 

Representative intensity plot profiles of CholineAcetylTransferase (ChAT, red channel and 

trace) and M2 receptor (green channel and trace) immunolabeling computed from the contour 

cutting of a P10 SOD1 motoneuron (A1) and a P100 wild-type (WT) motoneuron (A2). B. 

The portion of postsynaptic membrane containing M2 receptors in front of C-boutons was 

computed as the ratio of the area of M2 receptor labeling to that of C-bouton labeling and 

expressed as a function of the postnatal (P) WT (black bars) and SOD1 (white bars) mouse 

age. C. Histogram of the mean M2 receptor labeling intensity under C-boutons normalized by 

the mean M2 labeling computed in Mn membrane devoid of C-bouton. Asterisks indicate 

positive significance. 

 

Figure 5. Counting of lamina X cholinergic interneurons in the lumbar spinal cords of 

wild type and SOD1 mice at different postnatal stages. A. Representative 

photomicrographs of CholineAcetylTransferase (ChAT) immunopositive neurons in entire 

spinal cord sections and at a higher magnification in the lamina X of the lumbar 2 (L2) and L5 

segments. Images from wild type (WT) and SOD1 mice aged 10 postnatal days (P10, upper 

panels) and P100 (lower panels) are displayed. Scale bars: 200 µm for entire spinal cord 

sections and 50 µm for the lamina X magnifications. B. Mean lamina X ChAT-positive 

interneurons (ChAT+ INs) per spinal cord sections (30 µm thick) in the whole lumbar spinal 

cord in P10, P40 and P100 WT (black bars) and SOD1 (white bars) mice. C. Mean ChAT+ 

interneurons (INs) per spinal cord sections for each lumbar segments in P10 (C1), P40 (C2) 



  28 

and P100 (C3) WT (black bars) and SOD1 (white bars) mice. Black asterisks indicate positive 

significance, and the numbers in histogram bars refer to the number of animals tested in each 

group. Gray asterisks indicate positive significance between the L2 segments and the other 

ones in the same group. 

 

Figure 6. Immunohistochemical observation of activated caspase 3 in lamina X 

cholinergic interneurons in presymptomatic stages of ALS. Representative epifluorescence 

photomicrographs of double labeling of CholineAcetylTransferase (ChAT, red channel) and 

activated caspase 3 (green channel) in motoneurons and lamina X cholinergic interneurons 

from a 100 postnatal days (P100) wild type (A) and SOD1 mouse (B). Arrowheads point to 

activated caspase 3 immunopositive motoneurons and lamina X cholinergic interneurons. 

Note the absence of activated caspase 3 positive neurons in WT mice. CC: central canal. Scale 

bar: 10 µm.  

 

Figure 7. Muscarinic neuromodulatory actions on NMA+5-HT-induced fictive 

locomotion in SOD1 and age-matched control mice. Representative integrated (ƒ) 

extracellular recordings from the right, left L2 and left L5 ventral roots (rL2, lL2 and lL5) in 

the presence of NMA+5-HT (16 µM each) alone or with oxotremorine (Oxo; 5, 10 or 20 µM) 

in wild type (WT) (A) and SOD1 mice (B). Plots of the period (C) and L2 burst amplitude (D) 

in the absence or presence of oxotremorine bath applied at increasing concentrations on WT 

(black bars) and SOD1 (white bars) spinal cord preparations. Asterisks indicate positive 

significance levels and the numbers in histogram bars refer to the number of spinal cord 

preparations tested. 
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Figure 8. Oxotremorine-induced effects on motoneuron membrane properties and 

cholinergic commissural transmission in SOD1 and age-matched control mice. A. 

Representative trace of oxotremorine-induced depolarizations observed in synaptically 

isolated motoneurons recorded in whole-cell patch-clamp conditions (A1). Plots of the mean 

oxotremorine (oxo)-induced depolarization measured in wild type (WT, black bars) and 

SOD1 (white bars) motoneurons (A2). Plot of the mean membrane input resistance of WT and 

SOD1 motoneurons in the absence (black bars) and presence (gray bars) of oxotremorine 

(A3). Representative traces of the spike AHP in control (black trace), in the presence of 

oxotremorine (gray trace) and in the presence of oxotremorine plus the M2 receptor 

antagonist AF-DX116 (50 µM, dashed trace) (A4). Summary plot of the mean AHP amplitude 

measured in WT and SOD1 motoneurons in the absence (black bars) and presence (gray bars) 

of oxotremorine (A5). B. Representative traces of muscarinic excitatory postsynaptic 

potentials (musc-EPSPs) induced by different protocols of commissural stimulation (B1-B2) 

in the absence or presence of the muscarinic receptor antagonist, atropine (200 µM, gray 

trace). Summary plot of the mean musc-EPSP amplitude as a function of the number of 

shocks and frequency of the commissural stimulation recorded from WT (black bars) and 

SOD1 (white bars) motoneurons (B3). Asterisks indicate positive significance, and the 

numbers in the histogram bars refer to the number of motoneurons tested. 

 



P1 P10
WT SOD1 WT SOD1

P21
WT SOD1

P100
WT SOD1

ChAT

M2

Merge

A

C

B

D

Figure 1
Milan et al,











Merge

ChAT

cc

Motoneurones

P100 SOD1A BP100 WT
Lamina X 

interneurones
Motoneurones Lamina X 

interneurones

Activated caspase 3

cc

Figure 6
Milan et al.







 P1 P10 P21 P40 P75 P100 
WT SOD1 WT SOD1 WT SOD1 WT SOD1 WT SOD1 WT SOD1 

Animal number 4 4 6 6 7 6 8 6 6 7 5 8 
Motoneuron 

Number 100 83 130 133 148 131 130 126 124 145 116 156 
 

Table 1. Number of animals used and motoneurons analyzed in each age group in wild-type 
(WT) and SOD1 mice. 



! P1 P10 P21 P40 P75 P100 

Mn perimeter - - = = = = 

C-Bouton nb na = + + = - 

C-Bouton area na - + = = - 

M2 ratio = = = = - - 

Nb of Ins in 
L2 segment na + na + na = 

!
Table 2. Summary of the changes observed for the different parameters analyzed in SOD1 
mice compared to wild-type mice at different postnatal ages (P). –: smaller, =: equal, +: 
higher, na: non-available. Mn: motoneurone, nb: number, Ins: Lamina X interneurons. 
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