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Introduction



I. La Sclérose Latérale Amyotrophique (SLA)

1. Généralités

La sclérose latérale amyotrophique (ou SLA) a été décrite pour la premiére fois en 1869 par
le Docteur Jean-Martin Charcot (1825-1893), neurologue a la Pitié-Salpétriére a Paris. Il
décrit alors des patients atteints de fonte musculaire progressive, d’'ou le nom
« d’amyotrophie », et présentant un rétrécissement du tractus cortico-spinal, d’ou le terme
de « sclérose latérale ». La maladie prendra rapidement le nom de « Maladie de Charcot »
en France. Aux Etats-Unis, le terme de « Lou Gehrig’s disease » est plus communément

utilisé, en mémoire du célebre joueur de base-ball décédé de cette maladie en 1941.

La SLA est une maladie neurodégénérative grave touchant I'adulte. Elle se caractérise
principalement par la dégénérescence sélective et progressive des neurones moteurs
cortico-spinaux, provenant du cortex moteur et formant le tractus pyramidal, mais aussi par
celle des motoneurones spinaux et bulbaires, connectant la moelle épiniere et le tronc

cérébral aux muscles squelettiques (Brooks et al., 1995) (Figure 1).

La perte des neurones moteurs cortico-spinaux se traduit, entre autres, par une
hyperréflexie, le signe de Babinski et une spasticité. Mais on sait aujourd’hui que d’autres
populations de neurones sont touchées et sont en partie responsables de cette spasticité (El
Oussini et al., 2016). La perte des motoneurones spinaux et bulbaires, quant a elle, se traduit
par une faiblesse musculaire progressive, une hyporéflexie, des crampes ainsi que des

fasciculations (Kinsley and Siddique, 2001).

Il est intéressant de noter que la SLA est une pathologie qui ne se présente pas toujours
seule. En effet, elle peut étre associée a une démence fronto-temporale (DFT) caractérisée
par des troubles du comportement. Des données cliniques, génétiques et
histopathologiques montrent aujourd’hui que ces deux maladies appartiennent a un méme

continuum, le syndrome SLA-DFT (Giordana et al., 2011).
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2. Incidence et prévalence

D’un point de vue épidémiologique, I'incidence de la SLA dans le monde est évaluée entre
0.4 et 2.6 pour 100 000 habitants par an (Beghi et al., 2006). En France, elle est estimée a 2.5
nouveaux cas pour 100 000 habitants par an (Couratier et al., 2014), ce qui en fait la plus
fréquente des maladies du motoneurone chez I'adulte, bien qu’elle soit souvent considérée
comme une maladie rare. Plusieurs études ont montré une augmentation de l'incidence de
la maladie au cours du temps mais il est apparu plus récemment que celle-ci reste plut6t
stable (Forbes et al., 2007; Soriani and Desnuelle, 2009). La prévalence de la maladie est
estimée entre 4 et 6 pour 100 000 habitants (Orsini et al., 2015), ce qui est relativement
faible comparé a d’autres maladies neurodégénératives. Cela est le résultat de la courte

espérance de vie des personnes atteintes.

Géographiquement, la SLA n’est pas une maladie qui suit une distribution particuliere.
Toutefois, certaines régions sont plus touchées que d’autres. C’'est le cas notamment de
guelques fles du Pacifique comme I'lle de Guam, la péninsule de Kii au Japon ou encore a
I'ouest de la Nouvelle-Guinée. Ces populations présentent une forme particuliere de SLA
puisqu’elle est associée a un syndrome parkinsonien ainsi qu’a une démence. Une
hypothése liée aux coutumes et aux traditions de ces populations a été proposée. La
consommation réguliere de viande de chauve-souris, se nourrissant elles-mémes de noix de
Cycas, contenant la toxine L-B-methylaminoalanine (L-BMAA) serait a I'origine de ces cas de
SLA. Aujourd’hui, la limitation de la consommation de ces chauves-souris par la suite a
permis une réduction de l'incidence de ces cas de SLA-démence parkinsonienne (Spencer et

al., 1987; Kurland, 1988; Delzor et al., 2014).

3. Facteurs de risque

Deux grandes catégories de facteurs de risque ont été mises en évidence : les facteurs de
risque de type endogene, qui sont des mutations génétiques causant, prédisposant ou

aggravant la SLA (http://alsod.iop.kcl.ac.uk), et ceux de type exogéne comme I'exposition a

certains métaux lourds ou un mode de vie particulier (Tableau 1). Bien qu’il n’existe aucun

lien prouvé, a ce jour, entre un facteur de risque exogéne et la maladie, de nombreuses



études ont analysé les preuves qui appuient le fait que la SLA puisse étre considérée comme
une pathologie résultant de I'exposition a des facteurs de risque environnementaux

combinée a un terrain génétique a risque (Al-Chalabi and Hardiman, 2013).

Tableau 1. Facteurs de risque de la sclérose latérale amyotrophique

Facteurs endogénes

SOD1
TARDBP
FUS
C90RF72

Facteurs exogénes

Expositions

Exposition aux métaux lourds
Exposition aux pesticides et herbicides
Exposition aux solvants

Facteurs traumatiques

Mode de vie

Travail agricole

Activité physique
Activités militaires
Tabagisme et alcoolisme

Habitudes alimentaires et prise d’antioxydants

(adapté de Gil et al., 2007 et de Ajroud-Driss et al., 2014)



4. Diagnostic

4.1. Signes de début de la maladie

En fonction du type de neurones initialement atteints, on distinguera deux catégories de SLA
présentant des signes variés. |l y a la SLA dite « bulbaire » qui se caractérise par une atteinte
oro-faciale avec, au premier plan, des troubles articulatoires et une dysphagie. La SLA dite
« spinale » quant a elle, se caractérise plutot par une atteinte des membres supérieurs ou
inférieurs avec l'apparition d’une faiblesse musculaire progressive, de fasciculations, de
crampes ou encore des difficultés de coordination des mouvements ou un manque de
précision dans certains gestes (Soriani and Desnuelle, 2009; Wijesekera and Leigh, 2009). Il a
été montré que les personnes atteintes de la forme bulbaire présentent une évolution plus
rapide que celles atteintes de la forme spinale (del Aguila et al., 2003). Quelle que soit la
forme initiale de la maladie, elle se généralise inévitablement avec une progression de la
paralysie jusqu’a I'atteinte des muscles respiratoires. Les patients décedent en moyenne en

2 a 5 ans apres 'apparition des premiers symptomes.

4.2. Criteres de I’El Escorial

En réponse au besoin important de définir des critéres reconnus de facon internationale
pour le diagnostic de la SLA, les critéeres d’El Escorial ont été développés. En 1994, de
nombreux médecins et chercheurs se sont réunis afin d’établir ces critéres présentés dans le

Tableau 2 (Brooks et al., 1994).



Tableau 2 : critéres de I’El Escorial

Présence

Signes de dégénérescence des MNSB par observations clinique, électrophysiologique et

neuropathologique

Signes de dégénérescence des NMC

Diffusion progressive des signes dans une ou plusieurs régions

Signes cliniques évoquant d’autres pathologies du NMC ou du MNSB

Signes en neuro-imagerie caractéristiques d’autres pathologies pouvant expliquer les

observations cliniques et électrophysiologiques

(Adapté de Brooks et al., 1994) (MNSB : motoneurone spinaux et bulbaires; NMC : neurones

moteurs corticaux)

Selon 'observation clinique de base, et selon les régions touchées, on peut définir plusieurs

niveaux de classification du diagnostic. On trouvera alors la SLA suspectée, la SLA possible, la

SLA probable et la SLA définie (Figure 2) (Mitchell, 2000).

Atteinte NMC uniquement
>/=1 région
Atteinte MNSB uniquement
>/=1 région

SLA suspectée

Observation
Faiblesse/atrophie/hyperréflexie/spasticité/progression
EMG/conduction
nerveuse/neuroimagerie/biopsie/neuropathologie

Atteinte NMC et MNSB Atteinte NMC et MNSB Atteinte NMC et MNSB
1région 1région 2 régions
ou
NMC >/= 1 région

SLA possible Dénervation via EMG SLA probable
>/=2 membres

Genes identifiés Dénervation via EMG
>/=2 membres

SLA familiale définie SLA probable

Atteinte NMC et MNSB
3 régions

SLA définie

Figure 2 : différents niveaux de SLA adapté de Mitchell, 2000 (EMG : électromyographie ; NMC :

neurones moteurs corticaux ; MNSB : neurones moteurs spinaux et bulbaires)



4.3. Diagnostic différentiel

Malgré I'établissement de ces nombreux critéres, de la généralisation des examens cliniques
et d’'une meilleure compréhension par les cliniciens des autres pathologies pouvant mimer
une SLA, en pratique, le diagnostic peut demeurer difficile a établir. Au stade initial de la
pathologie, les signes cliniques ne sont pas spécifiques ce qui explique les erreurs
diagnostiques. Les principaux diagnostics différentiels de la SLA sont regroupés dans le

tableau 3 (Pradat, P. F. Bruneteau, 2006).

Tableau 3 : diagnostics différentiels

Atteinte anatomique Diagnostic différentiel

Motoneurone périphérique Amyotrophie spinale progressive de I'adulte
Syndrome de Kennedy
Syndrome post-poliomyélitique
Amyotrophie monomélique bénigne
Lymphome

Syndrome crampes-fasciculations bénignes

Nerf périphérique Neuropathie motrice multifocale avec blocs
de conduction

Neuropathie motrice post-radique

Intoxication au plomb

Moelle Myélopathie cervicarthrosique
Paraparésie spastique familiale
Syringomyélie

Myélopathie a HTLV-1

Muscle Myosite a inclusions
Jonction neuro-musculaire Myasthénie
Maladies générales Hyperparathyroidie

Hyperthyroidie

Connectivites (syndrome de Goujerot-
Sjogren)

Infection a VIH

(Adapté de Pradat, P. F. Bruneteau, 2006)



4.4. Aspects génétiques
4.4.1. Diversité de la SLA

Méme si la SLA apparait comme étant majoritairement une maladie survenant de facon
sporadique, sans que les patients présentent une histoire familiale particuliere, il existe
néanmoins des formes héréditaires (10% des cas). Pour le clinicien, connaitre les
antécédents familiaux du patient et de ce fait, savoir si des cas de SLA sont recensés dans la

famille, apparait comme étant un élément déterminant pour établir le diagnostic.

D’un point de vue clinique, les deux formes de la maladie sont totalement indiscernables
'une de l'autre. Cependant, quelques différences entre les deux peuvent exister. Pour
commencer, I’age de début de la maladie semble différent entre les deux formes. Les formes
familiales se développent plus précocement, aux alentours de 40 ans, contre 56 ans pour les
formes sporadiques (Camu et al.,, 1999). De plus, les formes familiales débutent
préférentiellement au niveau des membres inférieurs, les débuts bulbaires étant plus rares
gue dans les formes sporadiques (Corcia et al., 2012). Enfin, si la maladie touche aussi bien
les hommes que les femmes, il semblerait néanmoins que le ratio homme/femme soit
sensiblement modifié dans les cas de SLA sporadiques. En effet, pour les formes familiales, le
ratio est de 1.3/1 tandis que pour les cas sporadiques, il est plutdt de 1.6/1 (Battistini et al.,
2005).

4.4.2. Mutations génétiques impliquées dans les SLA familiales

L'étude des familles atteintes de SLA et des études génomiques ont permis d’identifier
certains genes impliqués dans la maladie. Dans ce chapitre, uniqguement les génes majeurs
seront présentés. Les génes plus minoritaires ne seront alors que cités (Tableau 4)

(http://alsod.iop.kcl.ac.uk).

v La Superoxide Dismutase cytosolique & Cuivre et Zinc (SOD1)

En 1993, le premier géne impliqué dans les formes familiales de SLA est découvert, il s’agit
du gene codant pour la superoxide dismutase cytosolique a cuivre et zinc (SOD1), enzyme

responsable de la détoxification cellulaire et de la protection contre les radicaux libres. A



cette époque, Rosen et collaborateurs décrivent 11 mutations existantes dans ce géne liées
a la SLA (Rosen et al., 1993a). Depuis ces travaux, plus de 140 mutations différentes ont été
identifiées sur I'ensemble des 5 exons du géne (Andersen et al., 2003; Turner and Talbot,

2008).

Les mutations SOD1 sont retrouvées dans environ 20% des cas familiaux de SLA mais
également dans 3% des cas sporadiques (Andersen et al., 2003). Il faut savoir que toutes les
mutations SOD1 sont a transmission dominante a I'exception de la mutation D90A qui est
récessive (Robberecht et al., 1996). Il a été noté que toutes ces mutations n’entrainaient pas
le méme phénotype chez tous les patients. En effet, la mutation A4V, qui est la plus
représentée, est associée a un age précoce de début de la maladie, a un début spinal ainsi
gu’a une progression extrémement rapide (Cudkowicz et al., 1997; Juneja et al., 1997). De
maniére similaire, les mutations A4T, C6F, C6G ou encore G10V sont également
caractérisées par ce phénotype agressif. En revanche, d’autres mutations, et
particulierement les mutations G41D, H46R et G93D, se caractérisent pas un phénotype plus
« doux » de la maladie, avec des patients qui peuvent survivre jusqu’a 20 ans apres

I’apparition des symptomes (Cudkowicz et al., 1997).

v' TAR DNA Binding Protein (TDP-43)

Le géne TDP-43 code pour une protéine de liaison a 'ADN et a I’ARN et participe ainsi a des
fonctions telles que la transcription, I'épissage de I’ARN et le transport de I’ARNm. La plupart
des mutations retrouvées dans ce gene sont des mutations « faux-sens » qui entrainent la
formation d’inclusions ubiquitinylées dans le cytoplasme des neurones, qui conduiraient a
leur mort (cf chapitre IV). A I’heure actuelle, 40 mutations dans le géne TDP-43 ont été
recensées et elles sont responsables d’environ 4% des formes familiales de la maladie

(Lattante et al., 2013).

v’ Fused in Sarcoma (FUS)

Le géne FUS (Fused in Sarcoma) code pour une protéine de liaison a ’ADN et I’ARN qui est
impliquée dans de nombreux processus tels que I'activation transcriptionnelle, la régulation

de I'épissage, la biogénése de ’'ARNm, la formation de granules de stress ou encore dans la



stabilisation des introns (Deng et al., 2014). La plupart des mutations de FUS entrainent une
localisation anormale de FUS dans le cytoplasme des neurones. Parmi les hypothéses
actuellement proposées, la formation de granules de stress pourrait étre responsable de la

mort de ces neurones.

Les patients portant une mutation de ce géne présentent un phénotype particulier. En effet,
chez ces patients, la maladie se déclare plus précocement et progresse plus rapidement. A
ce jour, plus de 50 mutations dans ce gene ont été identifiées, et elles représentent 4% des
formes familiales et 1% des formes sporadiques (Kwiatkowski et al., 2009; Vance et al.,

2009).

v' Chromosome 9 Open Reading Frame 72 (C90RF72)

En 2011, un nouveau géne impliqué dans la SLA a été découvert: le gene CO9ORF72
(Chromosome 9 Open-Reading Frame 72). Il a été montré qu’une répétition de I'expansion
GGGGCC, dans une région non-codante de ce gene, est impliquée dans 40% des cas
familiaux et 25% des cas sporadique de SLA mais également dans la démence fronto-
temporale (Dejesus-hernandez et al., 2011; Majounie et al.,, 2012; Renton et al., 2012;

Koppers et al., 2015).

A ce jour, le role exact de C90RF72 dans la maladie reste encore méconnu mais trois
mécanismes pathologiques ont été proposés. Tout d’abord, cette mutation pourrait
entrainer la séquestration des protéines de liaison a I’ARN. Ensuite, il pourrait y avoir
présence d’une toxicité liée a la formation de dipeptides dle a la répétition. Et enfin, il
pourrait s’agir d’'une haplo-insuffisance. Des preuves expérimentales tendent a laisser

penser qu’il y aurait une action conjointe de ces 3 mécanismes (Koppers et al., 2015).
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Tableau 4 : principaux génes impliqués dans les cas de SLAf

SoD1 SOD1 AD 21g22.1 Détoxification cellulaire
C90RF72 - AD 9p21 Liaison a I’ARN
FUS FUS AR 16p11 Métabolisme de I’ARN
TDP-43 TDP-43 AD 1p36 Métabolisme de I’ARN
VAPB VAPB AD 20913 Trafic vésiculaire
OPTN Optineurine AR/AD 10p13 Trafic vésiculaire
DCTN1 Dynactine AD 2p13 Transport axonal
ANG Angiogénine AD 14q11.1 Angiogénese
ATXN2 Ataxine 2 - 12923-924.1 Traduction ARN
UBQLN2 Ubiquitine 2 XD Xpll.21 Protéasome
CHMP2B CHMP2B AD 3pl12.1 Trafic vésiculaire
PFN1 Profiline 1 AD 17p13.3 Cytosquelette
5QSTM1 Sequestosome AD 5q35 Autophagie

(Adapté de Andersen and Al-Chalabi, 2011)

5. Facteurs pronostiques

Une fois le diagnostic de la SLA posé, il est important de suivre la progression de la maladie

afin d’anticiper au mieux les déficits et les handicaps qui en découlent. Un certain nombre de

facteurs peuvent faire varier cette progression.

5.1. Facteurs démographiques

5.1.1. Age

De nombreuses études se basant sur des populations d’origines différentes ont montré que

I’age, que ce soit au moment de I'apparition des premiers symptdémes ou lors du diagnostic,

est un fort facteur pronostique. En effet, un age avancé est associé a une survie plus courte

(Louwerse et al., 1997; Couratier et al., 2014; Moura et al., 2015). Une étude basée sur une

population néerlandaise a montré que des patients diagnostiqués a I'dge de 40 ans, ou

moins, présentaient une médiane de survie de 5 ans, alors que des patients diagnostiqués a
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I'age de 60 ans, quant a eux, présentaient une médiane de survie de seulement 1 an

(Louwerse et al., 1997).

5.1.2. Genre

Des études de populations ou hospitalieres avaient montré, au départ, que le genre n’avait
aucun effet sur la maladie (Christensen et al., 1990; Lee et al., 1995). Mais plus récemment,
des études ont mis en évidence une incidence et une prévalence plus importantes chez les
hommes (Manjaly et al., 2010). Par ailleurs, la forme spinale est prédominante chez les
hommes alors que la forme bulbaire est plus représentée chez les femmes. Toutefois, en
définitive, le genre ne semble pas avoir d’effet sur la survie malgré ces différences

(McCombe and Henderson, 2010).

5.2. Facteurs cliniques

5.2.1. Site de début de la maladie

Les nombreuses études sur I'effet du site de début de la maladie ont montré que la forme
bulbaire est associée a un mauvais pronostique (Tysnes et al.,, 1991; Lee et al., 1995;
Couratier et al., 2014). Les patients atteints d’une forme bulbaire décédent en général plus
tot et aucun de ces patients ne survit au-dela de 6 ans (Louwerse et al., 1997). Les patients
présentant une forme bulbaire sont généralement plus dgés que ceux ayant une forme
spinale. Il avait alors été avancé que |'effet négatif de la forme bulbaire sur I'espérance de
vie était dG a I'dge avancé de ces patients. Mais plus tard, il a été montré que I'dge et le
début bulbaire sont deux facteurs influengant la survie de maniére indépendante. Cela
suggere que I'dge n’est donc pas la cause de la progression plus rapide, mais qu’il s’agit bien

de I'effet de la forme bulbaire (Chio et al., 2002).

5.2.2. Délai du diagnostic

Des études corrélatives, basées sur des populations d’origines différentes, ont mis en

évidence qu’un délai plus long entre le moment d’apparition des premiers symptémes et le
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diagnostic est associé a une survie plus longue des patients (Haverkamp et al.,, 1995;

Louwerse et al., 1997; Beghi et al., 2008; Couratier et al., 2014).

5.2.3. Antécédents familiaux

Une étude sur une population néerlandaise, avait mis en évidence que la SLA de type
sporadique est associée a une survie réduite. Et la survie plus longue des patients atteints de
la forme familiale pourrait s’expliquer par leur age généralement plus bas (Louwerse et al.,
1997). Toutefois, la plupart des études ultérieurs n’ont révélé aucune différence de survie

entre les formes familiale et sporadique (Chio et al., 2012).

5.2.4. Statut nutritionnel

L’état de malnutrition est fréquemment observé chez les patients atteints de SLA du fait de
leurs difficultés de mastication, de déglutition, la difficulté a bouger les membres ou encore
du fait de la réduction de leur apport calorique (Bouteloup et al., 2009; Dupuis et al., 2011).
Cet état est évalué a I'aide de marqueurs tels que I'indice de masse corporelle (IMC), la perte

de poids ou encore I'indice de masse grasse (IMG).

La perte de poids est un facteur déterminant dans la survie des patients. Il a été montré que
des patients qui perdent I’équivalent de 5% ou plus de leur poids initial au moment du
diagnostic ont une survie d’environ 20 mois contre 29 mois pour ceux qui ont une perte de

poids plus faible ou qui restent stables (Marin et al., 2011).

L'impact de I'IMC sur I'évolution de la maladie et sur la survie a souvent également été
décrit. De récentes études ont montré que I'lMC est un facteur pronostique important pour
la survie. L’étude de Paganoni et collaborateurs montre que la survie est diminuée pour des
IMC faibles (inférieurs a 18) mais aussi pour des IMC élevés (supérieurs a 35), 'espérance de

vie la plus importante étant pour des IMC compris entre 25 et 35 (Paganoni et al., 2011).
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5.2.5. Statut respiratoire

Ces derniéres années, des études ont montré que le statut respiratoire des patients, mesuré
par un test de capacité vitale forcée (CVF), joue un role important dans I'évolution de la
maladie. Les patients ayant une CVF inférieure a 75% ont une médiane de survie de 3 ans
contre 4 ans pour ceux ayant une CVF supérieure a 75%. Dans le méme sens, une CVF
inférieure a 75% est associée a une progression plus rapide de la maladie (Magnus et al.,

2002; Czaplinski et al., 2006; Couratier et al., 2015).

5.2.6. Etat psychologique du patient

L’état psychologique des patients est un parameétre important qui influence fortement leur
qualité de vie. Il a été montré que la détresse psychologique des patients, qui peut se
traduite par la dépression, I'anxiété, la perte d’espoir, la paranoia ou encore des idées
obsessionnelles, est associée a une survie plus courte. Beaucoup de patients atteints de SLA
souffrent d’'un point de vue psychologique et il apparait donc nécessaire de prendre en

compte cet aspect pour améliorer I'issue de la maladie et le pronostic (Felgoise et al., 2010).

5.3. Evaluation de la progression de la SLA

Il existe un certain nombre d’échelles fonctionnelles qui ont été créés ces dernieres
décennies dans le but d’évaluer la progression de la maladie. On trouve ainsi les échelles de
Norris et d’Appel qui permettent d’évaluer I'atteinte motrice de facon générale (Norris et al.,
1974; Appel et al., 1987). On trouve également I’ALSS (Amyotrophic Lateral Sclerosis Severity
Scale) de Hillel (Hillel et al., 1989). La derniere a avoir été mise en place, puis révisée, est
I’ALSFRS (ALS Functional Rating Scale), par Cedarbaum en 1999, et elle reste a ce jour la plus
utilisée (Cedarbaum et al., 1999). Cette derniere est constituée de 12 actions de la vie
quotidienne graduées chacune de 0 a 4 (0 : perte totale de la fonction testée et 4 : fonction
normale). Trois fonctions évaluées permettent d’apprécier I'atteinte bulbaire (I’élocution, la
salivation et la déglutition), quatre autres I'atteinte des membres supérieurs et inférieurs

(couper la nourriture, I’habillage, la marche et la montée des escaliers), deux autres items
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explorent d’autres fonctions (se tourner dans le lit et I'hygieéne) et enfin, un dernier critére

permet d’évaluer les fonctions respiratoires (Couratier et al., 2016).

Tableau 5 : échelle ALSFRS-R

Parole

4- normale

3- difficultés perceptibles

2- intelligible avec répétition

1- parole combinée avec communication non verbale
0- perte de la parole

Salivation

4- normale

3- hyper sialorrhée discréte avec bavage nocturne

2- hyper sialorrhée modérée mais permanente

1- hyper sialorrhée génante

0- bavage continu nécessitant |'utilisation d’'un mouchoir

Déglutition

4- alimentation normale

3- quelques fausses routes

2- modification de la consistance des aliments
1- nécessité de suppléments alimentaires

0- alimentation entérale exclusive

Ecriture

4- normale

3- lente et imprécise mais compréhensible
2- certains mots non compréhensibles

1- capable de tenir un stylo mais pas d’écrire
0- alimentation entérale exclusive

5a.

Préparation des aliments (patients sans gastrostomie)
4- normale

3- lente et maladroite mais seul

2- coupe seul tous les aliments parfois besoin d’aide

1- les aliments sont coupés mais mange seul lentement
0- doit étre nourri

5b.

Préparation des aliments (patients avec gastrostomie)
4- normale

3- maladroite mais seul

2- besoin d’aide pour la mise en place

1- fournit une aide minime aux soignants

0- doit étre nourri
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6. Habillage et hygiéne
4- normale
3- indépendant mais efficacité diminuée
2- assistance ponctuelle ou méthodes de substitution
1- besoin de I'assistance d’une tierce personne
0- dépendance totale

7. Mobilisation au lit
4- normale
3- lent et maladroit mais pas besoin d’aide
2- peut se tourner seul ou ajuster les draps mais avec difficultés
1- peut bouger mais pas se tourner seul
0- dépendant

8. Marche
4- normale
3- difficultés de déambulation
2- marche avec assistance
1- mouvement sans déambulation
0- pas de mouvement des jambes

9. Montée des escaliers
4- normale
3- lente
2- fatigue
1- besoin d’assistance
0- ne peut pas

10. Dyspnée
4- qucune
3- a la marche

2- dans 1 ou plus des situations suivantes : repas, toilette, habillage

1- au repos, difficultés en position assise ou allongée
0- difficultés importantes, besoin d’aide respiratoire

11. Orthopnée
4- aucune
3- quelques difficultés la nuit, souffle court
2- besoin de plus de 2 oreillers pour dormir
1- ne peut dormir qu’assis
0- ne peut pas dormir

12. Insuffisance respiratoire
4- aucune
3- utilisation intermittente d’une aide respiratoire
2- utilisation continue d’une aide respiratoire
1- utilisation continue d’une aide respiratoire jour et nuit
0- ventilation mécanique par intubation ou trachéostomie

(Adapté de Cedarbaum et al., 1999).

16



6. Prise en charge des patients

La prise en charge doit permettre d’apprécier I'évolution des patients et de rechercher
d’éventuelles complications. Elle permet de mettre en place des soins adaptés et un
accompagnement du patient le plus tot possible. Elle permet aussi d’anticiper la fin de vie
avec des soins palliatifs adaptés. La prise en charge est multidisciplinaire et fait intervenir
une multitude de professions médicales et paramédicales. Des neurologues mais aussi des
pneumologues, des gastro-entérologues, des nutritionnistes, des ORL ainsi que des
médecins des soins palliatifs sont impliqués dans cette prise en charge. De plus, les
handicaps inhérents a la maladie nécessitent I'intervention de kinésithérapeutes,
d’ergothérapeutes, d’orthophonistes, de diététiciens ou encore d’assistantes sociales et de

psychologues.

6.1. Traitements médicamenteux

Le Riluzole est le seul traitement qui s’est avéré efficace dans la SLA. C’est un dérivé des
benzothiazoles et il a pour action d’inhiber I’excitotoxicité liée au glutamate (Bryson et al.,
1996). Les premiers essais cliniques avec le Riluzole datent des années 90. En 1994,
Bensimon et son équipe lancent le premier essai clinique en double aveugle avec le Riluzole
incluant la France et la Belgique (Bensimon et al., 1994). Une dose de 100mg par jour (2 fois
50mg) est administrée a 155 patients sur une période d’un an. Les principaux critéres
étudiés étaient la survie et la vitesse d’évolution de la maladie. En second plan était analysé
le changement de la force musculaire. Apres 12 mois de traitement, 58% des patients ayant
recu le placébo étaient toujours en vie contre 74% pour le groupe traité au Riluzole. La perte
de force musculaire était plus importante dans le groupe placébo que dans le groupe traité.
De maniére générale, les résultats ont montré que le traitement au Riluzole permet de
ralentir la progression de la maladie et permet d’augmenter la survie des patients ayant une
forme bulbaire. En 2002, une seconde étude est lancée, toujours en double aveugle, sur 168
patients atteints de SLA (Bensimon et al., 2002). Cette étude n’a pas révélé d’effet bénéfique
du traitement, ce qui contredit les résultats de I'étude précédente. De nombreuses autres
études ont été réalisées a ce jour. Dans I'ensemble, elles ont montré que le Riluzole est

indiqué pour prolonger la durée de vie ou pour retarder le recours a la ventilation
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mécanique assistée. Aucune action thérapeutique sur la motricité, la fonction respiratoire,
les fasciculations et la force musculaire n’a été mise en évidence. Le Riluzole n’a pas non plus
montré d’effet bénéfique aux stades avancés de la SLA. Il représente néanmoins la

médication standard habituellement utilisée.

La vitamine E, est également utilisée dans le traitement de la SLA. Il avait été montré,
guelgues années auparavant, dans une étude sur un modele animal, qu’un traitement a la
vitamine E permettait de ralentir le début de la maladie ainsi que sa progression (Gurney et
al., 1996). Une étude en 2001 a testé I'effet combiné du Riluzole et de la vitamine E chez des
patients SLA (Desnuelle et al., 2001). Aprés 12 mois de suivi, les résultats ont montré, bien
gue le traitement n’ait pas d’effet sur la survie, qu’il permettait toutefois un ralentissement
du passage des stades initiaux aux stades avancés de la maladie selon le score de I’ALSS. Les
résultats ont également montré qu’apres 3 mois de traitement, certains marqueurs du stress
oxydant, caractéristiques de la maladie, étaient diminués dans le sang des patients. Ces
résultats ont été controversés depuis qu’une seconde étude, plus récente, n’a pas pu mettre
en évidence un quelconque effet de la vitamine E sur I’évolution de la maladie (Graf et al.,

2005).

6.2. Traitements non médicamenteux

Une thérapie physique adaptée doit étre mise en place pour le patient tout au long de
I’évolution de la maladie. Elle inclut des séances de kinésithérapie, d’ergothérapie ou encore
d’orthophonie. Des soins d’hygiéne et de confort doivent aussi étre programmés. Ceux-ci
doivent prendre en charge la perte d’autonomie concernant I’hygiéne corporelle, I’habillage,

les transferts, les soins infirmiers, entre autres.

Une aide a l'alimentation est bien souvent nécessaire et elle a pour but de limiter la
dénutrition et I'amaigrissement. Il peut s’agir d’'une simple aide a la prise des repas
apportée, soit par un membre de la famille, soit par une auxiliaire de vie, mais il peut aussi

s’agir, aux stades plus avancés, d’une prise en charge plus lourde de type gastrostomie.

Une aide a la communication peut également étre nécessaire. La perte partielle ou totale de

la communication orale peut devenir tres stressante pour le patient, il est donc important
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d’aider ce dernier a verbaliser de simples besoins quotidiens tout autant que son angoisse.
Les séances d’orthophonie permettent alors la préservation de la communication jusqu’au
stade dernier de la maladie, en mettant en place, par exemple, différentes techniques de
communication alternative comme des mimiques, des écrits, des sms ou encore des

synthéses vocales.

Enfin, une part tout aussi importante est le suivi psychologique du patient. Il est également
nécessaire de mettre en place, si besoin, une prise en charge psychologique de I'entourage

dont la souffrance psychique est bien souvent négligée ou sous-estimée (http://www.has-

sante.fr).

6.3. Traitements médicamenteux symptomatiques

IIs sont mis en place de facon générale pour soulager les douleurs, la spasticité et les autres
troubles inhérents a la maladie tels que les problémes salivaires, la fatigue, les troubles du

sommeil, la dépression ou encore I'anxiété.

7. Causes de déces

Les données de la littérature montrent, de maniere générale, que les causes de déces des
patients atteints de SLA sont, en majorité, d’origine respiratoire. L'étude de Gil et
collaborateurs en 2008, réalisée sur 302 patients suivis dans 16 centres de référence
francais, a démontré que dans 77% des cas, le déces est di a une défaillance respiratoire
avec une insuffisance respiratoire terminale, une bronchopneumopathie, une asphyxie ou
une embolie pulmonaire (Gil et al., 2008). En 2008 aussi, I’étude de Corcia et collaborateurs
menée sur 100 patients, a I'aide de rapports d’autopsie, a révélé, la encore, que la plupart
des déces sont d’origine respiratoire dis a des hypoxies, bronchopneumopathies, détresses
respiratoires aiglies ou embolies pulmonaires mais on trouve également des causes telles
gue la mort subite ou I'arrét cardiaque (Corcia et al., 2008). Dans le méme sens, I'étude de
Kurian et collaborateurs en 2009, réalisée selon les rapports d’autopsie de 44 patients,

montre aussi que la cause principale de déces chez les patients est d’origine respiratoire
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(Kurian et al., 2009). Finalement, il est intéressant de noter que la majorité des décés ont

lieu en milieu hospitalier.

Il. SLA et biomarqueurs

A ce jour, le diagnostic de SLA se base sur des examens cliniques et électrophysiologiques,
les antécédents familiaux des patients ainsi que sur I'exclusion de facteurs confondants.
Malheureusement, cela ne permet pas de poser un diagnostic précoce. Il faut, en général,
entre 13 et 18 mois de délai, et de ce fait, les patients se trouvent déja a un stade avancé
lorsqu’il est établi (Radunovic et al., 2007). Nous ne disposons, a I’heure actuelle, d’aucun
biomarqueur diagnostique qui permettrait d’éviter ce délai considérable. Il y a également un
mangque important de biomarqueurs pronostiques, permettant d’évaluer la progression de la

maladie et I'espérance de vie des patients dans un contexte clinique.

Dans ce chapitre seront abordés brievement deux grandes catégories de biomarqueurs : les

biomarqueurs cliniques et les biomarqueurs moléculaires.

1. Biomarqueurs cliniques

1.1. Approches neurophysiologiques

Les approches neurophysiologiques sont un outil important permettant de mettre en
évidence une atteinte des motoneurones. Parmi les différents outils neurophysiologiques,
on trouve I'étude de conduction nerveuse, I'électromyographie (EMG), I'estimation du
nombre d’unités motrices (MUNE), la stimulation magnétique transcranienne (TMS) ou
encore la myographie d’impédance électrique (EIM) (Inghilleri and lacovelli, 2011; Joyce and

Carter, 2013; Turner et al., 2013).

L'étude de la conduction nerveuse est une part essentielle du diagnostic
électrophysiologique chez les patients suspectés de SLA. Elle est utilisée pour évaluer la
dégénérescence axonale (Joyce and Carter, 2013). L'EMG, quant a elle, est plutot utilisée
pour confirmer I'atteinte des motoneurones. Certaines caractéristiques sont requises afin de
poser le diagnostic de la SLA. On doit y retrouver des altérations du tracé dites aigues,

caractérisées par des fibrillations et des potentiels de fasciculations, mais aussi des
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altérations dites chroniques comme une diminution du recrutement des unités motrices et
une décharge électrique a vitesse élevée, de large amplitude et de longue durée (Joyce and
Carter, 2013). Toutefois, 'EMG présente certaines limites. En effet, elle ne permet pas
d’évaluer la progression de la maladie ni I'effet de traitements dans le cas d’essais cliniques.
La technique d’estimation du nombre d’unités motrices est plus adaptée pour cela (Turner
et al., 2013). C’est un critéere de mesure intéressant, puisqu’il évalue directement la perte
des motoneurones. C'est donc une technique sensible a la progression de la maladie
(Inghilleri and lacovelli, 2011). Cependant, il existe de nombreuses techniques de comptage
et aucun consensus sur la méthode a utiliser n’a été réalisé aujourd’hui a ce jour (Wang et

al., 2004).

La TMS est une technique visant a délivrer une impulsion magnétique bréve, intense et
indolore au niveau de la boite cranienne, générant un courant électrique dans le cortex et se
propageant via des voies neuronales impliquant a la fois les neurones moteurs et les
motoneurones. La réponse a cette stimulation peut ensuite étre mesurée dans les muscles
des extrémités supérieures et inférieures (Inghilleri and lacovelli, 2011). Grace a la TMS, on
est capable de mesurer l'intégrité fonctionnelle de ces neurones, et de détecter des
anomalies. C’'est une technique utilisée a la fois pour le diagnostic de la maladie et pour le

suivi de son évolution (Turner et al., 2013).

L'EIM, basée sur l'application d’un courant électrique de haute fréquence et de basse
intensité sur une zone localisée d’'un muscle, permet d’évaluer I'intégrité fonctionnelle et la
structure de ce muscle. En 2012, Rutkove et collaborateurs ont réalisé une étude
multicentrique, dans le but de comparer le potentiel pronostique de cette technique avec
celui d’autres méthodes. Des mesures d’'impédance ont été réalisées sur 60 patients, sur une
période d’un an, et comparées avec des mesures de scores ALSFRS-R et de dynamométrie.
Les résultats ont montré que I'EIM était plus performante que les deux autres techniques
dans la détection du déclin des patients (Rutkove et al., 2013). Malgré des résultats
prometteurs, a ce jour, la TMS et I'EIM restent encore essentiellement utilisées dans un

contexte de recherche (Vucic et al., 2013).
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1.2. Techniques de neuro-imagerie

Les techniques de neuroimagerie ont connu un développement important ces derniéeres
années dans la course aux biomarqueurs de la SLA. Cela inclut la tomographie par émission
monophotonique (SPECT), la tomographie par émission de positons (PET), I'imagerie par

résonnance magnétique fonctionnelle (IRMf) ou I'imagerie en tenseur de diffusion (DTI).

La SPECT a été I'une des premiéres techniques a étre utilisée. En 1989, I'équipe de Ludolph
et collaborateurs a montré que l'intensité de fixation du traceur était corrélé avec le degré
de sévérité de la maladie (Ludolph et al., 1989). C’est aussi grace a cette technique que des
anomalies frontotemporales ont été mises en évidence dans des cas de SLA (Talbot et al.,

1995).

La PET a été une technique tres utilisée afin de décrire la SLA comme étant un phénomene
de dégénérescence multi-systeme. En 1993, I'équipe de Takahashi et collaborateurs qui, en
utilisant un analogue de la dopamine, a pu mettre en avant, chez les patients atteints de SLA,
une réduction de la fonction dopaminergique (Takahashi et al., 1993). En 2000, I'équipe de
Lloyd et collaborateurs, a I'aide d’'un analogue de GABA cette fois-ci, a mis en évidence la
présence de dysfonctionnements dans les aires motrices, prémotrices et extramotrices chez
les patients atteints de SLA et plus précisément une perte de l'inhibition interneuronale
GABAergique dans ces aires (Lloyd et al., 2000). En 2005, Turner et collaborateurs ont pu
mettre en avant I'implication du systéme dopaminergique dans la réduction du volume des
aires frontotemporales chez les patients atteints SLA et ce, de facon accrue, chez ceux ayant

une forme bulbaire (Turner et al., 2005).

Cependant, la SPECT et la PET présentent certaines limites. La sensibilité et la résolution
spatiale ne sont pas toujours suffisamment adaptées. De plus, ces techniques nécessitent
I’exposition des patients a des radiations ionisantes, ce qui, a long terme, peut étre néfaste.
Enfin, les analogues utilisés comme traceurs ont des demi-vies relativement courtes, ce qui

peut restreindre parfois I'observation de certaines phénomeénes ou régions.

L'IRMf est une technique qui présente I'avantage de pouvoir étudier I'activité cérébrale de
facon non-invasive mais également d’évaluer I'effet de certaines taches motrices sur cette

activité cérébrale. L'IRM a été utilisée dans I'aide au diagnostic de la SLA ainsi que dans
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I’évaluation de sa progression. Elle est I'un des outils de neuro-imagerie les plus prometteurs

(Turner et al., 2009).

La DTl est une technique d’imagerie plus avancée permettant d’évaluer l'intégrité des
faisceaux de matiére blanche du cerveau (Chenevert et al.,, 1990). Cette technique est
particulierement utile pour mettre en évidence une atteinte des neurones moteurs (Turner
et al., 2011). Toutefois, trés peu d’études se sont intéressées au réel potentiel diagnostic de
cette technique. Par ailleurs, la DTl ne permet pas non plus d’évaluer le pronostic de la

maladie (Turner et al., 2013).

2. Biomarqueurs moléculaires

Le diagnostic de la SLA ainsi que I’évaluation de sa progression nécessitent de combiner, non
seulement des approches neurophysiologiques et de neuroimagerie, mais aussi des
parameétres moléculaires pouvant étre mesurés dans des tissus et des fluides biologiques.
Parmi les sources potentielles, on retrouve le muscle, la moelle épiniére et d’autres tissus
post-mortem, le liquide céphalo-rachidien (LCR), le sang, la salive ou encore I'urine (Hu et al.,

2006). Dans ce chapitre, seulement certaines d’entre elles seront abordées.

2.1. Biomarqueurs du LCR

Le LCR représente une source importante de biomarqueurs du fait de sa communication
directe avec le cerveau et la moelle épiniére. Il contient ainsi une concentration plus
importante de métabolites et de protéines que les autres fluides biologiques. Durant ces
derniéres années, de nombreuses études se sont intéressées au LCR comme source de
biomarqueurs. lls peuvent étre classés en différentes catégories selon le phénomene
biologique auquel ils font référence. On trouvera ainsi, a titre d’exemples, des marqueurs du
LCR spécifiques du dysfonctionnement de la barriéere hémato-encéphalique (BHE), de la
dégénérescence axonale, du stress oxydant ou encore de l'inflammation (Tarasiuk et al.,

2012).

Parmi les marqueurs du dysfonctionnement de la BHE, on trouve notamment les

métalloprotéinases 2 et 9 (MMP-2 et MMP-9) dont le niveau est augmenté chez les patients

23



SLA, ce qui témoigne de la dégradation de la perméabilité de cette barriere (Demestre et al.,
2005; Fang et al., 2010; Niebroj-Dobosz et al., 2010). Les neurofilaments a chaine lourde et a
chaine légére, ou encore la protéine Tau, ont été montrés comme étant des marqueurs de la
dégénérescence axonale trouvés dans le LCR. Une augmentation de leur niveau témoigne de
I’atteinte du tractus cortico-spinal (Stissmuth et al., 2003; Menke et al., 2015; Steinacker et
al., 2015). Toujours de facon non exhaustive, nous pouvons citer le 4-hydroxy-2,3-nonenal
(4-HNE), la 3-nitrotyrosine et le 8-hydroxy-2’-déoxyguanosine, présents dans le LCR comme
témoins du stress oxydant caractéristique de la pathologie. lls sont respectivement
impliqués de la péroxydation lipidique, de la nitration protéique, de la modification de ’ADN
(Hideo Tohgi et al., 1999; Simpson et al., 2004). Enfin, les interleukines 6 et 8 (IL-6 et IL-8), la
prostaglandine E2 (PGE2) ou la protéine chimio-attractive monocytaire 1 (MCP-1) entre
autres, sont des marqueurs de lI'inflammation qui sont retrouvés dans le LCR des patients

SLA (Tanaka et al., 2006; Mitchell et al., 2009; Ganesalingam et al., 2012).

Malgré certains résultats prometteurs, comme c’est le cas pour les neurofilaments, les
biomarqueurs du LCR ne sont pas encore assez spécifiques et semblent avoir de meilleures
applications pour I’évaluation de la progression de la maladie (Turner et al., 2009; Tarasiuk

etal., 2012).

2.2. Biomarqueurs musculaires

De prime abord, le muscle apparait comme le tissu le plus approprié a étudier du fait de son
implication majeure dans le processus de dénervation caractéristique de la SLA. Des
modifications au niveau moléculaire ont été mises en évidence ces dernieres années dans les
muscles des patients. C’'est le cas de la protéine inhibitrice de la croissance neuritique Nogo-
A. En 2002, Dupuis et collaborateurs avaient démontré que la protéine Nogo-A voit son
expression augmentée chez les patients SLA mais pas chez les sujets sains (Dupuis et al.,
2002). En 2005, lI'étude de Jokic et collaborateurs a révélé que l'augmentation de
I’expression de Nogo-A musculaire correle avec le score ALSFRS-R (Jokic et al., 2005). Enfin,
en 2007, Pradat et collaborateurs avaient démontré que le niveau d’expression de Nogo-A

permet de différencier, chez des patients présentant une atteinte des motoneurones, ceux
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qui vont développer une SLA de ceux qui vont développer un autre trouble (Pradat et al.,

2007).

Par ailleurs, des études transcriptomiques ont révélé, en 2012, I'existence de modifications
de I'expression de certains groupes de genes. Ces changements d’expression permettent de
discriminer des patients a un stade précoce de ceux a un stade plus avancé de la maladie

(Pradat et al., 2012).

Cependant, l'utilisation de tissus musculaires présente deux limitations majeures. D’une
part, la biopsie musculaire est une technique invasive et douloureuse. De ce fait, cette
approche n’est pas obligatoire dans I'examen diagnostique des patients, et il apparait
difficile de mettre en place des études de suivi longitudinal. D’autre part, I'existence de
différents sites de début de la maladie et d’'une propagation hétérogéne de la maladie, le

choix du muscle a prélever apparait difficile.

2.3. Biomarqueurs sanguins

Le sang apparait comme étant une source de biomarqueurs plus facile d’accés et pouvant
étre utilisée pour de nombreux tests a moindre co(t. Ces 20 derniéres années, la recherche
de biomarqueurs d’origine sanguine a été particulierement importante et a permis de
mettre en avant un grand nombre de biomarqueurs potentiels. Les altérations détectées
dans les fractions sanguines reflétent des atteintes a la fois du systéme nerveux central et de
la périphérie. La revue qui suit reprend les résultats de nombreuses études qui ont mis en

évidence des changements systémiques pouvant servir de biomarqueurs potentiels.
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Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal condition primarily characterized by the selective loss of upper and lower motor
neurons. At present, the diagnosis and monitoring of ALS is based on clinical examination, electrophysiological findings, medical
history, and exclusion of confounding disorders. There is therefore an undeniable need for molecular biomarkers that could give
reliable information on the onset and progression of ALS in clinical practice and therapeutic trials. From a practical point of view,
blood offers a series of advantages, including easy handling and multiple testing at a low cost, that make it an ideal source of
biomarkers. In this review, we revisited the findings of many studies that investigated the presence of systemic changes at the
molecular and cellular level in patients with ALS. The results of these studies reflect the diversity in the pathological mechanisms
contributing to disease (e.g., excitotoxicity, oxidative stress, neuroinflammation, metabolic dysfunction, and neurodegeneration,
among others) and provide relatively successful evidence of the usefulness of a wide-ranging panel of molecules as potential
biomarkers. More studies, hopefully internationally coordinated, would be needed, however, to translate the application of these

biomarkers into benefit for patients.

1. A Brief Definition of ALS

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS), also named as motor
neuron disease or Lou Gehrig’s disease, is a fatal condition
primarily characterized by the selective loss of upper motor
neurons, which originate in the motor cortex and form the
pyramidal tract, and lower motor neurons, which connect
the spinal cord and brainstem to skeletal muscles. Progressive
muscle weakness and atrophy, fasciculations, hyperreflexia,
dysarthria, and dysphagia are common features of ALS. Of
note, a significant proportion of cases presents with cognitive
impairment in the form of frontotemporal lobe degeneration.
Death often occurs by respiratory complications within two
to five years of diagnosis. The disease typically appears
between 40 and 70 years of age, and affects about two
per 100,000 of people. About 90% of cases are considered
as sporadic, without any documented family history. The
remainder cases are most often dominantly inherited. Both

forms are clinically and pathologically undistinguishable,
which suggests common pathogenic mechanisms. Riluzole,
which is assumed to protect motor neurons from glutamate-
induced excitotoxicity, is the only accepted medication for the
treatment of ALS, although its benefit is quite limited [1].
Defects in a very heterogeneous group of genes have
been shown to increase the risk or to be the cause of ALS
(see updated information on ALS genes at http://alsod.iop.kcl
.ac.uk/) [2]. According to the relative abundance among
familial (and sporadic) cases, the four most important genes
causing ALS are c9orf72 (about 40% of familial cases and 5-
7% of sporadic cases), which gives rise to an expansion of an
intronic hexanucleotide repeat, sodl (about 20% of familial
cases and 2-7% of sporadic cases), which encodes Cu/Zn
superoxide dismutase (SOD1), fus (about 5% of familial cases
and less than 1% of sporadic cases), which encodes fused in
sarcoma/translocated in liposarcoma (FUS/TLS), and tardbp
(about 3% of familial cases and 1.5% of sporadic cases), which



encodes TAR DNA binding protein-43 (TDP-43) [3-6]. As
a result of such a genetic diversity, many mechanisms have
been proposed to underlie motor neuron degeneration. Thus,
excitotoxicity, oxidative stress, aberrant protein aggregation,
defective axonal transport, mitochondrial dysfunction, and
altered RNA metabolism have been incriminated in one way
or another in the molecular and cellular pathways leading
to ALS [7-12]. However, the exact nature of the selective
degeneration of motor neurons still remains elusive. It is
commonly accepted that the disease is the consequence of
a combination of multiple pathogenic processes, which take
place not only in motor neurons but also in nonneuronal
neighboring cells, such as astrocytes and microglial cells and,
beyond the central nervous system, skeletal myocytes and,
likely, other cells in the body [13-17].

2. The Need for ALS Biomarkers

At present, the diagnosis of ALS is based on clinical exam-
ination, electrophysiological findings, medical history, and
exclusion of confounding disorders. Although the disease is
easily recognized in its full-blown presentation, during the
early stages, the diagnostic process takes as long as between
13 to 18 months, since only the deterioration of symptoms and
the presence of signs indicating both upper and lower motor
neuron involvement can assess the existence of ALS [18]. In
spite of intensive research conducted over the past 20 years,
we do not currently have practical diagnostic biomarkers.
This often leads to diagnostic delays before the appropriate
treatment is administered. Even if riluzole is very limited
in scope, it is generally acknowledged that the earlier the
treatment, the more effective it is. There is also an undeniable
lack of robust biomarkers that indicate the progression of ALS
in clinical practice and in the context of therapeutic trials.
Indeed, these are complex and long trials, because the only
indicator frequently used is the average cohort survival rate.
A reliable progression marker would make it possible to con-
duct shorter trials, on a smaller number of patients, thereby
opening up the prospect of more diversified trials [19, 20].
In search of valid biomarkers to recognize ALS and
pronosticate its evolution, neurophysiological approaches,
such as electromyography and motor unit number estimation
(MUNE), routinely play a key part in detecting lower motor
neuron pathology [21, 22]. However, these methods fail to
reliably monitor disease progression and hence effects of
treatment. More advanced techniques, such as motor unit
number index, Bayesian MUNE, and electrical impedance
myography, are more accurate but still need further vali-
dation against neuropathological correlates [23-25]. As far
as upper motor neuron involvement is concerned, tran-
scranial magnetic stimulation (TMS) and its variants are
useful tools to evaluate motor cortical and corticospinal
dysfunction and discriminate between ALS and mimic dis-
orders. However, at the present time, TMS techniques are
mostly conducted only in the context of clinical research
[26]. Besides these neurophysiological tools, neuroimaging
techniques are experiencing an unprecedented development
in the field of ALS research, as attested by the variety of
approaches under investigation. These include radionuclide
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imaging techniques such as single-photon emission com-
puted tomography and positron emission tomography, as
well as conventional magnetic resonance imaging (MRI) and
its derived applications: diffusion tensor imaging, functional
MRI (both blood-oxygen-level dependent and resting-state),
and magnetic resonance spectroscopy [27]. Over the last
two decades, ALS neuroimaging has provided compelling
evidence of the pathological processes occurring in vivo at
the whole brain level, extending the notion of ALS as a
multisystem disease. It has also offered promising candidate
biomarkers [28]. Additional efforts must be done, however,
to standardize operating procedures between clinical centers
that would make these imaging techniques more widely
applicable at an individual level [29].

The objective assessment of ALS and the monitoring of its
progression most probably need the implementation of mul-
tipanel biomarkers, which combine neurophysiological and
neuroimaging criteria with molecular parameters measured
in tissues and biological fluids. At first glance, skeletal muscles
represent privileged “observers” of the process of motor
neuron degeneration. Thus, modifications in this tissue at the
molecular level, such as alterations in gene expression or pro-
tein amounts, can appropriately monitor disease progression
and the effects of disease-modifying drugs. Previous studies
revealed that the neurite outgrowth inhibitor Nogo-A was
expressed in muscles of ALS patients at levels that correlated
with the severity of the disease [30]. Also, the analysis
of the transcriptome of muscle biopsies showed that the
expression of selected groups of genes distinguished between
early and advanced muscle pathology in ALS patients [31].
A major limitation of these approaches relies on the fact that
performing a muscle biopsy, though easily accessible, remains
invasive and is not mandatory for the diagnostic examina-
tion of patients. Cerebrospinal fluid (CSF) also represents
an important source of biomarkers, since it communicates
directly with the brain parenchyma, and hence contains
proteins and metabolites, at a concentration relatively higher
than in other fluids, that can indicate the presence and extent
of aneurodegenerative process. Nevertheless, from a practical
point of view, blood appears to be the most suitable source
for biomarker discovery; it is easy to access and handle and
allows unharmful multiple testing at a low cost [20, 32]. On
the other hand, it must be assumed that its composition is
affected by biochemical changes in the brain and the spinal
cord (or the skeletal muscles) as a result of a pathological
process. Alternatively, alterations in the blood compartment
could intrinsically reflect a more widespread disease sharing
both central and peripheral manifestations. This minireview
revisits the results of many studies that investigated systemic
changes at the molecular and cellular levels in patients
with ALS. When appropriate, we compared these studies
to observations in the CSF, as a means to reinforce the
potential of the identified blood candidate biomarkers. In
essence, we performed a PubMed-based literature search on
keywords related to ALS biomarkers and blood, including
plasma and serum. The results are presented according to
major mechanisms involved in motor neuron degeneration.
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3. Biomarkers Related to Excitotoxicity

Excitotoxicity is a pathological process caused by the exces-
sive stimulation of glutamatergic receptors. It occurs when
the balance between release and reuptake of glutamate is dis-
rupted, which leads to disproportionate glutamate-induced
calcium influx, and subsequent neuronal toxicity and death
[7]. Several blood biomarkers have been proposed in relation
to this toxic pathway (Table 1). Ferrarese and coworkers [33]
showed a decrease in glutamate reuptake by platelets obtained
from ALS patients, and Poulopoulou and coworkers [34]
found that the expression of the metabotropic glutamate
receptor subtype mGLUR2, which is known to provide pro-
tection against excitotoxicity, was diminished in ALS T lym-
phocytes. Therefore, these findings reflected the characteris-
tic alterations of glutamate metabolism in the central nervous
system of ALS. This was confirmed by the high concentration
of glutamate detected in the CSF of many patients [35].
Homocysteine has been shown to facilitate both excitotoxic-
ity and production of reactive oxygen species. Several studies
reported increased levels of homocysteine in ALS patients
that correlated with the progression of the disease [36, 37].
On the other hand, it was also observed that the amount of
folate, which is involved in homocysteine catabolism, was
decreased, thus reinforcing the potential toxic mechanism
induced by homocysteine accumulation [36].

4. Biomarkers Related to Oxidative Stress

Oxidative stress is the result of an imbalance between the
production of reactive oxygen species, usually generated by
the mitochondrial respiratory chain, and their removal from
the cellular environment by antioxidant defenses. Strong evi-
dence supports the implication of an excess of reactive oxygen
species in inducing cell death in ALS [8]. Thus, numerous
biomarkers indicating the presence of oxidative stress in the
periphery have been proposed (Table 1). Babu and coworkers
[38] reported a reduction of the activity of catalase, glucose-
6-phosphate dehydrogenase, and glutathione reductase in
erythrocytes of ALS patients, and this reduction was shown
to be correlated with the duration of the disease. In another
study, the enzymatic activity of glutathione peroxidase and
SODI was also found to decrease in ALS erythrocytes; in
addition, reduced SODI activity correlated with the func-
tional status of the patients [39]. Contrasting with these
findings, Tuncel and coworkers [40] reported rather high
levels of SOD activity in erythrocytes of ALS patients that did
not correlate with the disease status. Further discrepancies
came from measures in the CSF, because both increased and
decreased SOD activities were revealed [41, 42]. Along with
the alteration of the activity of antioxidant enzymes, it must
be added that the overall peroxyl-scavenging capacity was
shown to be high in ALS patients, which was interpreted as
a protective mechanism [43]. However, the amount of uric
acid, which also possesses free radical scavenging activity, was
decreased, and this reduction was shown to be correlated with
the rate of disease progression [44]. Again, the fact that the
concentration of uric acid appeared rather increased in the
CSF of ALS patients contrasted with these findings [42].

Several metabolites involved in or derived from oxidative
stress reactions have also been proposed as biomarkers
(Table 1). Babu and coworkers [38] showed that the con-
centration of antioxidant glutathione was decreased in ery-
throcytes of ALS patients, and this reduction was correlated
with the duration of the disease. On the other hand, Bog-
danov and coworkers [45] found increased amounts of 8-
hydroxy-2'-deoxyguanosine (§OH2'dG), which is a product
of the oxidative injury to DNA. Furthermore, these authors
observed that 8OH2'dG levels were higher in ALS patients
with limb onset than in those with bulbar onset. The increase
in the concentration of 8OH2'dG was also found in the CSF
of ALS patients [46]. Similarly, the amounts of 4-hydroxy-2,3-
nonenal, a product of lipid peroxidation, and prostaglandin
E2, involved in free radical production, were found to be
increased in the serum, as well as in the CSF [47, 48]. Further-
more, the concentration of nitric oxide, which is also involved
in free radical production, was high in ALS patients, and
this increase correlated with the duration of the disease [49].
Finally, it is known that alterations in the metabolism of cel-
lular iron can induce oxidative stress. Mitchell and coworkers
[50] showed increased levels of L-ferritin but decreased
levels of transferrin in ALS patients, suggesting an aberrant
transport and storage of iron that could lead to toxicity.

5. Biomarkers Related to Inflammation

ALS is characterized by an uncontrolled recruitment of
microglial cells in the central nervous system and other
immune cells, which contribute to motor neuron degener-
ation via complex and as yet misunderstood mechanisms
[14]. Many of the factors involved in these inflammatory
reactions can be followed in the periphery as potential
biomarkers (Table 2). Therefore, the circulating levels of
eosinophil-derived neurotoxin, eotaxin, granzyme A and
granzyme B, high mobility group box 1 (HMGBI) autoanti-
body, interleukin-6, interferon-y, monocyte chemoattractant
protein-1 (MCP-1), tumor necrosis factor-a (TNF-«), tumor
necrosis factor receptor, and wide-range C-reactive protein
(wrCRP) were found to be increased in ALS patients [48-
51, 57-63, 67]. In contrast, levels of granulocyte-macrophage
colony stimulating factor (GM-CSF), 0X40, soluble receptor
for advanced glycation end products, and soluble tumor
necrosis factor-related apoptosis-inducing ligand were shown
to be decreased [50, 64, 66, 68]. In some cases, these changes
were associated with clinical parameters. The concentrations
of interferon-y, MCP-1, TNF-«, and GM-CSF correlated with
the duration of the disease [49, 50], and the levels of granzyme
B, HMGBI autoantibody, and wrCRP correlated with the
degree of severity [59, 60, 63]. As observed in blood, increased
levels of MCP-1 were detected in the CSF of ALS patients
[58]. However, other studies reported an increase of this
chemokyne only in the CSF [78].

Gene expression changes in immune cells have also
been proposed as candidate biomarkers for ALS (Table 2).
Thus, the expression of C-C chemokine receptor type 2
(CCR2) was decreased in monocytes obtained from ALS
patients [51, 52]. In addition, it was found that patients
with limb onset had less peripheral blood mononuclear
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TaBLE 1: Blood biomarkers related to excitotoxicity and oxidative stress.
Biomarker ALS Controls Finding Reference
High plasma level
80H2'dG 57 27H 14ND Higher level in limb versus bulbar [45]
onset
- Low erythrocyte activity
Antioxidant 20 20H 38
nuoxidant enzyme Correlated with duration [38]
Antioxidant status 28 20H High serum level [43]
Glutamate 42 40H 2IND Low platelet uptake [33]
. Low erythrocyte level
Glutath 20 20H 38
Hatione Correlated with duration [38]
GPX 88 50H Low erythrocyte activity [39]
HNE 85 16H 33ND High serum level (48]
L-Ferritin 29 36H High plasma level (50]
Folate 62 88H Low plasma level (36]
High plasma level
. 62 88H 36
Homocysteine Correlated with progression [36]
65 67ND High plasma level (37]
mGLUR2 20 20H 20ND Low T lymphocyte expression [34]
T High serum level
Nitric oxid 22 20H & 49
ficoxide Correlated with duration [49]
Prostaglandin E2 20 20H High serum level (47]
Red cell SOD 25 10H High level (40]
Low erythrocyte activity
SOD1 88 50H 39
Correlated with disease status 39
Transferrin 29 36H Low plasma level (50]
Uric acid 86 86H Low serum level (44]

Correlated with ALSFRS-R

H: healthy; ND: neurological/neurodegenerative disease; SOH2'dG: 8-hydroxy-2'-deoxyguanosine; ALSFRS-R: revised ALS functional rating scale; GPX:
glutathione peroxidase; HNE: 4-hydroxy-2,3-nonenal; mGLUR2: metabotropic glutamate receptor subtype 2; SOD1: Cu/Zn superoxide dismutase.

cells expressing CCR2 than patients with bulbar onset [53].
Similarly, Mantovani and coworkers [52] also reported a
decrease in the expression of human leukocyte antigen-DR by
ALS monocytes. Reinforcing the extent of the inflammatory
process, ALS patients also showed high levels of E-selectin,
which is a known cytokine-induced activator of endothelial
cells [56]. Finally, not only inflammatory factors but also
immune cells themselves underwent quantitative modifica-
tions that could have biomarker potential for ALS. Thus, the
amount of CD16+ peripheral mononuclear leukocytes was
higher in patients with bulbar palsy or predominant upper
motor neuron involvement than in patients with peripheral
symptoms [54]. Mantovani and coworkers [52] observed
less CD14+ monocytes but more CD4+ T lymphocytes in
the blood of ALS patients. These authors also found less
CD8+ cytotoxic T lymphocytes, although other studies rather
showed opposite findings [55]. Additional studies reported an
increase in the amount of natural killer T lymphocytes [55],
a high neutrophil-to-lymphocyte ratio [63], and a decrease
in the number of regulatory T cells [52, 55]. Moreover, the
amounts of these regulatory T cells correlated with the disease
progression rates [65].

6. Biomarkers Related to
Metabolic Dysfunction

Beyond motor neuron pathology, ALS is characterized by
several defects in energy homeostasis, including weight
loss, hypermetabolism, and hyperlipidemia [17]. Therefore,
measures of this metabolic dysfunction at the blood level can
have biomarker potential (Table 3). An increase in low- to
high-density lipoprotein cholesterol ratio, which is a typical
index of a metabolic syndrome, was observed in ALS patients,
and this increased ratio correlated with the survival rates [75].
In this respect, although the contribution of genetic variants
of apolipoprotein E (APOE) to ALS is debated [79], its role in
the regulation of cholesterol metabolism could influence the
course of the disease. Thus, Lacomblez and coworkers [70]
reported that APOE concentrations correlated with both the
rate of deterioration of the patients and their survival times.
As a more direct reflect of the degree of motor neuron degen-
eration, other studies measured the circulating concentration
of the key neuronal metabolite N-acetylaspartate and found
increased levels in ALS patients that correlated with the dis-
ease progression rates [76]. Similarly, the enzymatic activity
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TABLE 2: Blood biomarkers related to inflammation.
Biomarker ALS Controls Finding Reference
42 38H 34ND Low monocyte expression [51]
cCR2 51 75H Low monocyte expr.ession [52]
Low PBMC expression
50 40H Less CCR2 + PBMC:s in limb versus [53]
bulbar onset
CD14 + monocyte 51 75H Low level (52]
CD4 + T lymphocyte 51 75H High level (52]
CDI16 + leucocyte 27 8H 9ND High level in ALS subtypes [54]
CDS + T lymphocyte 51 75H Low level [52]
36 35H High level [55]
E-selectin 25 14ND High serum level (56]
EDN 44 44H 82ND High serum level (57]
Eotaxin 20 20ND High serum level (58]
Low plasma level
M-CSF 2 36H 50
GM-CS ? Correlated with duration [50]
High serum level
Granzyme A and B 30 30H Granzyme B level correlated with (59]
severity
HLA-DR 51 75H Low monocyte expression (52]
HMGBI autoantibody 61 40H 80ND High serum level [60]
Correlated with severity
IL-6 20 20ND High serum level in hypoxic patients [61]
High serum level
Interferon- 22 20H & 49
nterteron-y Correlated with duration [49]
85 16H 33ND High serum level but low in later stages (48]
MCP-1 27 30ND High serum level [62]
42 38H 34ND High plasma level (51]
High plasma level
29 36H 50
Correlated with duration (501
NK T lymphocyte 36 35H High level (5]
NLR 80 80H High ratio (63]
0X40 25 15H Low serum level [64]
51 75H Low level [52]
Low level
Regulat T cell 36 35H 55
cguiatory & ce Correlated with progression [[ 65}
54 3H High level in slow progression illness
Low level in rapid progression illness
sRAGE 20 20H Low serum level [66]
20 20ND High serum level in hypoxic patients [61]
TNF-« High serum level
22 20H & 49
Correlated with duration [49]
88 40H High plasma level (67]
TNF receptor 88 40H High plasma level (67]
TRAIL 25 20H Low serum level [68]
WICRP 80 80H High level [63]

Correlated with ALSFRS-R

H: healthy; ND: neurological/neurodegenerative disease; ALSFRS-R: revised ALS functional rating scale; CCR2: C-C chemokine receptor type 2; EDN:
eosinophil-derived neurotoxin; GM-CSF: granulocyte-macrophage colony stimulating factor; HLA-DR: human leukocyte antigen-DR; HMGBI: high mobility
group box 1; IL: interleukin; MCP-1: monocyte chemoattractant protein-1; NK: natural killer; NLR: neutrophil-to-lymphocyte ratio; PBMC: peripheral blood
mononuclear cell; sSRAGE: soluble receptor for advanced glycation end products; TNF-a: tumor necrosis factor-o; TRAIL: tumor necrosis factor-related
apoptosis-inducing ligand; wrCRP: wide-range C-reactive protein.
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TaBLE 3: Blood biomarkers related to endocrinology and metabolism.
Biomarker ALS Controls Finding Reference
. . High serum level
A 79 72H 69
nglogenin High level in limb versus bulbar onset [69]
Apolipoprotein E 403 109IND Plasma level correlated with [70]
progression and survival
CNTF 36 13H 30ND High serum level (71]
Creatine kinase 30 . High serum level in limb versus bulbar (72]
onset
Endoglin 25 25H Low serum level (73]
IGF 28 28H 4IND High serum level (74]
IGFBP-1 28 28H 4IND Low serum level [74]
LDL/HDL ratio 286 369H High plasma level [75]
Correlated with survival
High serum level
N-acetyl tat 112 51H 76
acelylaspartate Correlated with progression [76]
Transglutaminase 17 JIND Serum activity correlated with disease (77]

status

H: healthy; ND: neurological/neurodegenerative disease; CNTF: ciliary neurotrophic factor; HDL: high-density lipoprotein; IGF: insulin-like growth factor;
IGFBP: insulin-like growth factor binding protein-1; LDL: low-density lipoprotein.

of transglutaminase, viewed as an index proportional to the
extent of neuronal loss, appeared, both in blood and CSF, high
at the initial stages of the disease but very low at the end stages
[77]. Several angiogenic factors, connected with the control
of neovascularization, neurotrophicity, and metabolism, have
been proposed to be involved in ALS neurodegeneration [80].
Thus, Cronin and coworkers [69] reported an increase in
the levels of angiogenin that was more important in limb
onset patients than in bulbar onset patients. In contrast, the
amount of endoglin, another angiogenic factor, was found to
be reduced [73]. Levels of insulin-like growth factor (IGF),
which is known to activate anabolic pathways, were higher
in ALS patients, whereas those of IGF binding protein-1 were
lower, thus suggesting an impairment in the bioavailability of
this trophic factor [74]. Also, levels of creatine kinase, which
make ATP rapidly available to cope with energy demands,
were shown to be higher in ALS patients with lumbar onset, as
compared to those with bulbar onset [72]. Along with this, the
concentration of ciliary neurotrophic factor (CNTF), a potent
survival factor for motor neurons, was also high [71]. Taken
as a whole, these changes would probably indicate leakage
and/or overexpression of creatine kinase and CNTF from
diseased muscles.

7. Biomarkers Related to Neurodegeneration

The loss of motor neurons is the primary neuropathological
hallmark of ALS and, for this reason, many studies attempted
to identify blood biomarkers reflecting this cell death process
(Table 4). Apoptosis has been shown to play a crucial role in
motor neuron cell loss in ALS [81]. Thus, Ilzecka and cowork-
ers [82, 83] showed increased amounts of proapoptotic
interleukin-1$ converting enzyme/caspase-1and caspase-9 in
ALS patients; in addition, the increased levels of caspase-9
correlated with both the degree of severity and the duration of

the disease. Similarly, a nonnegligible proportion of patients
contained high levels of anti-Fas antibody, which is known
to activate Fas-dependent programmed cell death [84]. Also,
the concentration of cystatin C, which is a cysteine protease
inhibitor involved in apoptotic neuronal cell death, was
increased [85]. This study showed, however, that the amount
of cystatin C in the CSF of ALS patients was rather decreased
in a manner that correlated with disease progression and
survival [85].

It has been postulated that the release of components of
the degenerating axons into the circulation could indicate
the degree of axonal pathology and hence serve as potential
biomarkers for ALS (Table 4). Gaiottino and coworkers [86]
reported high levels of neurofilament light chain in the serum
of ALS patients, as also observed in the CSF [87]. Similarly,
the concentration of phosphorylated neurofilament heavy
chain (pNF-H) was increased in ALS patients [88], and this
increase correlated with a faster decline [89]. In agreement
with these findings, other studies also reported increased
CSF levels of pNF-H in patients with ALS [90, 91]. Finally,
the amount of S100-8, the release of which would reflect
the astrogliosis accompanying the dying motor neurons,
decreased during the course of the disease [92], as was also
the case in the CSF [93].

8. Other Blood Biomarkers

Many other blood alterations have been proposed as can-
didate biomarkers for ALS (Table 5). The amounts of the
extracellular matrix enzyme metalloproteinase-9 (MMP-9)
[99] and its extracellular matrix metalloproteinase inducer
(EMMPRIN) [95] were shown to be elevated in ALS patients.
In addition, increased levels of EMMPRIN and MMP-2,
another metalloproteinase, correlated with the severity of
the disease [95, 98]. Contrasting with these findings, other
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TABLE 4: Blood biomarkers related to neurodegeneration.
Biomarker ALS Controls Finding Reference
Anti-Fas 52 20H 22ND High serum level in ALS subtype (84]
High serum level
C -9 30 30ND 83
aspase Correlated with severity and duration [83]
Cystatin C 44 35H 25ND High plasma level (85]
ICE/Caspase-1 25 15H High serum level (82]
NFL 46 67H 97ND High serum level (86]
62 . Plasma and serum level correlated (89]
pNF-H with ALSFRS-R decline
71 40H 52ND High plasma level (88]
5100-p 4 2H Serum level correlated with (92]

progression

H: healthy; ND: neurological/neurodegenerative disease; ALSFRS-R: revised ALS functional rating scale; ICE: interleukin-13 converting enzyme; NFL:

neurofilament light chain; pNF-H: phosphorylated neurofilament heavy chain.

TaBLE 5: Other blood biomarkers.

Biomarker ALS Controls Finding Reference
CYorf72, ) oH Mononuclea.r cell bir.lding of mutant [94]
c9orf72 to tri-CH, histone residues
EMMPRIN 50 50H High serum level [95]
Correlated with severity
High serum level
ICTP 21 16ND 96
Correlated with duration o]
High level
Lead 184 194H & 97
- Correlated with risk of ALS [57]
MMP-2 30 15H Correlated with severity (98]
MMP-9 14 20H 45ND High serum level [99]
PICP 21 16ND Low serum level [96]
Cytoplasmic lymphomonocyte
16 13H 100
TDP-43 location in ALS subtype [100]
219 100H High plasma level (101]
Type IV collagen 30 30H 14ND Correlated with duration (102]

H: healthy; ND: neurological/neurodegenerative disease; EMMPRIN: extracellular matrix metalloproteinase inducer; ICTP: cross-linked telopeptide of type I
collagen; MMP: matrix metalloproteinase; PICP: propeptide of type I procollagen; TDP-43: TAR DNA binding protein-43.

studies did not observe increased levels of MMP-9 in the CSF
of ALS patients, suggesting that the systemic upregulation of
this metalloproteinase could indicate distal neuromuscular
degeneration [99,103]. Markers of the disruption of the extra-
cellular milieu were also reported. Thus, the concentration
of the propeptide of type I procollagen, which is an index
of collagen biosynthesis, appeared low in ALS patients. In
contrast, the amount of the cross-linked telopeptide of type
I collagen, which is an index of its degradation, was shown to
be increased in a way that correlated with the disease duration
[96]. Similarly, levels of type IV collagen also correlated with
the duration of the disease [102].

In accordance with studies implicating heavy metals in
the pathogenesis of ALS, Fang and coworkers [97] found
increased levels of lead, which was considered as a risk factor.
In support of these findings, high concentrations of lead were
also present in the CSF [104]. Thanks to the discovery of
mutations in tardbp and c9orf72, recent studies have provided
new insight into the genetic causes of ALS [3, 6]. Based

on these studies, de Marco and coworkers [100] reported
the accumulation of TDP-43 in the cytoplasm of circulating
lymphomonocytes obtained from patients bearing tardbp
mutations as well as from some patients without these
mutations. In addition, levels of TDP-43 were increased
in both blood and CSF [101, 105]. Finally, it was shown
that the characteristic binding of mutant forms of C9orf72
to trimethylated residues of histones can be detected in
mononuclear cells obtained from ALS patients [94].

9. Concluding Remarks

ALS is one of the most complex neurodegenerative diseases
for which satisfactory therapeutic strategies are still lacking.
Insufficient understanding of the mechanisms underlying
ALS together with the absence of reliable and powerful
diagnostic and prognostic biomarkers is a major cause for
concern. Over the last two decades, the search for biomarkers,
in particular from blood origin, has been huge. However,



despite intensive research, none of the proposed biomarkers
has been translated into effective tools in the clinical setting.
Several obstacles must be overcome before achieving the
desired results. First, the robustness of numerous studies in
terms of statistical power was often not enough, because of
the use of small cohorts of patients. Second, the cellular and
molecular changes that were shown to be significant in ALS
patients, as compared to healthy subjects, lacked specificity
in many cases when compared to other neurodegenera-
tive or neurological conditions. In this regard, potential
biomarkers should also be evaluated in more appropriate
control conditions that can mimic ALS, the exclusion of
which causes regularly diagnostic delays during early disease
stages, when patients present with only upper or lower
motor neuron signs [106]. Third, different studies on the
same candidate biomarker reported sometimes contradictory
results. To avoid this unwanted inconsistency, both the
choice of well-defined individuals and the standardization
of quantification methods should be mandatory. In this
respect, recent studies obtained more reassuring results when
measuring pNF-H levels in the CSF to discriminate between
ALS and control patients in a centralized, multicenter sample
collection approach [107]. Last but not least, it should be
strengthened that blood biomarkers might not always reflect
the motor neuron degenerative process of ALS as those
present in the CSF [108]. In fact, the blood-CSF barrier
and, in particular, the blood-brain barrier could impede the
crossing of diseased brain biomarkers towards the systemic
compartment. Contrasting with this view, it must be also
noted that the CSF is normally absorbed into the circulation
on a daily basis, allowing detection of potential biomarkers
in the periphery [109]. In addition, it is relatively accepted
that the integrity of the blood-brain barrier is perturbed
during the course of the neuropathological process of ALS
[110], which would favor a leakage of molecules into the
blood flow. In all, this could explain why many (but not
all) of the systemic alterations affecting candidate biomarkers
were associated with parallel changes in the CSE Despite
limitations and contradictory results, blood stands as an ideal
source of biomarkers. A more realistic perspective arises from
recent studies in the “omics” era (not treated in this review)
supporting that it is likely more appropriate to identify panels
of biomarkers, rather than focusing on a single gene, protein,
or metabolite, in order to gain sensitivity and specificity [111-
116]. Further investigations are therefore warranted.
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Ill. Modélisation de la SLA

Afin de comprendre les mécanismes physiopathologiques au niveau de I'organisme et aux
niveaux cellulaire et moléculaire, mais également pour la réalisation d’études pré-cliniques,
des modeles animaux ont été créés. Il en existe certains qui se basent sur les mutations
identifiées dans la SLA, et d’autres qui sont des modeles lésionnels. Dans ce chapitre, nous
en aborderons plus spécifiguement deux : les modéles mSOD1 et la compression nerveuse.
Toutefois, il est important de noter qu’il existe actuellement un fort développement des
modeles génétiques. Ces derniéres années, de nombreux nouveaux modeles ont été créés. I
existe plusieurs souris transgéniques basées sur le gene TDP-43. On trouve un modele de
délétion totale et des modeles de surexpression des génes TDP-43 murin ou humain
(Wegorzewska et al., 2009; Chiang et al., 2010). Il existe également différents modéles FUS
qui ont été générés soit en supprimant le gene FUS, soit en introduisant une forme tronquée
de ce gene (Scekic-Zahirovic et al., 2016). Enfin, concernant le gene C9ORF72, on dénombre
deux modeéles existants basés sur une perte de fonction et un gain de fonction (Koppers et
al., 2015). Malgré ce développement considérable, ces nouveaux modeles animaux restent
difficiles a utiliser car, d’une part, la surexpression des génes sauvages en elle-méme, est
déja toxique pour les animaux, mais d’autre part, la caractérisation du phénotype de ces

souris est encore peu connue.

1. Le modéle transgénique mSOD1

Les premiers en date a avoir été produits sont les modeles basés sur les mutations SOD1. En
1993, Rosen et collaborateurs (Rosen et al.,, 1993) ont découvert que certains patients
atteints de la forme familiale de SLA présentent des mutations dans le géne codant pour la
sodl. A la suite de cette découverte, un modele animal a été créé par introduction d’'une
mutation substitutive de I'arginine par la glycine en position 86 dans le géne murin codant
pour la sodl (Ripps et al.,, 1995). Cette mutation correspond a un des changements

retrouvés dans les cas familiaux de SLA, la mutation G85R.

Il existe d’autres modeéles murins basés sur des mutations de la SOD1. Créée en 1994 par
Gurney et collaborateurs (Gurney et al., 1994), la souris mSOD1%%** posséde plusieurs copies

du géne sod1l humain muté par substitution, en position 93 cette fois-ci, de la glycine par

26



I’alanine. Le modéle SOD1%*"®

(Wong et al., 1995) repose également sur la surexpression de
la SOD1 humaine, mutée en position 37. Enfin, créé en 1997 par Bruijn et collaborateurs
(Bruijn et al., 1997), la souris SOD1°®® posséde une SOD humaine inactive. De tous ces
modeles, la souris SOD1%%** a été la plus utilisée pour la compréhension des mécanismes
physiopathologiques de la SLA depuis ces 20 dernieres années. |l faut néanmoins noter que

G93A conserve son activité dismutase et cela nécessite Iutilisation

le transgéne humain SOD1
de souris surexprimant la forme sauvage de la SOD1 humaine comme contréle (Hayward et
al., 2002). En revanche, au sein de notre laboratoire, le modéle que I'on utilise est la lignée
SOD1%%F car elle présente certains avantages. Tout d’abord, la mutation G86R se trouve
dans le géne sod1 murin ce qui permet d’éviter d’éventuels dysfonctionnements de I'activité
transcriptionnelles liées a des différences inter-especes. Deuxiémement, le transgene

SOD1%%R ne possede plus d’activité dismutase. Cela présente alors 'avantage d’utiliser des

souris sauvages comme controles.

D’un point de vue phénotypique, la souris SOD1°*® est asymptomatique jusqu’a I’age de
deux mois et demi environ. Ensuite, elle va commencer a manifester, au niveau musculaire,
des activités électriques spontanées anormales, visibles par EMG et témoins de la
dénervation, sans toutefois présenter des signes de paralysie. On observe également une
diminution de I'amplitude du potentiel musculaire composé ainsi qu’une augmentation de
I'expression de I’ARN messager du récepteur cholinergique a, reflet de la dénervation
(Figure 3). Puis, vers approximativement I’dge de 3 mois, la pathologie s’installe et on voit
apparaitre des symptomes moteurs entrainant une altération des réflexes d’extension des
pattes postérieures. Ce phénomeéne évolue progressivement jusqu’a une paralysie totale et

au déces de I'animal.

D’un point de vue histopathologique, la souris SOD1®® présente, dés I'age de 2 mois et
demi, une diminution du nombre de motoneurones dans la moelle épiniére, une
dégénérescence des fibres myélinisées dans le nerf sciatique ainsi une atrophie musculaire

(Figure 4).
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Figure 3 : caractéristiques de dénervation de la souris SOD1°** (tiré de Halter et al., 2010)
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Figure 4 : caractéristiques histopathologiques de la souris SOD1 (tiré de Dupuis et al., 2000).
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2. Modeéle de dénervation

En parallele des modeéles génétiques qui tente de reproduire la SLA dans sa globalité, on
peut mimer seulement certains aspects de la SLA. C'est le cas soit par compression
nerveuse, soit par la section du nerf ou axotomie (Wood et al., 2011). Dans ce chapitre sera
présenté le modéle de compression nerveuse car c’est ce modéle qui a été utilisé au cours

de mes travaux.

La compression du nerf sciatique est un modéle de dénervation périphérique couramment
utilisé. Une lésion du nerf sciatique entraine des dommages au niveau des axones moteurs
et sensoriels, et permet d’évaluer le potentiel de régénération du systéeme nerveux
périphérique, puisque les axones doivent repousser jusqu’a leurs cibles musculaires. Ce
modele présente I'avantage de pouvoir se focaliser sur les phénomenes de dénervation et
réinnervation, qui sont aussi retrouvés au cours de la SLA. En effet, il a été observé dans les
muscles des patients, des jonctions réinnervées présentant un appareil post-synaptique
aplati et fragmenté, témoignant de [I'existence d’'un phénomeéne de réinnervation

compensatoire dans la SLA (Bruneteau et al., 2015).

IV. Hypothéses physiopathologiques de la SLA

Pendant de nombreuses années, la SLA a été considérée comme une pathologie affectant le
motoneurone de facon restreinte. En effet, la toxicité due a la protéine SOD1 mutée était
vue comme un phénomeéne autonome du motoneurone et sans implication dans d’autres
types cellulaires. Mais les études de ces dernieres années ont laissé place a une nouvelle
vision des choses. De nombreuses données ont mis en évidence que d’autres types
cellulaires avaient un role tout aussi important dans le processus pathologique. Dans cette
section, nous allons décrire brievement I'implication de différents types cellulaires dans

plusieurs mécanismes contribuant au processus pathologique de la SLA.
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1. Stress oxydant

Le stress oxydant est le résultat d’'un déséquilibre entre la production d’espéces réactives a
I'oxygene, appelées radicaux libres, principalement produits par la chaine de respiration
mitochondriale, et leur élimination par I'environnement cellulaire via des défenses anti-
oxydantes. La SOD1 se trouve parmi les défenses anti-oxydantes que possede la cellule pour

lutter contre I"'accumulation de ces radicaux libres.

Différents mécanismes pouvant expliquer la toxicité due aux mutations de la SOD1 ont alors
été proposés. Tout d’abord, il a été envisagé une perte de la fonction dismutase de la SOD1
conduisant a la surproduction de superoxydes. En effet, il avait été montré que chez les
patients présentant un allele muté de la SOD1, on observait une diminution de l'activité
dismutase d’au moins 50% ce qui conduisait a l'augmentation des concentrations de
péroxynitrite, puissant oxydant (Beckman et al., 1993; Deng et al., 1993). Cette hypothése a
été, par la suite, remise en question car il a également été montré que certaines mutations
de la SOD1 n’entrainaient pas de perte d’activité (Hayward et al., 2002). La deuxiéme
hypothése proposée concernait un mécanisme par lequel la forme mutée de la SOD1 ne
serait pas seulement inactive mais empécherait également la fonction de la SOD1 non mutée
exprimée par l'autre alléle (Rosen et al.,, 1993b). Il a également été proposé une
augmentation d’activité SOD1 conduisant a une augmentation des niveaux de péroxyde
d’hydrogéne et de radicaux hydroxyles (Lee et al., 2001). Quelques années plus tard, un
autre courant de pensées a vu le jour. Les hypothéses proposaient alors I'existence d’une
altération de la structure de la SOD1 conduisant a des modifications de conformation

tridimensionnelle (Museth et al., 2009; Perry et al., 2010; Araki et al., 2012) (Figure 5).

2. Excitotoxicité au glutamate

L’excitotoxicité est un processus pathologique causé par une stimulation excessive des
récepteurs glutamatergiques NMDA (N-methyl-D-aspartic acid) et AMPA (a-amino-3-
hydroxy-5-methyl-4-isoxazolepropionic acid) se trouvant sur les neurones post-synaptiques.
Cela se produit lorsque la balance entre le relargage et la recapture du glutamate est

déséquilibrée. Il a été montré que ce déséquilibre pouvait étre di a une activité
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inappropriée du neurone pré-synaptique, a une réponse inadaptée du neurone post-
synaptique ou encore aux deux a la fois. Cela conduit a une sur-activation des cascades
calcium-dépendantes activées par le glutamate et donc une toxicité neuronale puis la mort

des cellules.

Parmi tous les processus pathologiques mis en avant dans la SLA, il existe de nombreuses
preuves quant a I'implication d’'une neurotransmission excitatrice altérée comme facteur clé
(Figure 5). Tout d’abord, des taux plasmatiques de glutamate significativement plus élevés
chez les patients atteints de SLA ont été observés par comparaison avec des sujets sains, et
cette augmentation de glutamate correle avec la durée de la maladie (Plaitakis and
Constantakakis, 1993; Andreadou et al., 2008). Des anomalies dans la recapture du
glutamate ainsi que dans I'expression des transporteurs du glutamate ont également été
mises en avant chez les personnes souffrant de la SLA. En 1992, Rothstein et collaborateurs
démontrent que les patients SLA présentent une diminution significative de la vitesse de
recapture du glutamate par comparaison avec des patients atteints d’autres troubles
neurologiques (Rothstein et al., 1992). Plus tard, une diminution des transporteurs du
glutamate EAAT2 est observée chez les patients (Ferrarese et al.,, 2001). Toutes ces
observations peuvent étre expliquées par une hypothése qui est basée sur I'implication des
astrocytes dans cette excitotoxicité au glutamate. En effet, les astrocytes ont la propriété a
réguler les concentrations extracellulaires de glutamate. Ils jouent un réle fondamental dans
la modulation de I'excitabilité neuronale et dans la neurotransmission puisqu’ils permettent,
via leurs transporteurs EAAT2 et GLT-1, de recapter le glutamate libéré dans la fente
synaptique, afin d’éviter une trop grande stimulation des récepteurs glutamatergiques post-
synaptiques AMPA et NMDA. Une diminution de I'expression des transporteurs EAAT2 et/ou
GLT-1, entrainant une augmentation des concentrations extracellulaires de glutamate, est
observée chez la plupart des patients et des souris mSOD1 (Bruijn et al., 1997; Howland et

al., 2002).

Il a également été mis en évidence que les motoneurones avaient une forte vulnérabilité a
I’excitotoxicité glutamatergique. En effet, I'étude de Van den Bosch et collaborateurs en
2000, visant a évaluer les effets d’une toxicité induite par exposition a I'acide kainique sur
des cultures de motoneurones et de neurones de la corne dorsale de la moelle épiniére,

montre qu’aprés une courte exposition a cet analogue du glutamate, les motoneurones
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meurent tandis que les neurones de la moelle épiniére restent inaffectés. De plus, les
résultats démontrent que I'entrée excessive de Ca%*, conduisant a la mort des neurones,
serait régulée par la sous-unité GIuR2 des récepteurs AMPA, puisque |'absence de cette
sous-unité accroit la sensibilité au glutamate et donc la perméabilité au Ca** (Van Den Bosch

et al., 2000).

3. Agrégation protéique

A la maniére d’autres pathologies neurodégénératives comme la maladie d’Alzheimer, la
maladie de Parkinson, la maladie de Huntington ou les maladies génétiques a prions, la SLA
se caractérise par la présence, dans les neurones moteurs atteints, d’inclusions

cytoplasmiques et d’agrégats protéiques (Xiao et al., 2006) (Figure 5).

Les inclusions cytoplasmiques peuvent étre classées en deux catégories. On retrouve, de
facon récurrente chez tous les patients, des inclusions ubiquitinylées. De morphologie
variable, elles sont de deux types : les inclusions filamenteuses dites « Shein-like inclusions »
et les inclusions compactes de forme sphérique (Lowe et al., 1988). On observe également
les corps de Bunina qui sont des inclusions granulaires éosinophiliques présentes chez la

plupart des patients atteints de SLA (Tomonaga et al., 1978; Blokhuis et al., 2013).

Plusieurs protéines accumulées sous forme d’agrégats, dont les génes sont connus pour étre
mutés dans la SLA, ont été identifiées. La premiere d’entre elles a avoir été identifiée est la
SOD1. Elle est retrouvée uniquement dans les formes familiales de SLA (Rosen et al., 1993;
Blokhuis et al., 2013). Dans les cas de SLA non liés a la SOD1, d’autres protéines sont
impliquées. On observe de facon majoritaire, des agrégats ubiquitinylés de TDP-43 (Arai et
al., 2006). Ces agrégats TDP-43 sont présents dans les neurones spinaux et corticaux, dans
I'hippocampe, ainsi que dans les cellules gliales, chez les patients atteints d’'une forme
sporadique de SLA et chez les patients atteints d’'une forme familiale mais non liée a la SOD1
(Mackenzie et al., 2007; Tan et al.,, 2007). Des agrégats cytoplasmiques de FUS sont
également retrouvés chez les patients SLA porteurs de mutations de FUS, mais aussi dans
d’autres pathologies telles que la DFT (Neumann et al., 2009; Doi et al., 2010). Enfin,

d’autres protéines sont impliquées. Par exemple, de facon plus minoritaire, il y a des
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agrégats d’optineurine uniquement dans des populations japonaises. Il existe aussi des

agrégats d’ataxine-2 ou d’ubiquiline-2 (Blokhuis et al., 2013).

4. Altération du transport axonal

Il existe un mouvement continu de matériel, comme des protéines, des organites et des
ARNm, depuis le corps cellulaire du neurone jusqu’a sa terminaison axonale. On parle de
transport axonal antérograde, et inversement, on parle de transport axonal rétrograde. Ce
transport est indispensable au maintien du bon fonctionnement et de la structure de I'axone
et de sa terminaison. Il est assuré par les éléments du cytosquelette tels que les
microtubules, les microfilaments (appelés dans ce cas des neurofilaments) et les filaments
intermédiaires. Une perturbation dans I'organisation du cytosquelette du neurone peut alors

avoir de lourdes conséquences sur ce transport et conduire a la mort du neurone.

Dans la SLA, plusieurs altérations du cytosquelette, et par conséquent du transport axonal,
ont été observées (Figure 5). Des mutations ont été détectées dans les génes codant pour les
neurofilaments a chaine lourde et pour la périphérine conduisant ainsi a I'accumulation de
neurofilaments et d’inclusions de périphérine dans les neurones (Al-Chalabi et al., 1999 ;
Corbo and Hays, 1992; Corrado et al., 2011). Le gene codant la profiline, protéine impliquée
dans la polymérisation des filaments d’actine, présente également des mutations (Wu et al.,
2012). Par ailleurs, des mutations dans le géne codant la dynactine, protéine indispensable
au transport rétrograde, ont été documentées, montrant ainsi le rble direct d’'un
dysfonctionnement du transport axonal rétrograde dans la dégénérescence des
motoneurones (Puls et al.,, 2003). Un autre composant a également été mis en évidence
comme étant un facteur pouvant moduler la survie dans les formes sporadiques de la SLA :
la kinésine. Un polymorphisme dans le gene de la kinésine est associé a une expression
réduite de ce dernier et cela corréle avec une augmentation de la survie des patients

(Landers et al., 2009).

5. Dysfonctionnement mitochondrial

Des altérations de la structure et du fonctionnement des mitochondries constituent un trait

caractéristique de la SLA (Figure 5). A l'origine, des analyses histologiques de tissus
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provenant de patients SLA ont révélé une vacuolisation et un gonflement des mitochondries
et ce dans les neurones, les muscles et les nerfs intra-musculaires (Afifi et al., 1966). Ces
observations morphologiques ont été confirmées des années plus tard et confortées par des
altérations au niveau fonctionnel. Une diminution de I'activité du complexe | de la chaine

respiratoire a été observée dans la moelle épiniére de souris SOD1%%**

, entrainant une
réduction du ratio respiratoire et de la production d’ATP, (Mattiazzi et al., 2002). Ces
anomalies fonctionnelles ne se limitent pas seulement au systéme nerveux central
puisqu’elles ont également été documentées dans d’autres régions comme le foie ou les

muscles squelettiques (Dupuis et al., 2003; Echaniz-Laguna et al., 2006).

6. Stress du réticulum endoplasmique

Le réticulum endoplasmique (RE) est un organite multifonctionnel impliqué dans la synthése
de protéines et de lipides, le stockage du Ca** mais également dans le transport de ces
protéines fraichement synthétisées vers leurs cibles. Lorsque le bon fonctionnement de ce
RE est perturbé, par exemple, par la présence de protéines ayant une conformation
anormale, cela entraine un stress. Des capteurs de stress localisés au niveau du RE sont
présents pour permettre a la cellule de réagir en induisant une réponse médiée par des
protéines chaperonnes. Si cette réponse échoue a la restauration de l'intégrité cellulaire,
alors des cascades de signalisation conduisant a la mort cellulaire sont activées (Schroder
and Kaufman, 2005).

Dans la SLA, des anomalies morphologiques du RE ont été décrites a la fois chez les patients

et dans le modéle animal SOD1°%**

(Figure 5). Chez les souris, le RE rugueux apparait comme
étant dilaté avec un détachement des ribosomes et le Golgi est fragmenté. Chez les patients,
ce RE rugueux est également fragmenté (Oyanagi et al., 2008). De plus, au cours de la
maladie, il a été montré que la protéine mutée SOD1 s’accumule dans le RE ou elle forme
des agrégats et interagit avec certaines protéines chaperonnes impliquées dans la réponse
au stress du RE. Par exemple, la mSOD1 interagit avec la protéine Derlin-1 qui est
responsable du transfert des protéines mal repliées vers le protéasome pour étre dégradées.

De ce fait, il y a une accumulation de protéines anormales dans le RE provoquant un stress

(Nishitoh et al., 2008).
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7. Neuroinflammation

La neuroinflammation est une réponse qui fait intervenir un certain nombre d’éléments
cellulaires et moléculaires de I'inflammation dans le systéme nerveux central, en présence
d’un processus neurodégénératif ou d’une Iésion. Les principaux acteurs de cette réponse
inflammatoire sont les astrocytes, les microglies et les cellules immunitaires qui peuvent
étre, selon le contexte, neuroprotecteurs ou neurotoxiques. Depuis plusieurs années
maintenant, il est devenu évident que la neuroinflammation est un processus clé de la SLA

(Figure 5).

v’ Les astrocytes

En condition non-pathologique, les astrocytes sont a I'état quiescent. En cas de souffrance,
ils vont changer de morphologie pour s’activer et proliférer afin de sécréter différentes
molécules telles que des cytokines et des facteurs de croissance : on parle d’astrocytose. Ce
phénomeéne est largement observé dans la SLA, que ce soit chez les patients ou dans les
modeles animaux. Les zones cérébrales touchées par la dégénérescence, tout comme la
moelle épiniere, sont caractérisées chez les patients, par la présence d’'une importante
astrocytose (Kushner et al., 1991; Schiffer et al., 1996). Mais ce sont les modeles animaux
gui ont permis de mieux comprendre le role que joue ce phénomeéne d’astrocytose dans le

%34 montre

processus neurodégénératif. En 2003, une étude réalisée sur le modele SOD1
gue les motoneurones portant la SOD1 mutée survivent mieux lorsqu’ils sont entourés par
des astrocytes non mutés (Clement, 2003). De facon complémentaire, éliminer la SOD1
mutée dans les astrocytes des souris G85R permet de repousser le début de la maladie
(Wang et al., 2011). Cela démontre bien que les astrocytes jouent un role primordial dans la

pathologie.

Une hypothése concernant le role des astrocytes dans le processus neurodégénératif est
basée sur la sécrétion de facteurs neurotoxiques. Des études ont montré que des cytokines,
comme l'interféron gamma, sont retrouvées dans le LCR, le sérum et la moelle épiniere des
patients SLA (Babu et al., 2008; Liu et al., 2015). Une augmentation de la présence du NGF
(Nerve Growth Factor) a également été observée dans les astrocytes de la moelle épiniere

de souris SOD1°%**, au méme moment que I'expression motoneuronale accrue de son
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récepteur de mort cellulaire p75 (Pehar et al., 2004). Enfin, il a aussi été montré que les
astrocytes réactifs expriment fortement la COX-2 (Cyclooxygénase-2), enzyme responsable
de la production de PGE2 qui est un médiateur aux propriétés pro-inflammatoires.
L'expression de la COX-2 est augmentée dans les astrocytes de la moelle épiniere chez les
souris SOD1°%* aux stades présymptomatique et symptomatique, tout comme chez les

patients SLA (Almer et al., 2001; Maihofner et al., 2003).

v’ Les microglies

De facon similaire aux astrocytes, les microglies sont, en condition basale, a I'état de repos
et sont activées en cas de dommage neuronal, entrainant une forte réponse inflammatoire.
Une fois activées, les microglies vont passer par deux états d’activation différents : d’abord
I’état M1 qui est pro-inflammatoire, afin de sécréter des facteurs pour la réparation des
dommages, puis par I'état M2 qui est anti-inflammatoire et qui va prévenir la mort

neuronale (Crain et al., 2013).

Dans la SLA, des microglies actives sont retrouvées dans le cortex moteur, la moelle épiniere,
le tronc cérébral ou encore dans le LCR des patients (Kawamata et al., 1992; Bowerman et
al., 2013). Lors de I'état M1, pro-inflammatoire, les microglies vont produire des cytokines
pro-inflammatoires telles que le TNFa (Tumor Necrosis Factor), les interleukines 1B, IL-6, IL-
23, IL-12 et IL-8 ainsi que des chimiokines. Mais le passage a I'état M2, caractérisé par la
sécrétion de molécules anti-inflammatoires comme les interleukines IL-3, IL-4 et le TGF
(Transforming Growth Factor B), semble étre altéré dans la maladie, et il va y avoir, de ce

fait, une accumulation de signaux toxiques conduisant a la mort neuronale.

8. Altération du métabolisme de ’ARN

La découverte de I'implication des génes TDP-43 et FUS dans la SLA, tous deux codant pour
des protéines de liaison a 'ARN impliquées dans de nombreux aspects du traitement de
I’ARN (régulation de la transcription, épissage alternatif ou traitement des microARN), a
rapidement attiré I'attention sur I'altération du métabolisme de I’/ARN comme mécanisme
physiopathologique impliqué dans la maladie. L'expression de mutants TDP-43 et FUS

pourrait conduire a la formation d’un grand nombre de granules de stress dans le
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cytoplasme, qui deviennent alors toxiques pour les neurones, mais également a une

perturbation générale des phénoménes d’épissage (Ferraiuolo et al., 2011).

La figure 5 illustre la diversité des mécanismes physiopathologiques impliqués dans la SLA
comme le stress oxydant, I'excitotoxicité au glutamate, I'agrégation protéique, I'altération
du transport axonal, le dysfonctionnement mitochondrial, le stress du réticulum
endoplasmique, la neuroinflammation ou encore, comme il vient d’étre présenté,

I’altération du métabolisme de I’ARN.
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Figure 5 : mécanismes physiopathologiques impliqués dans la SLA
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V. Aspects périphériques de la SLA

1. Lajonction neuro-musculaire

Comme il I'a été mentionné dans le chapitre précédent, la SLA apparait désormais comme
une pathologie multicellulaire. Ces derniéres années, I’horizon s’est encore élargi avec
I'hypothese de |'origine périphérique de la pathologie et du rdéle qu’occupe le muscle
squelettique. Les études sur les modéles animaux mSOD1 se sont beaucoup concentrées sur
la compréhension du décours temporel qui caractérise la pathologie. La mise en évidence du
fait que le premier événement a survenir au cours de la maladie est la destruction de la
jonction neuromusculaire (JNM), et donc la perte du contact motoneurone/muscle, a fait
apparaitre ce dernier comme étant un acteur clé dans la pathologie (Fischer et al., 2004). La
mort motoneuronale avait, jusque-1a, une place centrale dans la pathologie, mais des études
ont montré que le fait d’empécher la mort de ces motoneurones, en bloquant I'apoptose qui
est le principal mécanisme mis en jeu, ne suffisait pas a empécher la destruction de la JNM ni
la progression de la maladie. Cela démontre bien que I'événement pathologique primaire qui
détermine la survie des animaux n’est pas la mort neuronale elle-méme mais la destruction
des JNM, et que les motoneurones « sauvés » ne sont pas en mesure de recréer des JNM

fonctionnelles (Gould, 2006; Rouaux et al., 2007).

Le réle du muscle est probablement I'un des sujets les plus débattus dans la SLA. Deux
grands points de vue s’affrontent. D’un coté le muscle est considéré comme n’ayant qu’un
role passif, et d’'un autre c6té, le muscle est vu comme participant activement au processus
pathologique. Il y a principalement deux études, basées sur la toxicité de la mSOD1, dont les
résultats vont dans le sens d’un réle passif du muscle dans la SLA. L'étude de Miller et
collaborateurs visait 8 moduler I'expression de la SOD1%%** dans le muscle et a évaluer les
effets sur l'initiation et la progression de la maladie. Pour ce faire, un lentivirus et un
adénovirus contenant un siRNA dirigé contre la SOD1 ont été injectés dans le muscle. Les
souris qui ont recu I'adénovirus, qui est capable d’étre pris en charge par le transport axonal
rétrograde, contrairement aux animaux injectés avec le lentivirus, qui n’agit que localement,
présentent une amélioration de leur force musculaire et une survie plus grande. Cela laisse a
penser que l'inhibition de I'expression de la SOD1 mutée dans le muscle n’a pas d’impact sur
la maladie (Miller et al., 2006). Cela a été confirmé par la seconde étude qui visait également

a réduire I'expression de la SOD1 spécifiguement dans le muscle a I'aide d’un shRNA injecté
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par voie intraveineuse. Les résultats ont montré que I'expression de la SOD1 est bien réduite
de 50% dans le muscle, mais que cette diminution de moitié n’a pas suffi a moduler la
progression de la maladie (Towne et al., 2008). L'ensemble de ces résultats semblent
indiquer que le muscle n’est pas un tissu qui exerce une influence sur |'apparition ou la

progression de la maladie.

Le muscle semble également jouer un role perturbateur dans les interactions trophiques au
niveau de I'axe neuromusculaire. La protéine Nogo-A, protéine inhibitrice de la croissance
neuritique, est fortement exprimée dans les muscles squelettiques des souris mSOD1
comme dans ceux des patients (Dupuis et al., 2002). Il a été montré que le niveau
d’expression de cette protéine est corrélé a I'état des patients (Jokic et al., 2005). De plus, il
a été montré qu’une surexpression de cette protéine dans un muscle sain conduit a une
dénervation, tandis que sa suppression chez les souris mSOD1 aboutit a une augmentation
de leur survie (Jokic et al.,, 2006). De plus, de récentes études ont montré que
I'augmentation de I'expression de la protéine MuSK, chez les animaux mSOD1, permet de
maintenir l'intégrité des jonctions et ainsi de retarder la dénervation et d’améliorer la
fonction musculaire (Hussain et al., 2013). Ces observations montrent que des modifications

de I'expression de certains genes musculaires peuvent moduler la pathologie.

2. Altérations métaboliques de la SLA

En paralléle de ces différentes observations définissant le réle du muscle dans la SLA, de
nombreuses altérations métaboliques, y compris au niveau musculaire, ont également été
mises en avant. En 2003, I'étude de Dupuis et collaborateurs a mis en évidence une
réduction de la production d‘ATP dans les muscles de souris SOD1°®® deés le stade
présymptomatique (Dupuis et al., 2003). Plus tard, en 2009, Dupuis et collaborateurs ont
démontré que lorsque I'on recrée un hypermétabolisme d’origine musculaire chez I'animal,
comme il est observé chez les souris mSOD1, la JNM en souffre. En effet, des souris
surexprimant la protéine découplante UCP1, au niveau du muscle, présentent une
détérioration de la JNM corrélée a des signes de dénervation. Ces résultats indiquent donc
gue des altérations métaboliques peuvent participer a la déstabilisation de I’'axe neuro-
musculaire (Dupuis et al., 2009). De plus, il a également été observé, chez les souris

SOD1%%R que le métabolisme musculaire est modifié dans le sens d’une stimulation du
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métabolisme de type oxydatif. En effet, des marqueurs lipidiques caractéristiques du
métabolisme oxydatif, tels que Pdk4, Lpl ou Cd36, ont une expression augmentée (Palamiuc
et al., 2015). L'ensemble de ces observations suggere une relation forte entre la gestion du
métabolisme des lipides et le devenir de la maladie. Cette notion est confortée par I'étude
de Dupuis et collaborateurs dans laquelle il a été montré qu’une diéte enrichie en graisses,

G86R

administrée a des souris SOD1°""", permet d’augmenter de 20% la survie de ces animaux

(Dupuis et al., 2004). Cela montre donc qu’une hyperlipidémie est bénéfique pour la souris.

L'idée générale selon laquelle le métabolisme lipidique jouerait un role dans la maladie est
retrouvée et appuyée par des observations faites chez les patients atteints de SLA. En effet,
de nombreuses études ont montré que ces patients, qu’ils soient atteints d’une forme
sporadique ou familiale, se caractérisent pas un hypermétabolisme accru et stable tout au
long de la maladie, une perte de poids importante ainsi qu’une hyperlipidémie (Desport et
al., 2001; Dupuis et al., 2008; Funalot et al., 2009). Par la suite, de nombreuses observations
ont indiqué que ces altérations métaboliques avaient un fort impact sur le pronostic de ces
patients. Des études soulignent le fait que cette hyperlipidémie est un facteur pronostic
primordial puisque les patients qui présentent un ratio LDL/HDL élevé vivent plus longtemps
que les autres (Dupuis et al., 2008; Dorst et al., 2011). L'IMC apparait ensuite comme étant
un facteur pronostic de taille. Un IMC faible est associé a une survie plus faible et une vitesse
de progression rapide et a I'inverse un IMC élevé corréle avec une survie plus longue (Jawaid
et al., 2010; Paganoni et al., 2011; Shimizu et al., 2012; Reich-Slotky et al., 2013). Par la suite,
il a été montré que le taux de graisse sous-cutanée est positivement corrélé a la survie des
patients (Lindauer et al., 2013) et que la malnutrition durant la maladie est un facteur
pronostique négatif (Marin et al., 2011). Des études épidémiologiques ont montré que
certains de ces parametres métaboliques sont des facteurs de risque. Par exemple, une
consommation élevée de carbohydrates au détriment de la consommation de lipides est
associée a un risque plus important de développer la maladie (Okamoto et al., 2009) et une
masse grasse corporelle plus importante réduit le risque de développer une SLA (Gallo et al.,

2013).
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VI. Les acides gras
1. Nomenclature et classification

1.1. Nomenclature

Les acides gras sont des molécules constituées typiquement d’une chaine carbonée
comprenant un groupement méthyle a une extrémité et un groupement carboxylique a
I'autre. lls peuvent étre désignés selon différentes nomenclatures. Tout d’abord, il existe la
nomenclature systématique ou standard de la IUPAC (International Union of Pure and
Applied Chemistry), selon laquelle les acides gras sont désignés en fonction de
I’hydrocarbure parent, et les doubles liaisons (s’il y en a) sont représentées par le symbole A,
qui renseigne sur la position de la premiére double liaison par rapport au groupement
carboxyle. La géométrie de ces acides pouvant changer en fonction de la position des
atomes autour des doubles liaisons, les préfixes cis et trans sont utilisés. La configuration de
la molécule est dite cis si tous les atomes d’hydrogene se trouvent du méme c6té du plan de
la double liaison et trans s’ils sont de part et d’autre de ce plan.

Ensuite, il existe une nomenclature appelée oméga qui est trés largement utilisée. Elle
reprend le nombre d’atomes de carbone composant la chaine, le nombre de doubles liaisons
et la position de la premiére double liaison. Celle-ci est indiquée par le symbole w et est
comptée a partir du groupement méthyle cette fois-ci. Il arrive parfois que le symbole w soit
remplacé par la lettre n. Cette nomenclature est trés empruntée du fait de sa simplicité et

parce que, de cette fagon, tous les principaux acides gras peuvent étre nommés.

Enfin, il existe la nomenclature triviale ou commune. Au fil des années, des noms simplifiés
sont apparus. La majorité de ces noms est issue des espéces végétales ou animales chez
lesquelles les acides gras ont été découverts. En revanche, ces noms usuels ne s’appliquent

gue pour les espéces existantes a I'état naturel.
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1.2. Classification et sources

1.2.1. Acides gras saturés

Les acides gras saturés (SFA) ne possédent aucune double liaison au sein de leur chaine

carbonée. De ce fait, ils présentent un grand nombre de conformations possibles. Chaque

liaison dans la chaine étant simple, elle a tout pouvoir de rotation. La chaine carbonée est

donc trés flexible (Cuvelier et al., 2004).

En fonction de la longueur de cette chaine, les

acides gras saturés sont classés en trois catégories. De 2 a 4 atomes de carbone, on trouve

les acides gras a chaine courte, de 6 a 10 atomes de carbone, nous avons les acides gras a

chaine moyenne et enfin, a partir de 12 atomes de carbone se trouvent les acides gras a

chaine longue (Tvrzicka et al.,, 2011). Les plus courants sont ceux constitués de 12 a 22

atomes de carbone. Les différents acides gras saturés sont résumés dans le tableau 6.

Tableau 6 : acides gras saturés

Symbole

Structure chimique

Nom IUPAC

(nomenclature
systématique)

commune)

Nom trivial (nomenclature

Cci1:0 CHOOH Méthanoique Formique
C2:0 CH3COOH Ethanoique Acétique
C3:0 CH5CH,COOH Propanoique Propionique
C4:0 CH3(CH,),COOH Butanoique Butyrique
Cc5:0 CH3(CH,)3COOH Pentanoique Valérique
C5:0iso CH3CHCH3CH,COOH Méthyl-3 butanoique Isovalérique
C6:0 CH3(CH,),COOH Hexanoique Caproique
C7:0 CH3(CH,)sCOOH Heptanoique Enanthique
C8:0 CH3(CH,)sCOOH Octanoique Caprylique
C9:0 CH3(CH,),COOH Nonanoique Pélargonique
C10:0 CH3(CH,)sCOOH Décanoique Caprique
Ci12:0 CH3(CH;)1,COOH Dodécanoique Laurique
C14:0 CH5(CH;),COOH Tétradécanoique Myristique
Ci16:0 CH5(CH;)14CO0OH Hexadécanoique Palmitique
C18:0 CH3(CH;)1,COOH Octadécanoique Stéarique
C20:0 CH5(CH;)sCOOH Icosanoique Arachidique
Cc22:0 CH3(CH;),,COOH Docosanoique Béhénique
C24:0 CH5(CH;),,COOH Tétracosanoique Lognicérique
C26:0 CH3(CH;),4CO0OH Hexacosanoique Cérotique
C28:0 CH5(CH;),6CO0OH Octacosanoique Montanique
C30:0 CH5(CH;),sCOOH Tricontanoique Mélissique

(Adapté de Cuvelier et al., 2004)
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L'acide palmitique (16 :0) et I'acide stéarique (18 :0) sont retrouvés dans de nombreuses
espéces végétales et animales, ils sont les plus abondants dans la nature. Ces espéces sont
retrouvées dans les matieres grasses telles que le beurre de cacao, par exemple. Les acides
gras saturés plus longs, possédant de 20 a 24 atomes de carbone, sont présents de facon
trés ubiquitaire mais en tres petites quantités. On les retrouve dans certaines huiles comme
I'huile de soja, d’olive, de mais, d’arachide ou encore de colza. Les acides gras ayant moins
de 12 atomes de carbone au sein de leur chaine sont essentiellement retrouvés dans le lait
des mammiféres alors que ceux qui possedent plus de 24 atomes de carbone sont plutot des
composants de cires protectrices formées par des plantes, des bactéries ou des insectes
(Cuvelier et al., 2004).

De nombreuses études ont montré qu’il existe un lien entre une augmentation des taux de
SFA et celle du risque de maladies cardiovasculaires. Il a été montré que les SFA sont
hypercholestérolémiants (Lamarche and Couture, 2014). En effet, les SFA augmenteraient
les taux de LDL ainsi que le cholestérol total dans le plasma. De plus, il a été montré que
remplacer les SFA par d’autres acides gras, notamment les acides gras poly-insaturés (PUFA),
serait bénéfique et permettrait de diminuer les proportions de particules LDL et des
triglycérides (Astrup et al., 2011; Lamarche and Couture, 2014). Les organisations de santé
recommandent de réduire la consommation de SFA a moins de 10% de I'apport énergétique

total.

1.2.2. Les acides gras mono-insaturés

Les acides gras mono-insaturés (MUFA) ne possédent qu’une seule double liaison dans leur
chaine carbonée qui peut se trouver en diverses positions. Il existe plus d’'une centaine de

MUFA mais les principaux sont ceux possédant entre 16 et 22 atomes de carbone.
- Les acides gras mono-insaturés cis

La configuration cis se produit lorsque deux atomes d’hydrogéne se trouvent du méme coté
du plan au niveau de la double liaison. Ces acides gras ont, de ce fait, une structure courbée.
Les principales espéces sont les acides oléique (C18 :1n-9c), vaccénique (C18 :1n-7c) et
palmitoléique (C16 :1n-7c). D’autres espéces sont beaucoup plus minoritaires telles que les

acides myristoléique (C14 :1n-5) ou érucique (C22 :1n-9).
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- Les acides gras mono-insaturés trans

Les acides gras en configuration trans ne possédent aussi qu’une double liaison mais cette
fois-ci, les atomes d’hydrogéne sont de part et d’autre du plan de la molécule. Il en résulte
une structure plane qui se rapproche beaucoup de celle des acides gras saturés. Les
principales espéces sont les acides élaidique (C18 :1n-9t) et trans-vaccénique (C18 :1n-7t).
Les MUFA trans ont deux origines principales. Certains sont dits naturels car ils sont produits
dans I'’estomac des ruminants par les bactéries qui y résident et sont ensuite incorporés dans
le lait. Les autres sont d’origine artificielle et sont synthétisés via un processus industriel
appelé I'hydrogénation. C'est un processus tres utilisé dans l'industrie alimentaire pour

donner de la consistance aux huiles insaturées et en prolonger la conservation. Les

principaux MUFA sont repris dans le tableau suivant 7.

Tableau 7 : acides gras mono-insaturés

Symbole

(nomenclature

Symbole

(nomenclat

Structure chimique

Nom
systématique

Nom commun

normalisée) ure oméga)
€12 :1(9) C12 :1w-3 CH3CH,CH=CH(CH,),COOH cis-9- Lauroléique
dodécénoique
C14:1(9) Cl4:1w-5  CH3(CH,);CH=CH(CH,),COOH cis-9- Myristoléique
tétradécénoique
€16 :1(9) C16 :1w-7  CH;(CH,)sCH=CH(CH,),COOH cis-9- Palmitoléique
hexadécénoique
C18:1(6) trans C18:1w-12 CH3(CH,)10CH=CH(CH_),COOH trans-6- Pétrosélaidique
octadécénoique
€18 :1(9) C18:1w-9  CH;(CH,);CH=CH(CH,),COOH cis-9- Oléique
octadécénoique
C18:1(9) trans C18:1w-9 CH3(CH;)10CH=CH(CH,),COOH trans-9- Elaidique
octadécénoique
C18:1(11) C18 :1w-7  CH;(CH,)sCH=CH(CH,)sCOOH cis-11- Vaccénique
octadécénoique
C18:1(11) C18 :1w-7  CH;(CH,)sCH=CH(CH,)sCOOH trans-11- Trans
trans octadécénoique vaccénique
€20:1(9) C20:1w-11  CHs(CH,)sCH=CH(CH,),COOH cis-9-icosénoique Gadoléique
€22:1(11) €22 :1w-11  CHs(CH,)sCH=CH(CH,)sCOOH cis-11- Cétoléique
docosénoique
C22:1(13) C22 :1w-9 CH3(CH,);CH=CH(CH,);;COOH cis-13- Erucique
docosénoique
C24 :1(15) C24 :1w-9 CH3(CH,);CH=CH(CH,),3COOH cis-15- Sélacholéique

tétracosénoique

(Adapté de Cuvelier et al., 2004)
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Le plus représenté des MUFA est l'acide oléique (18:1n-9). Il compte pour
approximativement 90% de tous les MUFA consommeés. On retrouve ces MUFA dans de
nombreux végétaux et graines (huile d’olive, huile de tournesol, huile de colza ou huile de
palme) mais aussi dans les graisses animales (Degirolamo and Rudel, 2010). Les MUFA en
configuration —cis semblent avoir des effets sur différents marqueurs associés aux maladies
cardiovasculaires. Une étude réalisée sur 7000 patients a fort risques cardiovasculaires a
montré que la consommation de MUFA est associée a un risque plus faible de troubles
cardiovasculaires, et donc de décés (Guasch-Ferre et al., 2015). Cependant, ces corrélations
ne sont correctes que pour des MUFA de type —cis. En effet, il est important de noter que les

MUFA de type —trans sont associés a un fort risque de maladies cardiovasculaires.

1.2.3. Les acides gras poly-insaturés

Les acides gras poly-insaturés (PUFA) possédent deux ou plus doubles liaisons dans leur
chaine carbonée. En fonction de la position de la premiere double liaison a partir du

groupement meéthyl, on distingue deux grandes familles de PUFA: les omega-3 qui

eme et |e 4eme

possedent la premiére double liaison entre le 3 carbone a partir du groupement

éme eme

méthyl et les omega-6 qui possedent leur premiére double liaison entre le 67 et le 7

carbone.

Chez les mammiferes, la totalité des PUFA dérivent de deux acides gras dits essentiels :
I’acide alpha-linolénique (C18 :3n-3) pour les oméga-3 et |'acide linoléique (C18 :2n-6) pour
les oméga-6. Ces précurseurs essentiels ne peuvent pas étre synthétisés par les mammiferes
et doivent donc étre absorbés par I'alimentation (Akoh and Min, 2008). Les différents

oméga-3 et oméga-6 sont repris dans le tableau 8.
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Tableau 8 : acides gras poly-insaturés

Symbole Symbole Structure chimique Nom Nom

(nomenclature (nomenclatu systématique commun
normalisée) re oméga)
€18 :2(9,12) C18 :2w-6 CH5(CH,)4CH=CHCH,CH=CH(CH,),COOH cis, cis-9,12- Linoléique
octadécadiénoiqu
e

C18 :2(9,trans 11) C18 :2w-7 CH;(CH,)sCH=CHCH=CH(CH,);COOH cis,trans-9,11- Ruménique
octadécadiénoiqu
e

C18 :2(trans 11,12) C18 :2w-6 CH;(CH,)4CH=CHCH=CH(CH,)gCOOH trans,cis-10,12- Linoléique
octadécadiénoiqu conjugué
e trans-10, cis-
12
€18 :3(6,9,12) C18 :3w-6 CH3(CH,)3(CH,CH=CH)3(CH,),COO0H cis,cis, cis-6,9,12-  y-linolénique
octadécatriénoiq
ue
€18:3(9,12,15) C18:3w-3 CH3(CH,CH=CH)5(CH,),COOH cis,cis,cis-9,12,15-  a-linolénique
octadécatriénoiq
ue
C18:3(9,trans C18:3w-5 CH3(CH,)3(CH=CH);(CH,),COOH cis, trans, trans- a-éléostéarique
11,trans 13) 9,11,13-
octadécatriénoiq
ue
€20:4(5,8,11,14) C20:4w-6 CH3(CH,)4(CH=CHCH,)3CH=CH(CH,);COOH cis, cis, cis- Arachidonique
5,8,11,14-
icosatétraénoique
€20:5(5,8,11,14,17)  C20:5w-3 CH5CH,(CH=CHCH,),CH=CH(CH,)3COOH cis, cis, cis, cis, cis-
5,8,11,14,17-

icosapenaénoique

C22:5(4,8,12,15,19) C22 :5w-3 CH3CH,CH=CH(CH,),CH=CHCH,(CH=CH(CH,), cis, cis, cis, cis, cis- Cuplanodoniq
)sCOOH 4,8,12,15,19- ue
docosapentaénoi
que

€22:6(4,7,10,13,16, C22 :6w-3 CH53CH,(CH=CHCH,)sCH=CH(CH,),COOH cis, cis, cis, cis, Cis, ci
19) s-4,7,10,13,16,19-
docosahexaénoiq

ue

(Adapté de Cuvelier et al., 2004)

Parmi tous les PUFA, les espéces les plus représentées sont les acides linoléique (18 :2n-6) et
alpha-linolénique (18 :3n-3). L’acide linoléique est le plus distribué et également le plus
abondant, on le retrouve dans les huiles végétales telles que I'huile de tournesol, de soja, de
mais ou de sésame. L'acide alpha-linolénique, quant a lui, est retrouvé dans les huiles
végétales hautement insaturées. Les PUFA qui possédent plus de carbone au sein de leur
chaine et qui possédent plus de 4 doubles liaisons, sont uniquement présents dans les huiles

de poisson (Cuvelier et al., 2004).
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1.3. Effets biologiques et propriétés

1.3.1.Stockage et source d’énergie

Les acides gras sont des molécules pouvant étre cassées et oxydées afin de fournir de
I’énergie nécessaire pour la maintenance, la croissance et la reproduction des systémes
biologiques (Turner et al., 2014). lls sont principalement stockés sous forme de triglycérides.
Ces derniers constituent le stock d’acides gras le plus important de I'organisme localisé
essentiellement dans le tissu adipeux mais aussi dans les muscles squelettiques et le plasma

(Horowitz and Klein, 2000).

Les acides gras ont une valeur énergétique deux fois plus grande que les protéines ou le
glucose. En effet, ils fournissent 9 kilocalories par grammes consommés contre 4 pour les
glucides et les protéines. Par ailleurs, ils nécessitent moins d’eau pour leur stockage

(Kremmyda et al., 2011).

Les acides gras sous forme de triglycérides sont les substrats énergétiques préférentiels du
muscle qui est le plus gros consommateur, suivi du myocarde et du foie. L'énergie sous
forme d’acides gras va étre libérée dans des situations de jeQine, d’exercice physique, de
stress ou encore d’exposition au froid a I'aide d'un processus appelé lipolyse. Elle
correspond a I’hydrolyse des triglycérides stockés, c’est-a-dire a leur dégradation en trois
acides gras libres et une molécule de glycérol. Les molécules ainsi libérées pourront étre
utilisées par les tissus périphériques comme source d’énergie (les acides gras) et comme

précurseurs néoglucogéniques (le glycérol).

1.3.2.Composants des membranes cellulaires

Les acides gras, sous forme de phospholipides, sont les composants structuraux principaux
des membranes plasmiques. Les phospholipides sont des molécules composées d’une téte
hydrophile (choline, éthanolamine, sérine ou inositol) et d’une queue hydrophobe
constituée d’'un ou plusieurs acides gras. Cette configuration particuliere permet alors la
formation de la bicouche phospholipidique, caractéristique des membranes cellulaires, par
un arrangement spécifique des queues hydrophobes dans la partie interne, et des tétes

hydrophiles dans la partie externe de la membrane (Kremmyda et al., 2011).
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Les propriétés de ces membranes peuvent largement étre influencées en fonction de la
présence ou non de cholestérol et protéines de différents types, mais surtout par la nature
des acides gras qui composent les phospholipides. En effet, plus ces acides gras possédent
d’atomes de carbone et de doubles liaisons, plus la fluidité de la membrane est importante.
A l'inverse, plus les phospholipides sont composés de SFA moins la membrane est fluide.
Cela s’explique par le fait que les acides gras insaturés, et notamment ceux avec des doubles
liaisons en configuration cis, ont une structure courbée qui occupe plus d’espace ce qui

augmente la fluidité membranaire (Kremmyda et al., 2011).

1.3.3.Isolants thermiques

Il existe chez les nouveau-nés humains et chez de nombreuses espéces animales adultes un
tissu adipeux particulier qu’on appelle tissu adipeux brun. Il differe du tissu adipeux blanc,
gue I'on trouve chez les adultes, par la présence, de nombreuses gouttelettes de graisse et
de mitochondries a l'intérieur des adipocytes. Ce tissu adipeux brun a pour fonction de
produire de la chaleur pour maintenir la température du corps a 37°C (Ducimetiére, 1997).
Le mécanisme thermogénique s’explique par le découplage par la protéine UCP1, entrainant
une dissociation et favorisant la production de chaleur au détriment de la production d’ATP

(Ricquier, 2011).

1.3.4.Signalisation

Les acides gras sont connus pour étre des ligands de certains récepteurs nucléaires, régulant
ainsi I'activité cellulaire. Les acides gras insaturés et particulierement les PUFA de type
oméga-3 sont des ligands préférentiels des récepteurs PPAR (Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor). Ces récepteurs sont régulés par des acides gras pour contrdler le
métabolisme de ces derniers. C'est pourquoi on appelle ces récepteurs PPAR des « senseurs
lipidiques ». De facon résumée, PPARa et PPARB/S sont responsables de la consommation
énergétique tandis que PPARy est plutot impligué dans le stockage d’énergie par
augmentation de l'adipogénése (Grygiel-Gdrniak, 2014; Janani and Ranjitha Kumari, 2015;

Palomer et al., 2015). Les PUFA peuvent également interagir avec les facteurs de
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transcription LXR a et B (Liver X Receptor) et RXR (Retinoic X Receptor) afin de stimuler
I’expression des genes impliqués dans ’homéostasie énergétique (Yoshikawa et al., 2002).
Par ailleurs, il a été montré que les PUFA sont capables de supprimer la lipogenése de novo
dans le foie en inhibant I'activité du récepteur SREBP-1c (Sterol Regulatory Element Binding

Protein 1c) (Nakamura et al., 2014).

1.3.5.Précurseurs de médiateurs lipidiques

Certains PUFA comme I’AA (20 :4n-6), I'EPA (20:5n-3) et le DHA (22 :6n-3), sont les
précurseurs d’un certain nombre de dérivés lipidiques jouant des réles majeurs dans les
processus d’inflammation. Ces dérivés sont appelés des eicosanoides. Il existe plusieurs
catégories d’eicosanoides en fonction de la sous-famille d’acides gras dont ils sont issus et de

leurs roles.

Classiquement, on admet que les dérivés provenant des omega-3 ont des propriétés anti-
inflammatoires, tandis que ceux provenant des omega-6 sont plutét pro-inflammatoires.
Parmi les dérivés provenant des omega-6, on trouve les prostaglandines, les leucotriénes et
les thromboxanes de la série 2 ou encore des lipoxines. Concernant ceux qui sont issus des
omega-3, on trouvera également des prostaglandines, des leucotrienes et des thromboxanes
mais de la série 3 ainsi que des résolvines. Les prostaglandines issues de I’AA ont des
propriétés pro-arythmiques alors que celles issues de I'EPA sont anti-arythmiques. Les
prostaglandines provenant des omega-6 favorisent la production de cytokines
inflammatoires telles que les IL-6. Les thromboxanes issues des omega-6 présentent un
potentiel vasoconstricteur, et a linverse, ceux issues des omega-3 favorisent Ia
vasodilatation. Concernant les leucotrienes, ceux issues des omega-6 augmentent la
perméabilité vasculaire et entrainent la production de ROS et d’interleukines. Les résolvines
issues de I'EPA, quant a elles, réduisent I'inflammation via la suppression de la synthése de

cytokines et chimiokines (Schmitz and Ecker, 2008).
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2. Les acides gras comme témoins du statut métabolique

Les acides gras font partie de nombreux types de lipides comme les triglycérides, les
phospholipides, les sphingolipides, les sphingomyélines ou encore les céramides. De ce fait,
étudier la composition en acides gras d’un tissu ou d’un fluide biologique, comme le sang,
revient a évaluer le métabolisme lipidique en général.

Parmi les différentes voies de synthése des acides gras, la désaturation (ou introduction
d’une double liaison dans la chaine hydrocarbonée), en position A9, est prise en charge par
I’enzyme Stearoyl-CoEnzyme A Desaturase (SCD). Ainsi, les SFA 16 :0 et 18 :0 sont convertis
en MUFA 16 :1 et 18 :0, respectivement (Figure 6). Les index SCD, mesurés a I'aide des ratios
produit/substrat 18 :1/18 :0 et 16 :1/16 :0, sont alors utilisés comme témoins d’une activité
lipogénique. Il est admis qu’un index SCD élevé est associé a I'obésité et a des conditions
pathologiques comme le diabéte métaboliques (Vessby et al., 2013; Vinknes et al., 2013;
Matthan et al., 2014).

Quant aux PUFA, les voies de syntheése des omega-3 et omega-6 sont deux voies bien
distinctes qui ont toutefois des enzymes en commun comme les désaturases A5 (FADS1) et
A6 (FADS2) et les élongases ELOVL2 et ELOVLS. Il est important de garder a I'esprit que, chez
les mammiféres, méme si ces deux voies partagent les mémes enzymes, il ne peut y avoir
d’inter-conversion entre les deux familles de PUFA (Figure 3). Plusieurs index ou ratios,
établis a partir des voies de synthése des PUFA, reflétent aussi le statut métabolique de
I'organisme. L'index omega-3, correspondant a la somme des taux d’EPA et de DHA, est
couramment utilisé pour évaluer la composition des tissus en omega-3 de facon globale. Un
index omega-3 élevé est associé a une diminution du risque cardiovasculaire (Harris, 2008).
Le ratio w6/w3 permet d’évaluer la balance entre les deux familles de PUFA. Un ratio élevé,
en faveur des w6, est associé a une augmentation des processus inflammatoires ainsi qu’a
une forte prédisposition pour I'obésité et le diabete (Simopoulos, 2010). Les rendements
globaux des voies de synthése des omega-6 et des omega-3 peuvent étre estimés a l'aide
des ratios AA/LA et EPA/ALA, respectivement. Enfin, les activités des différentes désaturases
et élongases peuvent également étre estimées a l'aide de ratios. Pour l'activité de la
désaturase FADS1, le ratio AA/DGLA est utilisé. Quant a la désaturase FADS2, on utilise le
ratio GLA/LA, et pour I'activité relative de I'élongase 5 (ELOVL5), c’est le ratio DGLA/GLA qui

est utilisé (Pickens et al., 2016). La détermination de la composition en acides gras d’un
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échantillon se fait grace une technique spécifique : la chromatographie en phase gazeuse
(CG). La CG est une technique de chimie analytique qui permet d’analyser les différentes
molécules constituants des meélanges plus ou moins complexes. Elle s’applique
principalement aux composés gazeux ou susceptibles d’étre vaporisés par chauffage, sans
décomposition. Les acides gras peuvent étre extraits de tous types de tissus grace a la
méthode de Bligh and Dyer (Bligh and Dyer, 1959). Cette méthode d’extraction se base sur
I'utilisation d’un mélange de solvants apolaires, fait de méthanol et de chloroforme,
permettant la séparation des protéines et des lipides totaux. Afin d’augmenter la volatilité
des acides gras et, par conséquent, leur détection, une transestérification est réalisée. Cela
consiste en une saponification suivie d’une méthylation (Figure 7). Les acides gras sont
ensuite récupérés dans de I'heptane et ce mélange est injecté dans la colonne du
chromatographe. Les différents acides gras vont ainsi migrer tout le long de la colonne grace
a un gaz vecteur (hélium) et en sortir a différents temps de rétention selon leur affinité pour
la phase stationnaire de la colonne. Les acides gras sont détectés a la sortie de la colonne
par un systéme a ionisation de flamme. Les pics obtenus sur les profils d’acides gras sont
identifiés par comparaison a ceux obtenus pour un mélange standard connu (Figure 8). Le
GC est donc un élément essentiel pour I'analyse de la composition en acides gras et, par

conséquent, de I'estimation du bilan métabolique, voire énergétique, de I'organisme.
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Figure 6 : voies de synthése des acides gras chez les mammiféres (Hussain et al., 2013)
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Broyage tissus

Prélevement 200ul de broyat

Ajout 2ml du mélange chloroforme/méthanol 1/2 v/v
Vortex, sonicateur

Incubation 1h, +4°C, obscurité

Ajout 0,5ml de chloroforme et 625ul de KCI 0,88%
Vortex, sonicateur

EXTRACTION

Centrifugation 5min, 15°C, 2500g

|

Récupération phase inférieure
Evaporation sous flux d’azote

Ajout 100ul de méthanol et 100ul de KOH 11%

|

Incubation 20min, TA, obscurité

|

Sonicateur

Ajout 200pl heptane

TRANSESTERIFICATION

Centrifugation 5min, 15°C, 2000g

|

Récupération phase supérieure

|

Injection 1pl colonne

Figure 7 : protocole d’extraction des acides gras selon la méthode de Bligh and Dyer
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3. Les acides gras et le systeme nerveux

La plupart des études sur les roles des acides gras dans le systeme nerveux se sont
intéressées aux PUFA puisqu’ils constituent la majorité des acides gras présents dans le
cerveau (Lauritzen et al., 2016). Les PUFA sont indispensables pour le systeme nerveux tout
au long de la vie d’un individu. Tout commence lors du développement embryonnaire in-
utero. A partir du 3°™ trimestre de grossesse, le développement du cerveau est maximal et
les besoins en PUFA sont trés importants. Ces PUFA, et plus précisément ces omega-3, vont
étre fournis par la meére via le placenta. Ensuite, c’est via le lait maternel que ces acides gras
vont étre apportés. |l apparait alors évident que I'alimentation de la meére va jouer un réle
majeur dans la disponibilité et donc I'apport en omega-3. De nombreuses études se sont
penchées sur les effets d’'un apport en omega-3 et le développement des enfants mais les
résultats obtenus restent relativement controversés. Certaines études ont montré que les
enfants, dont les méres ont recu une supplémentation en omega-3 durant la grossesse,

présentent des Ql plus élevés et une acuité visuelle ou des fonctions cognitives plus

développées tandis que d’autres études n’ont pas montré de différences (Karr et al., 2011).

Les acides gras sont également trés importants pour le développement et le maintien des
fonctions cognitives chez I'adulte. Pour citer quelques exemples, I'étude de Fontani et
collaborateurs a montré qu’une supplémentation en omega-3 est associée a une meilleure
attention, une meilleure humeur et des temps de réaction amoindris pour certaines taches
cognitives (Fontani et al., 2005). De meilleures capacités de mémorisation semblent
également étre associées a la consommation d’omega-3. L'étude d’Eskelinen et
collaborateurs a montré que des sujets ayant une alimentation riche en omega-3 présentent
de meilleurs résultats pour des tests de mémoires épisodique ou sémantique (Eskelinen et

al., 2008).

Enfin, les PUFA permettent de lutter contre le vieillissement naturel du cerveau, qui se
caractérise, entre autres, par une diminution des taux de DHA (Janssen and Kiliaan, 2014).
Ainsi, une alimentation enrichie en omega-3 est associée a une diminution du risque

d’altération des fonctions cognitives chez les sujets agés (Kalmijn et al., 2004).
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Le passage a une alimentation plus calorique, a la consommation d’aliments toujours plus
transformés ainsi que la réduction de l'activité physique ont, de nos jours, un impact
considérable sur la santé. De nombreuses études ont mis en avant un grand nombre de
preuves quant a l'implication de la qualité de I'alimentation et donc au réle des lipides dans
I'apparition de troubles neurologiques. Les acides gras, et particulierement les PUFA, sont
des facteurs clé qui contribuent a un grand nombre de processus biologiques comme la
neurotransmission, la neurogéneése, la survie cellulaire, la neuroinflammation ou encore
dans le développement neuronal. Ce sont ces mémes processus qui sont altérés dans les
maladies neurologiques.

Des changements dans la composition en acides gras apparaissent étroitement liés a
certains troubles neuropsychiatriques comme la dépression, la schizophrénie ou les troubles
bipolaires. Ainsi, les proportions de différents acides gras, a la fois des SFA, des MUFA et des
PUFA, sont altérées chez des patients atteints de dépression (Conklin et al., 2010; Lin et al.,
2010; Hamazaki et al., 2012). Des modifications similaires ont été rapportées chez des sujets
atteints de troubles bipolaires ou de schizophrénie. On observe, dans le sérum, une
augmentation du ratio EPA/DHA ainsi qu’une diminution des niveaux d’EPA et d’omega-3
totaux. Ces mémes observations sont faites dans les fractions cellulaires sanguines des
patients (Chiu et al., 2003; Lin et al., 2010; Hamazaki et al., 2012; Bozzatello et al., 2016).

Par ailleurs, des altérations de la composition en acides gras sont également associées a des
processus neurodégénératifs. Des analyses sur des tissus post-mortem de patients atteints
de la maladie d’Alzheimer ont révélé une diminution des taux d’'omega-3 dans I"hippocampe
et le lobe frontal, qui sont les régions les plus affectées par la maladie (Yehuda et al., 2002).
Une diminution des niveaux de DHA et d’acide oléique ont également été mises en avant
chez des patients atteints de la maladie d’Alzheimer (Martin et al., 2010). La maladie de
Parkinson se caractérise aussi par des altérations dans la composition en acides gras. L'étude
de Fabelo et collaborateurs a décrit une réduction des niveaux de DHA et d’AA dans le cortex
frontal de patients atteints de cette maladie (Fabelo et al., 2011). Quelques études se sont
également intéressées a la composition en acides gras dans la SLA. Des différences
significatives des proportions d’acides gras et des variations des index ont été décrites dans
la moelle épiniere et le cortex de patients atteints de SLA. En effet, des taux
significativement réduits de DHA ont été observés parallelement dans la moelle épiniéere

(llieva et al., 2007).
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Enfin, a la suite de ces observations et connaissant les propriétés neuroprotectrices des
PUFA, des études se sont intéressées aux potentiels effets bénéfiques que pourrait avoir une
supplémentation en acides gras sur ces maladies via des approches nutritionnelles. Plusieurs
études réalisées sur des patients dépressifs ou atteints de troubles bipolaires ont montré
gu’une supplémentation en omega-3 diminue leurs symptémes (Peet and Horrobin, 2002;
Frangou et al., 2006). De méme, il semblerait aussi que ces approches nutritionnelles aient
un effet positif sur les maladies neurodégénératives. Des souris transgéniques surexprimant
une forme humaine mutée de I’APP, précurseur responsable de la synthese du peptide
amyloide B, ont été nourries avec une alimentation enrichie en DHA. Ces animaux
présentent alors une diminution des taux de peptide AB ainsi qu’une réduction des plaques
amyloides caractéristiques de la maladie d’Alzheimer (Amtul et al.,, 2011a). Une
supplémentation en acide oléique a également montré des effets bénéfiques en diminuant

la production du peptide AB et des plaques (Amtul et al., 2011b).
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Objectifs



Nous avons vu que la SLA est une maladie qui se caractérise par de nombreuses altérations
de 'homéostasie énergétique, telles qu’un hypermétabolisme ou une dyslipidémie, et que
ces perturbations métaboliques ont une influence sur la survie des patients. Nous savons
également que les acides gras jouent un réle fondamental dans le développement du
cerveau, ainsi que dans le maintien de son bon fonctionnement tout au long de la vie. La
composition en acides gras des lipides, altérée dans de nombreuses pathologies
neurodégénératives et désordres mentaux, est considérée aujourd’hui comme un bon
témoin du statut métabolique et de ce fait, comme un biomarqueur potentiel a visée

diagnostique et/ou pronostique.

Dans ce contexte, I'objectif de ma these était, dans un premier temps, d’identifier des
changements dans la composition en acides gras dans le sang, des patients atteints de SLA.
Dans un second temps, le but était de tester des approches pré-cliniques afin d’évaluer
I'impact de la modulation des changements observés sur le fonctionnement du systéme

moteur.

Mes travaux se sont articulés autour de deux grands axes : d’une part, les changements dans
la composition en SFA et MUFA, et d’autre part, ceux dans la composition en PUFA. Le
premier chapitre de cette thése traitera de I'analyse des modifications de la composition en
SFA et en MUFA dans le sang de patients atteints de SLA, et de leur utilité en tant que
biomarqueur de la maladie. Le second chapitre sera destiné a I'étude des effets de la
modulation de l'activité SCD, responsable de la conversion des SFA en MUFA, sur la

progression de la maladie dans le modéle murin SOD1%%F

. Le troisieme chapitre se
rapportera a I'analyse de la composition en PUFA, dans le sang de patients atteints de SLA.
Cette étude traitera plus particulierement du caractére spécifique de ces changements et de
leur capacité a prédire I'’évolution de la maladie. Enfin, le dernier chapitre dissertera sur
I'utilisation d’une approche nutritionnelle, via un enrichissement en omega-3, dans la

modulation de la récupération fonctionnelle de I'axe neuromusculaire en réponse a une

|[ésion nerveuse.
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Résultats



CHAPITRE |

Les acides gras saturés (SFA)
et mono-insaturés (MUFA) en
tant que biomarqueurs de la

SLA : étude préliminaire



La réaction de désaturation des SFA en position A9 (ou SCD), responsable de la conversion
du palmitate en palmitoléate et du stéarate en oléate, est associée a une activité
lipogénique. Ainsi, de maniére générale, les modifications des ratios 16:1/16:0 et
18:1/18 :0, ont été utilisées comme témoins des altérations de ’homéostasie énergétique
et du statut nutritionnel dans diverses conditions pathologiques telles que le cancer ou
I'obésité (Vinknes et al., 2013; Matthan et al., 2014). Etant donné les manifestations d’ordre
métabolique qui accompagnent la SLA, notre laboratoire s’est alors intéressé a évaluer le
potentiel biomarqueur de cette activité de désaturation chez les patients atteints de la
maladie. Au démarrage de mon projet de thése, j’ai participé a une premiére étude qui visait

a analyser la composition en SFA et MUFA des lipides dans le sang des patients.

Il est important de noter que le choix d’étudier I'activité SCD avait été également appuyé par
des travaux sur I'analyse du transcriptome musculaire, réalisés au sein du laboratoire. En
effet, ces travaux avaient montré, aussi bien chez les souris mSOD1 que chez les patients
atteints de SLA, une diminution de I'expression musculaire de la SCD1 (Gonzalez de Aguilar
et al., 2008; Pradat et al., 2011). Cette altération de I'expression de SCD1 s’est révélée étre
relativement précoce puisqu’elle a été retrouvée dans un muscle dont la force était normale
et sans signes de dénervation visibles a 'EMG. Par ailleurs, cette enzyme nous est apparue
comme étant tout particulierement intéressante du fait que des souris, dont le géne codant
pour la SCD1 a été inactivé, présentent une dépense énergétique accrue et un poids réduit
et donc un phénotype qui ressemble beaucoup a celui des souris mSOD1 (Ntambi et al.,

2002; Dupuis et al., 2004).

A partir de I'ensemble de ces observations, nous avons posé I'hypothése que I'activité SCD
pouvait étre un biomarqueur potentiel de la SLA. Pour cela, les profils d’acides gras obtenus
a partir d’analyses chromatographiques du sérum et du culot sanguin de patients ont été
analysés et comparés a ceux obtenus pour des sujets contrbles. De plus, ces changements
dans la composition en acides gras ont été corrélés a différents parameétres biochimiques et

cliniques de la maladie.
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Abstract

Growing evidence supports a link between fatty acid metabolism and amyotrophic lateral
sclerosis (ALS). Here we determined the fatty acid composition of blood lipids to identify
markers of disease progression and survival. We enrolled 117 patients from two clinical
centers and 48 of these were age and gender matched with healthy volunteers. We
extracted total lipids from serum and blood cells, and separated fatty acid methyl esters by
gas chromatography. We measured circulating biochemical parameters indicative of the
metabolic status. Association between fatty acid composition and clinical readouts was
studied, including ALS functional rating scale-revised (ALSFRS-R), survival, disease dura-
tion, site of onset and body mass index. Palmitoleate (16:1) and oleate (18:1) levels, and
stearoyl-CoA desaturase indices (16:1/16:0 and 18:1/18:0) significantly increased in blood
cells from ALS patients compared to healthy controls. Palmitoleate levels and 16:1/16:0
ratio in blood cells, but not body mass index or leptin concentrations, negatively correlated
with ALSFRS-R decline over a six-month period (p<0.05). Multivariate Cox analysis, with
age, body mass index, site of onset and ALSFRS-R as covariables, showed that blood cell
16:1/16:0 ratio was an independent prognostic factor for survival (hazard ratio=0.1 per unit
of ratio, 95% confidence interval=0.01-0.57, p=0.009). In patients with high 16:1/16:0 ratio,
survival at blood collection was extended by 10 months, as compared to patients with low
ratio. The 16:1/16:0 index is an easy-to-handle parameter that predicts survival of ALS
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patients independently of body mass index. It therefore deserves further validation in larger
cohorts for being used to assess disease outcome and effects of disease-modifying drugs.

Introduction

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a degenerative condition characterized by the loss of
upper and lower motor neurons. Most patients initially present with muscular weakness and
fasciculations in the limbs while others show dysphagia or dysarthria, indicating an onset in
the bulbar area. Disease progresses to generalized paralysis and eventually death, usually occur-
ring from respiratory failure within 1-5 years of diagnosis. Notably, 20% of patients live longer
than 5 years, and 10% survive for more than 10 years. Symptoms develop typically between
40-70 years of age. Prevalence is slightly higher in men than in women but becomes compara-
ble with increasing age. Patients with bulbar onset have more rapid progression and shorter life
expectancy than patients with limb onset. Younger patients have longer disease duration than
older ones [1-3].

According to the revised El Escorial and the Awaji criteria [4, 5], a progressive spread of
symptoms involving upper and lower motor neurons is required for a definitive diagnosis of
ALS. At onset, however, symptoms manifest partially, and the verification of such criteria often
takes more than one year. Disease progression is mostly assessed by consensual clinical scores,
the most used of which is the ALS functional rating scale-revised (ALSFRS-R) [5]. This scale is
employed to evaluate the pace of disease progression, predict survival and assess the effects of
disease-modifying drugs in therapeutic trials. However, it depends on the interpretation of
questionnaires on the patients” quality of life and hence suffers from unsufficient sensitivity.
There is therefore an undeniable need for robust biological markers that help to diagnose ALS
shortly, and prognosticate disease outcome accurately.

ALS is characterized by important alterations in energy homeostasis [6, 7]. Hypermetabo-
lism, abnormal glucose tolerance and dyslipidemia have a high incidence in ALS patients and
persist over time [8-13]. Since these modifications can be easily monitored with minimally
invasive impact, new biomarkers were proposed based on metabolic readouts. The results were
however conflicting. Using univariate analysis, high LDL/HDL cholesterol ratio or elevated
content of total cholesterol and triglycerides, was associated with better prognosis in French,
German, Dutch and North American cohorts [12-15] or with slower disease progression in an
Italian cohort [16]. Based on multivariate analysis, BMI at diagnosis remains the only meta-
bolic independent prognostic factor for survival in ALS [13, 14].

Opverall energetic metabolism influences the degree of unsaturation and length of fatty acids
present in lipids. The endogenous conversion of palmitate into palmitoleate and of stearate
into oleate is catalyzed by A9 stearoyl-CoA desaturase (SCD), a lipogenic enzyme highly sensi-
tive to global energetic homeostasis. Palmitoleate to palmitate (16:1/16:0) and stearate to oleate
(18:1/18:0) ratios are used as proxies of nutritional status in conditions such as obesity and can-
cer [17, 18]. Here we hypothesized that the changes in the proportions of fatty acids from
blood lipids are a source of novel, reliable markers to help monitoring disease severity in ALS
patients. We analyzed chromatographic profiles of fatty acids derived from total lipids in
serum and clotted blood cells. We compared fatty acid composition between patients and
healthy controls. We also correlated changes in patients’ fatty acid composition with clinical
and biochemical parameters. We used multivariate Cox proportional hazards model analysis
to assess whether the detected changes predict patients' life expectancy.
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Material and Methods
Standard protocol approvals, registrations, and patient consents

Blood samples were collected during routine clinical evaluation for ALS patients and during
blood donation for healthy controls. Patients have received appropriate information about the
use of their blood samples in medical research and gave oral informed consent to clinicians
(Tours) or gave written informed consent (Strasbourg). Signed or documented consent was
not requested since study includes only blood collected during routine procedure. The ethical
committees of the hospitals in Tours (Comité de protection des personnes "Ouest I") and Stras-
bourg (Comité de protection des personnes "Est-IV") approved the consent procedures and
protocol (CPPRB 09/40-n°AC-2008-438/n°DC-2009-1002).

Patients and control subjects

This is a case-control study performed with 117 ALS patients and 48 healthy controls enrolled
between April 2011 and September 2014. Patients were recruited from two referral centers for
ALS located in Strasbourg (Eastern France) and Tours (Western-Central France). Patients
diagnosed as having probable or definite ALS, according to the revised El Escorial criteria, were
included [5]. According to typical epidemiology, patients with a familial history of ALS repre-
sented about 10% [19]. Healthy volunteers were recruited from the Etablissement Francais du
Sang (Strasbourg, France), and were matched for gender and age. Blood samples were collected
under non-fasting conditions, since the metabolic status of ALS patients in response to fasting
may differ from that of controls [8]. Individuals taking medications for treatment of diabetes
or related metabolic conditions were excluded [14]. Age, gender and body mass index (BMI,
calculated as weight in kg divided by height in m*) were recorded at blood collection. The site
of onset was defined as bulbar or spinal (i.e., limb). Disease onset was designated as the time of
initial motor deficit. Survival was the interval between the point of blood collection and death
from confirmed ALS related complications. Disease duration was the interval between onset of
symptoms and death. ALSFRS-R scores were recorded at blood collection. To determine the
rate of ALSFRS-R decline, scores were also registered six months later, except for a minority of
cases where scores were obtained six months before the collection time. The decline was calcu-
lated as the loss of points of ALSFRS-R over six months.

Blood sample preparation and gas chromatography

Blood samples were collected from venous punction in red top tubes and allowed to clot for
30 minutes at room temperature. After centrifugation at 4000g for 10 minutes at 4°C, serum
and clot were separately snap frozen on dry ice and kept at -80°C until processing. In addition
to serum, we also analyzed clotted blood cells, since lipid turnover in this membrane-enriched
fraction ranges from five to fifteen days, and hence fatty acid composition is hardly affected
by food intake prior to collection [20-22]. Total lipids were extracted following a modified
version of the Bligh and Dyer method, as previously described [23]. After separation from the
parent lipid molecules, the obtained fatty acids were converted into fatty acid methyl ester
derivatives and stored at -20°C until analysis. Gas chromatography was performed using a
Varian 3400CX chromatograph fitted with a WCOT fused silica capillary column of 100 m x
0.25 mm x 0.20 pum, coated with polar highly substituted cyanopropyl CP-SIL 88 phase, as
described in detail [24]. Results were expressed as relative percentages of the total fatty acids
detected.
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Quantification of biochemical parameters

Circulating levels of triglycerides, total cholesterol and free fatty acids were determined with
TR210, CH200 and FA115 Randox kits, respectively, following standard protocols according to
manufacturer’s recommendations (Laboratoires Randox, Roissy, France). Leptin levels were
determined using a commercial OKAA00022 ELISA kit, according to manufacturer’s instruc-
tions (Aviva Systems Biology, San Diego, CA).

Statistical analysis

Prism version 6.0 (GraphPad, San Diego, CA) and JMP v11.0.0 (SAS, Grégy-sur-Yerres, France)
were used for statistical analysis. Unless otherwise indicated, data are expressed as the mean
+SEM. Normality was assessed by d’Agostino-Pearson omnibus test. Comparisons between fatty
acid profiles were assessed by multiple unpaired two tailed t-test, with false discovery rate set to
10%. Differences in fatty acid ratios between groups were analyzed by one-way ANOVA fol-
lowed by Fisher’s least significant difference test, or by Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s
multiple comparisons test. Receiver-operator characteristic (ROC) curves were used to study sen-
sitivity and specificity of SCD indices when discriminating between ALS patients and controls.
Non-parametric Mann-Withney test was used to assess differences in circulating biochemical
parameters. Significant correlation between two variables was determined by non-parametric
Spearman test. Multivariate regression analysis was performed using Cox proportional hazard
models. The results are reported as hazard ratios with 95% confidence intervals. Hazard ratios
are per change in regressor over entire range for continuous variable. Kaplan-Meier curves were
used to visualize survival rates after univariate analysis by Gehan-Breslow-Wilcoxon test. Signifi-
cance level was set at p<<0.05. Experimenters were blinded until study endpoint.

Results

Palmitoleate and oleate levels and stearoyl-CoA desaturase indices are
increased in ALS patients
In a first step to identify biomarkers that could reflect metabolic changes in ALS and help pre-

dict its outcome, we performed a case-control study on the fatty acid composition of blood lip-
ids extracted from 48 ALS patients and age- and gender-matched healthy controls (Table 1).

Table 1. Clinical and biochemical characteristics of ALS patients and control subjects. ALSFRS-R,
ALS functional rating scale-revised; BMI, body mass index.

ITEMS Control ALS

Cohort size 48 48

Gender ratio (F/M) 18/30 18/30

Age at collection (years) 54.1 [31.7-66.6] 54.9 [34.9-68.7]

Duration (days) N/A 809 +75.3

ALSFRS-R (score) N/A 29.8+1.3

Site at onset (bulbar/spinal) N/A 14/35

BMI (kg/m2) N/A 23.6+0.6

Triglycerides (g/L) 1.24 + 0.1 1.44 +0.1

Total cholesterol (g/L) 2.60+0.2 254+0.2

Free fatty acid (mM) 0.12+0.0 0.27 £ 0.1 *
Leptin (ng/mL) 9.66+1.5 6.11+0.9 *

*p<0.05 (Mann-Withney test).

doi:10.1371/journal.pone.0131512.1001
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Table 2. Fatty acid composition of total lipids in serum and blood cells from ALS patients and control subjects. FA, fatty acid; SFA, saturated fatty

acids; MUFA, monounsaturated fatty acids; PUFA, polyunsaturated fatty acids.

% of FA
14:0
16:0
18:0
20:0
22:0
16:1n-7
18:1n-9
20:1n-9
22:1n-9
18:2n-6
18:3n-6
20:2n-6
20:3n-6
20:4n-6
18:3n-3
20:3n-3
20:5n-3
22:5n-3
22:6n-3
X SFA
X MUFA
Z PUFA

*p<0.05,
*%p<0.01,

Control (n = 48)

1.27 £ 0.1
27.33+0.3
9.78 0.2
0.014 £ 0.007
0.18 £0.014
1.82 £0.12
23.97+0.4
0.15+0.013
0.001 + 0.001
2247 +0.5
0.26 £ 0.014
0.24 £ 0.007
1.93+0.1
729+0.2
0.44 +0.028
0.007 £ 0.002
0.92 £ 0.07
0.21 £ 0.01
1.71 £ 0.09
38.57 £ 0.4
25.95+ 0.5
35.48 + 0.6

ALS (n = 48) Control (n = 48) ALS (n =48)

1.22+0.1 0.58 £ 0.0 0.80 £ 0.1 2
26.27 £ 0.3 & 23.54+0.2 24.60+ 0.5 e
9.46+0.2 15.28 £ 0.2 13.77+£0.3 *xK
0.013 £ 0.003 0.052 + 0.006 0.061 £+ 0.007

0.13£0.010 *k* 0.05 + 0.008 0.06 £ 0.008

1.73+£0.11 0.93 £ 0.07 1.18 £ 0.08 *
26.79 + 0.6 *k* 19.10+ 0.3 22,59+ 0.5 *%x
0.20 £ 0.033 0.24 + 0.006 0.27 £ 0.010 **
0.005 + 0.001 0.011 + 0.002 0.016 + 0.003

21.21+£0.5 16.97 £ 0.3 1764 £ 0.4

0.29 £ 0.021 0.18 £ 0.014 0.24 £ 0.021 &
0.25 + 0.008 0.24 + 0.004 0.26 + 0.008 e
1.78 £ 0.1 1.87 £ 0.1 1.71 £ 0.1

6.96 £ 0.3 14.21+0.2 11.16 £ 0.4 i
0.67 £0.120 0.24 £ 0.015 0.42 £ 0.061 g
0.016 £ 0.003 * 0.011 £ 0.002 0.015 £ 0.003

0.80 £ 0.07 0.98 £ 0.05 0.84 £ 0.07

0.23 + 0.02 2.14 £ 0.07 1.31£0.08 Xk
1.99 + 0.09 * 3.37£0.13 3.05+0.15

37.08 £ 0.4 ** 39.51+0.2 39.24 + 0.6

28.72+0.6 ** 20.28 + 0.3 24.10+0.5 X
3420+ 0.6 40.22+0.3 36.66 + 0.8 FRX

**%p<0.001 (multiple unpaired two tailed t-test).

doi:10.1371/journal.pone.0131512.t002

Chromatographic profiles revealed up to 18 different fatty acids that were classified into sat-
urated, monounsaturated and polyunsaturated fatty acids, according to the number of carbon-
carbon double bonds in the aliphatic chain. In general, proportions of several members from
each class showed significant differences between ALS patients and healthy subjects, which
were more marked in blood cell pellets than in serum (Table 2). Changes in polyunsaturated
fatty acids may reflect altered susceptibility to lipid peroxidation and/or the presence of an
inflammatory process. Lipid peroxidation susceptibility is commonly assessed by the peroxid-
ability index (PI), which is based on the number of unsaturations present in the fatty acid
chain [25]. Inflammatory processes can be estimated by the arachidonate (20:4n-6) to eicosa-
pentaenoate (20:5n-3) ratio (ARA/EPA index) [26, 27]. In our study, PI was 16% lower in the
blood cell fraction of ALS patients as compared to controls (S1 Fig), whereas ARA/EPA index
was not significantly modified (S1 Fig).

Notably, the proportion of monounsaturated fatty acids was strongly increased in ALS
patients. In particular, palmitoleate and oleate levels increased significantly in blood cells, and
higher oleate levels were also observed in serum (Table 2). Palmitoleate and oleate are synthe-
tized by SCD from palmitate and stearate, so that the respective product to substrate ratios are
considered as an index of SCD activity [17, 18]. SCD indices 18:1/18:0 and 16:1/16:0 appeared
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Fig 1. SCD indices are higher in ALS patients than in control subjects. (A) Palmitoleate to palmitate ratio
(16:1/16:0) in serum and blood cells from ALS patients (ALS) and control subjects (CT). (B) Oleate to stearate
ratio (18:1/18:0) in serum and blood cells from ALS patients (ALS) and control subjects (CT). *p<0.05,
**p<0.01, ¥***p<0.001 (Mann-Withney test, n = 48).

doi:10.1371/journal.pone.0131512.g001

significantly higher in ALS blood cell pellets than in controls. Oleate to stearate ratio was also
increased in patients' sera (Fig 1A and 1B).

To assess whether these changes had diagnostic value, we performed ROC analysis. Serum
and blood cell pellet 18:1/18:0 ratio, as well as blood cell pellet 16:1/16:0 ratio, showed areas
under the curves that were significant between ALS and control groups. Nevertheless, sensitiv-
ity and specificity scores based on these ratios were insufficient to distinguish between those
individuals with the disease and those without the disease (S2 Fig).

High blood SCD index has been typically associated with conditions characterized by
enhanced lipogenesis, such as obesity and insulin resistance [28]. Thus, we determined whether
our ALS patients differed from healthy controls by a higher degree of dyslipidemia, as previ-
ously reported in other studies [12, 13]. Contents of triglycerides and total cholesterol in
patients were comparable to those found in control subjects. Leptin levels, however, appeared
significantly decreased, suggesting lower fat reserves [29]. Finally, circulating free fatty acids
were more abundant in ALS patients, suggesting increased lipid breakdown by adipocytes [30]
(Table 1). In all, this metabolic trait, indicative of lower adipose tissue stores, paradoxically
coexisted with high SCD indices, which are rather characteristic of enhanced lipogenesis.

Blood cell 16:1/16:0 ratio and palmitoleate levels correlate with disease
progression

In a second step to identify biomarkers that could help to prognosticate ALS evolution, we per-
formed a cross-section study with 117 ALS patients, including the previous 48 ones (S1 Table).
We focused on SCD indices in blood cell pellets, since differences in this lipid fraction between
patients and controls were more robust. None of the SCD indices correlated with the duration
of the disease from symptom onset to time of blood collection (Fig 2A and 2B), suggesting the
absence of interferences due to the variability in the time of sampling. In contrast, 16:1/16:0
ratio showed a significant negative correlation with disease progression (Fig 2C and 2D),
which was defined as the loss of ALSFRS-R score over a period of six months (unit loss/month)
[31]. In fact, levels of palmitoleate itself were also significantly associated with the decline of
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ALSFRS-R (r = -0.1996, p<0.05). The relationship between SCD index and disease progression
was also apparent when patients were divided into two subsets of low and high 16:1/16:0 ratio,
based on the median of the population. ALSFRS-R declined more slowly in patients with high
16:1/16:0 ratio than in patients with low 16:1/16:0 ratio. Other measured indices, including
18:1/18:0 ratio, PI and ARA/EPA ratio, were not significantly associated with the rate of disease
progression (Fig 2E and 2F, data not shown). However, both SCD indices in blood cells corre-
lated negatively with PI, indicating that a higher proportion of monounsaturated fatty acids is
associated with a lower susceptibility to lipid peroxidation (S1 Fig).

Blood cell 16:1/16:0 ratio and palmitoleate levels are independent
prognostic factors for survival

The findings mentioned above prompted us to investigate whether blood cell pellet 16:1/16:0
ratio or palmitoleate could predict life expectancy. At the time of study completion (September
30" 2014), 57 out of 117 patients were alive or with unknown status, and were censored. Uni-
variate analysis revealed that age, site of onset, BMI, disease duration and ALSFRS-R were sig-
nificantly associated with survival, defined as the interval between the point of blood collection
and the fatal event. Gender and ALS center did not reach significance (S2 Table). Then we per-
formed multivariate Cox regression analysis adjusted for these covariates, except for gender
and ALS center. We found that higher 16:1/16:0 ratios were significantly associated with better
survival rates (HR = 0.09, 95%CI = 0.01-0.57, p = 0.009) (Table 3). Similar results were
obtained when patients were classified as having low or high 16:1/16:0 ratio based on the
median of the population (HR = 0.58, 95%CI = 0.34-0.99, p = 0.0483).

The association of 16:1/16:0 ratio with the survival of ALS patients (n = 117) was analyzed
by adjusting for site of onset, age, BMI and ALSFRS-R. Survival was the interval between the
point of blood collection and death. ALSFRS-R was categorized into four groups, according to
Gordon et al. [32]. BMI, body mass index; ALSFRS-R, ALS functional rating scale-revised;
SCD, A9 stearoyl-CoA desaturase.

Kaplan-Meier curves showed that patients with a high 16:1/16:0 ratio, based on the median
of the population, had a prolonged life expectancy of almost 11 months (median survival of
23.6 months, p = 0.019), as compared to patients with low 16:1/16:0 ratio (median survival of
13.1 months) (Fig 2G). Higher levels of palmitoleate itself were also significantly associated
with extended life span (HR = 0.11, 95%CI = 0.015-0.64, p = 0.0141). The 18:1/18:0 ratio was
not associated with survival (Fig 2H, and data not shown). In all, our results suggest that 16:1/
16:0 ratio is a new and robust prognostic factor, independent from BMI, for survival of ALS
patients.

BMI and leptin levels are not independent prognostic factors for survival

High SCD index is often associated with metabolic conditions characterized by high BMI.
Therefore, we asked whether other markers of global adiposity, such as BMI and leptin concen-
tration [29], measured at the same time as the 16:1/16:0 ratio, could predict survival. Patients
with a 16:1/16:0 ratio above the median of the ALS population had significantly higher leptin
levels and BMI than patients with lower 16:1/16:0 ratios (Fig 3A and 3B). No differences in
BMI or leptin concentrations were observed between patients when considering the 18:1/18:0
ratio (Fig 3C and 3D). Despite the relationship between 16:1/16:0 ratio and such fat tissue
proxies, BMI or circulating leptin content did not correlate with ALSFRS-R decline, nor prog-
nosticated survival based on multivariate analysis (Fig 3E-3H). Only when using univariate
analysis, BMI was able to predict survival (HR = 0.12, 95%CI = 0.02-0.78, p = 0.025).
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Fig 2. Blood cell 16:1/16:0 ratio correlates with disease progression and affects survival of ALS
patients. Correlation between 16:1/16:0 and 18:0/18:1 ratios and disease duration (A, E) at blood collection
or ALSFRS-R slope (B, F), determined as the decline of the score over a period of six months starting at the
point of blood collection. Correlation coefficients (r) and p-values are indicated. n.s., non-significant p-value
(Spearman test, n = 111). Based on the median ratio of the population, ALSFRS-R decline is shown in
patients with low or high 16:1/16:0 ratio (C), and in patients with low or high 18:1/18:0 ratio (G). *p<0.05
(Mann-Withney test). (D, H) Kaplan-Meier curves of survival in the subgroups of patients as above. Survival
was the interval between the point of blood collection and death. P-values are indicated (Gehan-Breslow-

Wilcoxon test,n =117).

doi:10.1371/journal.pone.0131512.g002
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Table 3. Analysis of the survival of ALS patients using multivariate Cox proportional hazards model.

Variable ltems

Site of onset Spinal
Bulbar

Age -

Disease duration -

BMI -

ALSFRS-R 0-35
36-39
40-42
>42

SCD 16:1/16:0 -
doi:10.1371/journal.pone.0131512.t003

Risk ratio Lower 95% Upper 95% Prob>Chisq
0.442 0.25 0.80 0.0076
2.264 1.25 4.06
4.63 1.20 19.5 0.0257
0.28 0.03 1.93 0.2132
0.15 0.01 1.22 0.077
1 (reference) - - -
0.529 0.26 0.99 0.0478
0.240 0.04 0.83 0.0206
0.247 0.04 0.86 0.0257
0.09 0.01 0.57 0.0090
Discussion

During the last decade, many efforts have been dedicated to the understanding of the remark-
able alterations affecting lipid metabolism in ALS [6, 12]. Several systemic modifications, oth-
erwise considered as important cardiovascular risk factors, such as high LDL/HDL cholesterol
ratio [12, 15], or high levels of triglycerides and total cholesterol [13, 14], were shown to be
associated with longer life span. Conversely, low LDL/HDL cholesterol ratio and malnutrition
correlated with worsening of the respiratory function and shorter survival [16, 33, 34]. None of
these metabolic readouts, however, reached statistical significance in multivariate analysis
when BMI was included as a confounder variable. High BMI was indeed the only metabolic
proxy that was associated with slower disease progression and longer life expectancy in multi-
variate models [13, 14, 33-35]. In this study, we report that blood lipids from ALS patients
have a higher proportion of monounsaturated fatty acids and a lower proportion of polyunsat-
urated fatty acids. Most importantly, we show that the ratio of palmitoleate to palmitate (16:1/
16:0) in the composition of lipids extracted from blood cells can predict life expectancy of ALS
patients at the time of blood collection better than other previously proposed metabolic bio-
markers, independently of age, site of onset, disease status and, most importantly, BMI.
Patients with higher 16:1/16:0 ratio had lower lipid peroxidability and better survival rates, and
their disease progressed slower, at least for a period of six months.

Several of the significant results we obtained with the 16:1/16:0 ratio were paralleled by pal-
mitoleate in its own. However, neither 18:1/18:0 ratio nor oleate were able to prognosticate dis-
ease outcome. The abundance of oleate in modern diets [36] could interfere with the
estimation of its endogenous synthesis and therefore lower the value of this fatty acid as a reli-
able predictor. In contrast, palmitoleate is a minor fatty acid present in the diet, and hence the
16:1/16:0 ratio is rather the reflect of its endogenous synthesis, which likely allowed a more
accurate, independent follow-up of 16:1/16:0 ratio alterations in relation to the course of the
disease.

In our multivariate model, the 16:1/16:0 ratio prognosticated life expectancy better than
BMI. Notably, BMI failed to predict life span in this model. In line with these findings, the cir-
culating levels of leptin, which represents a more direct measure of body adiposity [29], did not
show any association with disease progression or survival. It is tempting to speculate that sev-
eral uncontrolled parameters, such as inherited susceptibility, lifestyle and nutritional habits,
would have shaped BMI, at least in our cohort of patients, long before disease in a way that
biased its capacity to predict survival. In contrast to BMI, the 16:1/16:0 ratio reflects the
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Fig 3. Blood cell 16:1/16:0 ratio is associated with leptin levels and BMI. Circulating amounts of leptin (A,
C) and BMI (B, D) in patients with low or high 16:1/16:0 ratio, and in patients with low or high 18:1/18:0 ratio
(Mann-Withney test, n = 117). (E, F) Correlation between leptin levels (A) or BMI (C) and ALSFRS-R slope,
determined as the decline of the score over a period of six months starting at the point of blood collection.
Correlation coefficients (r) are indicated. n.s., non-significant p-value (Spearman test, n = 111). (G, H)
Kaplan-Meier curves of survival in patients with low or high leptin levels, and in patients with low or high BMI,
according to the median values of the population. Survival was the interval between the point of blood
collection and death. n.s., non-significant p-value (Gehan-Breslow-Wilcoxon test, n = 117).

doi:10.1371/journal.pone.0131512.g003
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relatively recent incorporation of these fatty acids into lipid species and therefore it may repre-
sent better the ongoing metabolism at the time of blood collection. In addition, the 16:1/16:0
ratio measured in blood cell lipids mainly reflects the fatty acid composition of structural mem-
brane phospholipids, which is different from that of energetic triglycerides accumulated in fat
pads and largely contributing to establish BMI. These specificities may have contributed to the
robustness of the 16:1/16:0 ratio in predicting life expectancy.

High SCD indices have been usually associated with obesity and related metabolic disorders
including diabetes [17]. However, our ALS patients were not obese, as deduced from their BMI
scores and circulating leptin concentrations, according to commonly accepted criteria [14].
Aside from obesity, SCD activity has also been shown to be stimulated in conditions with atypi-
cal energetic requirements, such as anorexia and intense physical training [37-41]. These con-
ditions are often accompanied by recurrent episodes of energy shortage. Such a situation can
be experimentally reproduced in rats submitted to relatively long periods of food restriction
and subsequent refeeding. SCD expression after refeeding was shown to be increased in the
liver of these animals as a means to rapidly store highly energetic lipids for being used later
[42]. ALS patients frequently present with hypermetabolism of unknown origin [8, 10]. There-
fore, high SCD activity in these patients could be interpreted as a physiological response to the
energetic demand imposed by the hypermetabolic trait [8-10]. In this scenario, high lipogenic
SCD indices, as those observed in our cohort of patients, could coexist with elevated concentra-
tions of circulating free fatty acids deployed to cope with the energetic requirements. In this
respect, our previous studies demonstrated that feeding hypermetabolic mutant SOD1 mice, a
well-known animal model for ALS, with a highly caloric fat-enriched diet not only restored lost
fat pads but also preserved motor function, protected motor neurons and extended life expec-
tancy [6, 43]. More recent studies performed on another related ALS transgenic mouse line
also showed the neuroprotective benefit of a diet enriched in monounsaturated fatty acids,
including palmitoleate and oleate [44]. The effects of diets with an enriched content in lipids or
carbohydrates have also been evaluated in humans. These yet pilot studies reported benefit in
terms of body mass stabilization and lower incidence of adverse events. Due to small cohorts of
patients, no conclusions could be formally drawn about the potential survival effects of such
highly caloric diets. Nevertheless, they provided proof-of-concept evidence that manipulating
nutritional/energetic requirements can be beneficial to ALS patients [45, 46].

There are no well-established biological markers of prognostic value for ALS. Here we built
on the metabolic pathology of the disease to propose the ratio of palmitoleate to palmitate in
the composition of lipids as an independent factor to predict life expenctancy. This parameter
could be used in clinical practice and in the design of clinical trials.
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CHAPITRE I

Modulation de I’activité SCD :
étude pré-clinique dans un

modele de SLA



l. Introduction

Les données présentées dans le chapitre précédent nous ont montré qu’il existe une
corrélation positive entre les taux de MUFA et I'état des patients atteints de SLA. D’ailleurs,
chez I'animal, nous savons que I'administration d’un régime riche en MUFA, ce qui revient a
augmenter le produit de I'activité SCD, permet d’améliorer le phénotype des souris mSOD1
(données non publiées). Mais de facon paradoxale, il a également été montré, dans un
modele de dénervation d’origine lésionnelle, qu’une diminution de I'activité SCD est
bénéfique et permet une stimulation de la récupération de I'activité motrice aprées lésion. En
effet, chez des souris ayant subi une lésion transitoire du nerf sciatique et ayant recu, par
voie orale, un inhibiteur de I'activité enzymatique SCD, la récupération de la fonction
motrice était meilleure. Les animaux traités a l'inhibiteur avaient récupéré une force
musculaire plus rapidement et cela était accompagné d’une augmentation de I'expression
de différents genes impliqués dans le métabolisme oxydatif (Hussain et al., 2013).

Compte-tenu de I'ensemble de ces informations, nous pouvons nous demander si une
modulation de I'activité SCD aurait un effet dans un modeéle de SLA. D’un point de vue
pharmacologique, il n’existe aucune drogue qui est capable de stimuler cette activité de
maniére spécifique. Ainsi, en accord avec les données obtenues a partir des travaux sur le
modeéle de dénervation, nous avons opté pour tester les effets d’un inhibiteur de I'activité

SCD dans le modéle mSOD1%%¢R,

Il. Matériel et méthode

1. Animaux et traitement

Des souris FVB/N males sauvages et des souris FVB/N males surexprimant la SOD1 murine
mutée en position G86R ont été maintenues dans notre animalerie a une température de
23°C et selon un cycle jour/nuit de 12h. Les animaux avaient acceés a I'eau et a la nourriture
ad libitum. Les croquettes A04 standards ont été utilisées. Les souris utilisées avaient
environ 60 jours d’age et les congénéres sauvages issus des mémes portées ont été utilisés

comme controles.

60



Pour induire la déficience en activité SCD, les souris ont été nourries avec des croquettes
A04 contenant du 3-(5-methyl-[1,3,4]thiadiazol-2-yl)-6-[4-(2-trifluoromethyl-phenoxy)-
piperidin-1-yl]-pyridazine, autrement appelé MF-438 (Prestwick Chemical, lllkirch, France),
qui est un inhibiteur de I'activité SCD (Léger et al., 2010). Les croquettes ont été préparées
de facon a délivrer une dose de MF-438 de 10mg/kg, 5mg/kg ou 1mg/kg (Safe, Augy,
France). Ces valeurs ont été calculées sur la base d’'une consommation journaliére de 4g et
d’un poids moyen de 25g par animal (comité d’éthique de I'Université de Strasbourg N°

AL/01/20/09/12 et AL/15/44/12/12).

2. Suivi fonctionnel des animaux

Les animaux ont été suivis quotidiennement. Une mesure du poids a été réalisée et la force
musculaire a été évaluée a I'aide du test du Grip Strength Test (Bioseb, Chaville, France).
Trois essais successifs ont été réalisés pour chaque animal et la valeur retenue
correspondaient a la moyenne des trois valeurs. La force a été normalisée par le poids de
I'animal. Le réflexe d’extension des pattes postérieures a également été évalué en
maintenant les souris brievement par la queue. L’aspect physique global des animaux a aussi

été surveillé jour aprés jour.

3. Collecte des échantillons

Apres anesthésie profonde a I'aide de pentobarbital sodique, le sang a été collecté et les
souris ont été perfusées par voie intracardiaque avec du PBS froid. Le foie, les muscles
gastrocnémiens et la moelle épiniére ont été rapidement prélevés puis congelés dans I'azote
liguide. Les muscles tibialis ont été prélevés et congelés dans un bain d’isopentane refroidi a
I’azote liquide, puis incorporés dans un milieu de cryoprotection (OCT, TissueTek) pour
I'histologie. Le sang total a été centrifugé pendant 4min, a 4°C et 4000g, puis le sérum a été

récupéré et congelé. Tous les échantillons ont été conservés a -80°C jusqu’a utilisation.
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4. Extraction des lipides totaux

Les lipides totaux ont été extraits selon la méthode de Bligh et Dyer. Brievement, le foie, les
muscles et la moelle épiniére ont été broyés au Tissuelyser pendant deux cycles de 3min a
30Hz a I'aide de billes métalliques dans des tubes contenant 1ml de tampon RIPA. Aprés une
centrifugation de 10min, a 4°C et 20000g, un volume de surnageant contenant 2mg de
protéines, selon un dosage protéique BCA, a été prélevé et transféré dans de nouveaux
tubes et mélangés a 2ml de chloroforme/méthanol (v/v; %). Pour le sang, un volume de
250pl a été utilisé. Les échantillons ont été incubés 1h, a 4°C et a I'obscurité. Apres ajout de
chloroforme et KCl, les échantillons ont été centrifugés 5min a 2500g et 15°C. La phase
inférieure contenant les lipides a été récupérée a I'aide de pipettes Pasteur en verre et
transférée dans des tubes en verre. Ces lipides totaux ont ensuite été transméthylés a I'aide
de méthanol et d’hydroxyde de potassium puis collectés dans de I'heptane. Les esters

méthyliques d’acides gras (FAMEs) ainsi formés ont été stockés a -20°C jusqu’a utilisation.

5. Chromatographie en phase gazeuse

La chromatographie en phase gazeuse a été réalisée a partir de 1ul de FAMEs et a 'aide du
chromatographe Varian 3400 CX composé d’une colonne capillaire siliciée de 100m x
0.25mm x 0.20um. Le gradient de température du four variait de 80 a 220°C a une vitesse de
4°C/min. Le gaz vecteur utilisé était I’'hélium. La température du détecteur a ionisation de
flamme était de 270°C. Les pics ont été determinés a I'aide de leur temps de rétention et
identifiés par comparaison avec ceux obtenus pour un mélange standard de FAMEs (Supelco

PUFA-2, Sigma-Aldrich, France). Les données ont été exprimées en pourcentage relatif.

6. RT-qPCR

Les ARN totaux ont été préparés selon les protocoles standards. Rapidement, chaque
échantillon congelé a été placé dans un tube contenant une bille métallique. Sur glace, 1ml

de Trizol (Invitrogen, Groningen, Pays-Bas) a été ajouté et les tissus ont été broyés au
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TissueLyser (Qiagen, Valencia, CA) pendant 2 cycles de 3min a 30Hz. Les ARN ont ensuite été
extraits a l'aide des chloroforme, isopropanol et éthanol et stockés a -80°C jusqu’a
utilisation. Un pug d’ARN total a été utilisé pour la synthése de ’'ADN complémentaire a I'aide
de la transcriptase inverse Iscript (BioRad, Marnes la Coquette, France). L'expression des
génes a été mesurée a l'aide du réactif SYBR Green (2x SYBR Green Supermix, BioRad) en
suivant les instructions du fournisseur sur le thermocycleur. Les PCR ont été réalisées dans
des conditions optimales : 95°C pendant 3min pour la dénaturation, suivie de 40 cycles de
10s a 95°C et 30s a 60°C. Les primers (Eurogentec, Seraing, Belgique) utilisés sont les
suivants: Ribosomal RNA 18S (18S): forward 5’-cgtctgccctatcaactttcg-3’, reverse 5'-
ttccttggatgtggtagecg-3’; RNA Polymerase Il (Pol 1l) forward 5’-aatccgcatcatgaacagtg-3’,
reverse 5’-tcatccattttatccaccacc-3’; TBP : forward 5’-ccaatgactcctatgaccccta-3’, reverse 5’'-
cagccaagattcacggtagat-3’; Stearoyl-CoEnzyme A Desaturase 1 (SCD1): forward 5'-
cctacgacaagaacattcaatcc-3’, reverse 5’-cgtctcaagttctcttaatcct-3'; Fatty Acid Translocase
(FAT/CD36) : forward 5’-ttgtacctatactgtggctaaatgaga-3’, reverse 5’-cttgtgttttgaacatttctgctt-
3’, Carnitine PalmitoylTransferase 1a (CPT1a) forward 5’-tctccctccttcatcagtgg-3’, reverse 5'-
gctgtcaaagataccgtgage-3’, Carnitine PalmitoylTransferase 1 b (CPT1lb) forward 5’-
ggctccagggttcagaaagt-3’, reverse 5’-tgcctttacatcgtctccaa-3’, Peroxisome Proliferator-
Activated Receptor y, Coactivator 1-a (PGCla) forward 5’-gtaaatcacacggcgctctt-3’, reverse
5’-gaaagggccaaacagagaga-3’, Pyruvate Dehydrogenase Kinase Isoenzyme 4 (PDK4) forward
5‘-cttctgggctcttctcatgg-3’, reverse 5’-gaacactccttcggtgeag-3’. La quantification relative a été
effectuée en calculant le ratio entre le nombre de cycles dans la phase logarythmique du

gene d’intérét et celui des génes de référence utilisés.

7. Histologie du muscle

Un marquage histochimique de la succinate déhydrogénase (SDH) a été réalisé pour
distinguer les fibres oxydatives et glycolytiques. Des coupes transversales de 14um
d’épaisseur ont été obtenues a partir du muscle tibialis, grace au cryostat, a -30°C (Leica,
Nanterre, France). Les coupes ont été fixées a I'acétone pendant 15min puis séchées et
incubées 30min a 37°C dans une solution contenant du succinate sodique, du nitroblue

tetrazolium et du methosulfate de phenazine. Apres rincage, les coupes ont été montées
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dans un milieu aqueux (Polyaquamount, PolySciences Inc, USA). Des photographies ont été
prises a I'aide d’'un microscope au grossissement x20 (Nikon, Champigny sur Marne, France).

Les comptages de fibres ont été réalisés a I'aide du logiciel Imagel.

8. Analyse statistique

Les données sont exprimées par la moyenne tsem. Les analyses statistiques ont été réalisées
a I'aide du logiciel Prism 6.0 (GraphPad, San Diego, CA). Des t-test non appariés, des ANOVA
a une voie ou des courbes Kaplan-Meier ont été utilisés. Une p-valeur inférieure a 0.05 a été

considérée comme significative.

Ill. Résultats

1. Le MF-438 est biologiquement actif a toutes les doses

Avant de tester les effets d’une inhibition de I’activité SCD sur un modele de SLA, nous avons
déterminé la dose de notre inhibiteur a utiliser en traitant des souris sauvages avec
différentes doses. Le traitement a été administré sur une période d’une trentaine de jours
via des croquettes A04 contenant le MF-438 a 3 doses différentes: 1mg/kg, 5mg/kg et
10mg/kg. Afin de vérifier si la molécule était biologiguement active, nous avons mesuré deux
parameétres qui témoignent du bon fonctionnement de cette molécule selon Léger et
collaborateurs : I'alopécie et la sécheresse oculaire. Ces deux paramétres sont réversibles
deés lors que le traitement est stoppé (Léger et al., 2010). Les résultats indiquent que ces
deux parametres sont apparus progressivement dans les trois groupes traités, aprés 10 jours

de traitement (Figures 1A et 1B).
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Figure 1. Effet biologique du traitement MF-438 sur le phénotype des souris WT
Alopécie (A) et sécheresse oculaire (B) chez les animaux WT pour les 3 doses de MF-438
(noir : CT, bleu clair : 1mg/kg, bleu médian : 5mg/kg et bleu marine : 10mg/kg), n=5-15.
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Figure 2. Effet du traitement sur I'activité SCD dans le sérum

Ratio C16:1/C16:0 (A) et C18:1/C18:0 (B) chez les animaux WT pour les 3 doses de MF-438
(noir : CT, bleu clair : Img/kg, bleu médian : 5mg/kg et bleu marine : 10mg/kg), n=5-15.
ANOVA a une voie, * : p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,05.



2. L’activité SCD est réduite aux niveaux systémique et tissulaire

En plus des effets visibles du MF-438 chez I’'animal, nous avons mesuré, dans le sang et
différents tissus, les ratios 16:1/16:0 et 18:1/18:0, témoins de I'activité SCD, par
chromatographie gazeuse. Dans le sérum, ces deux ratios sont diminués pour les 3 doses
(Figures 2A et 2B). Dans le muscle gastrocnémien, de facon similaire au sérum, les deux
ratios sont réduits de facon significative pour les trois groupes traités (Figures 3A et 3B).
Pour finir, nous avons regardé dans la moelle épiniére, et la encore les deux ratios sont
réduits dans tous les groupes traités. Néanmoins, la diminution est plus nuancée (Figures 4A
et 4B). De maniére générale, les espéces C16 sont plus affectées par le traitement et

semblent étre plus sensibles que les espéces C18.

3. Le MF-438 a un effet négatif sur le poids et la survie des animaux

L'augmentation de I'activité SCD a été associée a une tendance a I'obésité. Nous avons donc
mesuré le poids des animaux quotidiennement en tant que témoin du statut métabolique
général des animaux. Les valeurs de poids ont été normalisées par rapport au poids initial de
chaque animal. Nous observons alors que les groupes traités avec les doses 1mg/kg et
5mg/kg ont un poids constant et qui se maintient a un niveau similaire a celui du groupe
contréle. En revanche, les animaux ayant regu la dose 10mg/kg perdent du poids
progressivement deés le geme jour de traitement, jusqu’a atteindre une perte représentant en
moyenne 20% du poids initial (Figure 5A). Cet effet amaigrissant semble étre néfaste car les
résultats nous montrent qu’un certain nombre d’animaux du groupe 10mg/kg (et méme du
groupe 5mg/kg) décedent au cours du traitement. L'effet létal de la dose 10mg/kg se

eme

manifeste rapidement puisque les premiers animaux sont morts aux alentours du 8™ jour

de traitement (Figure 5B). Le MF-438, a forte dose, a donc un effet toxique sur nos souris.

4. Effet du MF-438 sur le phénotype des souris mSOD1

A partir des données obtenues sur nos souris sauvages, nous avons choisi la plus petite dose,
1mg/kg, étant donné qu’elle est déja biologiquement active, pour traiter nos animaux

transgéniques. Comme chez les souris sauvages, nous avons d’abord évalué I'activité
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Figure 3. Effet du traitement sur I'activité SCD dans le muscle gastrocnémien

Ratio C16:1/C16:0 (A) et C18:1/C18:0 (B) chez les animaux WT pour les 3 doses de MF-438
(noir : CT, bleu clair : Img/kg, bleu médian : 5mg/kg et bleu marine : 10mg/kg), n=2-15.
ANOVA a une voie, * : p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,05.
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Figure 4. Effet du traitement sur I'activité SCD dans la moelle épiniére

Ratio C16:1/C16:0 (A) et C18:1/C18:0 (B) chez les animaux WT pour 2 doses de MF-438
(noir : CT, bleu clair : 1mg/kg, bleu médian : 5mg/kg), n=2-15. ANOVA a une voie, * :
p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,05.
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Figure 5. Effet du traitement MF-438 sur le poids et la survie des animaux

Poids et survie des animaux WT a toutes les doses (A), (B) (noir : CT, gris : 1mg/kg, bleu
marine : 5mg/kg et bleu ciel : 10mg/kg), n=2-15



biologique générale de la molécule a I'aide des deux critéres présentés précédemment. Les
résultats nous montrent la encore que l'alopécie et la fermeture des yeux apparaissent
progressivement chez les deux groupes traités deés approximativement 10 jours de

traitement (Figures 6 A et 6B).

5. Le MF-438 inhibe I'activité SCD chez les souris mSOD1

Le niveau d’activité SCD, mesuré par les ratios 16:1/16:0 et 18:1/18:0, a d’abord été
estimé au niveau périphérique dans le sérum. Les résultats nous indiquent que le traitement
MF-438 permet bien une diminution significative de ces ratios (Figures 7A et 7B). De plus,
ces deux ratios sont diminués significativement chez les animaux mSOD1 par comparaison
aux animaux sauvages. De manieére similaire, le MF-438 a induit I'inhibition de I'activité SCD
au niveau tissulaire, aussi bien dans la périphérie (muscle (Figures 8A et 8B) et foie (Figures
9A et 9B)) que dans la moelle épiniere (Figures 10 A et 10B). La encore, I'effet est moins
important dans le systeme nerveux central que dans les tissus périphériques. De plus, les

espéces C16 sont plus touchées que les espéces C18.

6. Le MF-438 a un impact sur le poids et la survie des animaux mSOD1

Les mesures quotiodiennes du poids des animaux ont révélé que les groupes sauvage
véhicule et traités et mSOD1 véhicule ne voient pas leurs poids particulierement affectés par
le traitement. Par contre, les animaux du groupe mSOD1 traités perdent du poids (environ
12%) significativement dés le 19°™ jour de traitement (Figure 11A). La survie, quant a elle,
n’est pas significativement altérée, puisqu’un seul animal est décédé au cours du traitement,

de maniére « anecdotique» (Figure 11B).

7. Le MF-438 n’a pas d’effet sur I’état de dénervation

Nous avons vu que le traitement au MF-438 exerce bien son action d’inhibiteur de I'activité
SCD mais qu’il entraine également une perte de poids importante chez les souris mSOD1.
Nous avons voulu savoir si ce traitement avait un impact sur I'axe neuromusculaire et, par

conséquent, une influence sur la pathologie. Pour cela, le réflexe d’extension des pattes
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Figure 6. Effet biologique du traitement MF-438 sur le phénotype des souris mSOD1

Alopécie (A) et sécheresse oculaire (B) chez les animaux WT et mSOD1 pour la dose 1mg/
kg de MF-438, n=7-9.
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Figure 7. Effet du traitement MF-438 sur I'activité SCD dans le sérum

Ratio C16:1/16:0 (A) et C18:1/:18:0 (B) chez des animaux WT et mSOD1 a la dose de 1mg/
kg, n=7-9. ANOVA a une voie, * : p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,05.
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Figure 8. Effet du traitement sur I'activité SCD dans le muscle gastrocnémien
Ratio C16:1/16:0 (A) et C18:1/:18:0 (B) chez des animaux WT et mSOD1 a la dose de 1mg/
kg, n=7-9. ANOVA a une voie, * : p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,05.
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Figure 9. Effet du traitement sur I'activité SCD dans le foie
Ratio C16:1/16:0 (A) et C18:1/:18:0 (B) chez des animaux WT et mSOD1 a la dose de 1mg/
kg, n=7-9. ANOVA a une voie, * : p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,05.
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Figure 10. Effet du traitement sur I’activité SCD dans la moelle épiniére
Ratio C16:1/16:0 (A) et C18:1/:18:0 (B) chez des animaux WT et mSOD1 a la dose de 1mg/
kg, n=7-9. ANOVA a une voie, * : p<0,05, **p<0,01 et ***p<0,05.
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Figure 11. Effet du traitement MF-438 sur le poids et la survie des animaux
Poids et survie des animaux WT et mSOD1 a la dose 1mg/kg (gris foncé : WT Veh, gris
clair : WT MF-438, vert foncé : mSOD1 Veh et vert clair : mSOD1 MF-438), n=2-15
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Figure 12. Effet du traitement MF-438 sur le réflexe d’extension des pattes et état de
dénervation chez les animaux mSOD1

Réflexe d’extension des pattes postérieurs (A) et expression de ’ARNm de AchRa (B) chez
les souris WT et mSOD1 traitées avec la dose 1mg/kg, (gris foncé : WT Veh, gris clair : WT
MF-438, vert foncé : mSOD1 Veh et vert clair : mSOD1 MF-438), n=7-9.



postérieures, témoin d’'une dénervation musculaire sous-jacente, a été évalué dans chaque
groupe. Pour ce faire, les animaux sont maintenus par la queue pendant un temps bref. Un
animal sain a le réflexe d’étendre ses pattes postérieures immédiatement alors qu’un animal
qui dénerve va présenter une extension amoindrie voire pas d’extension du tout, selon I'état
de dénervation. Nos résultats nous ont indiqué que les animaux ayant un réflexe d’extension
altéré sont plus nombreux dans le groupe mSOD1 traité avec le MF-438 par comparaison
avec les animaux transgéniques non traités (Figure 12A). Le traitement semble donc affecter
le réflexe d’extension des pattes. En paralléle, nous avons mesuré le niveau d’expression du
géne de la sous-unité a, typiguement surexprimé en cas de dénervation, dans le muscle
gastrocnémien de ces animaux. Les niveaux d’expression sont plus élevés dans les deux
groupes mSOD1, ce qui est caractéristique de la pathologie, par comparaison aux groupes
WT. En revanche, il n’y a aucune différence d’expression entre les deux groupes mSOD1 eux-
mémes (Figure 12B). Ceci indique que le MF-438 n’a pas réduit I'intensité de cet indicateur

de dénervation.

8. Le MF-438, a faible dose, n’a pas d’effet sur le phénotype métabolique

Pour tenter de comprendre pourquoi le traitement MF-438 n’a pas d’effet « protecteur » sur
I’axe neuromusculaire, sachant que notre hypothése de départ reposait sur le fait qu’un
métabolisme oxydatif serait plutét favorable a I'axe neuromusculaire, nous avons étudié le
typage de fibres musculaires sur des souris sauvages ayant regu le traitement au MF-438 aux
trois doses. Pour cela, un marquage a la succinate déhydrogénase (SDH) a été fait sur des
coupes transversales de muscle tibialis de 14um d’épaisseur obtenues au cryostat (Figure
13C). Deux parametres ont été évalués : I'aire des fibres et leur intensité de marquage. De
maniere générale, les fibres de petite taille et qui sont SDH-positives sont des fibres plutot
oxydatives, tandis que celles qui sont de grande taille et SDH-négatives sont plutét
glycolytiques.

Le marquage SDH nous a révélé que les animaux non traités ont environ 60% de fibres d’une
aire inférieure a 1560um, c’est-a-dire de petite taille, et environ 35% de fibres de grande
taille (aire comprise entre 1560 et 3120um). Les animaux ayant recu les doses 5 et 10mg/kg
présentent un taux plus élevé de fibres de petite taille (84%) au détriment des fibres de

grande taille dont la proportion diminue (15%) (Figure 13A). Néanmoins, cet effet n’est pas
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Figure 13. Typage des fibres musculaires chez les animaux WT

Aire des fibres musculaires chez les animaux WT a toutes les doses (A) (blanc : A
<1560um, gris 1560<A<3120um et noir >3120um. Couleur des fibres musculaires du plus
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10mg/kg), 2<n<6 (B). lllustration marquage SDH pour un animal contréle et un animal

traité (C).



observé a la dose 1mg/kg. Ces résultats sont renforcés par les observations faites concernant
I'intensité de marquage. En effet, on s’est apercu que plus la dose de MF-438 administrée
est importante, plus la proportion de fibres SDH-positives augmente et celle de fibres SDH-
négatives diminue (Figure 13B). Cela signifie que le traitement, a forte dose, permet un
« switch » des fibres glycolytiques vers des fibres oxydatives et que la dose 1mg/kg n’induit

pas un tel phénomeéne.

9. Le MF-438 n’a pas d’influence sur I’expression de génes impliqués dans le

métabolisme oxydatif

Pour aller plus loin, nous avons voulu vérifier si le traitement au MF-438 avait une influence
sur I'expression d’un certain nombre de genes impliqués dans le métabolisme oxydatif. Pour
cela, nous avons étudié, par RT-gPCR, des génes dont I'expression est impliquée dans la
régulation du métabolisme oxydatif. De maniere générale, nous n’observons aucune
augmentation ou diminution significative, aussi bien pour le traitement aux trois doses de
MF-438 (Figure 14), que pour le traitement des souris mSOD1 (Figure 15). Le MF-438 ne

semble pas avoir d’effet sur I’activité transcriptionnelle de ces genes.

IV. Conclusion

A partir de cette approche expérimentale basée sur I'inhibition spécifique de I'activité SCD,
nous pouvons faire ressortir plusieurs points essentiels. Tout d’abord, la molécule est bien
active d’un point de vue pharmacologique. L'inhibition de I'activité SCD est bien observée a
la fois au niveau systémique et au niveau tissulaire, que ce soit en périphérie ou dans le
systéme nerveux central. Ensuite, d’apres les résultats obtenus, il apparait clairement que la
molécule a des effets secondaires toxiques importants qui sont retrouvés aussi bien chez les
souris sauvages que chez les souris mSOD1, plus fragiles. Le poids est affecté par la
molécule, ce qui se répercute par la suite sur la survie des animaux. Ces effets déléteres
nous ont conduit a utiliser I'unique dose qui ne présentait, a priori, pas d’effets néfastes.
Contrairement a ce qui était attendu, cette dose n’a pas eu d’effets positifs sur I'axe
neuromusculaire puisque la dénervation n’a pas été réduite apres traitement. D’'un point de

vue moléculaire, le MF-438, a la dose de 1mg/kg, n’a pas suffi a promouvoir un métabolisme
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Figure 14. Effet du traitement MF-438 sur I’expression des génes dans le muscle des
animaux WT

Expression de I’ARNm de SCD (A), FAT/CD36 (B), CPT1b (C), PGC1-a (D) et PDK4 (E) chez
les animaux WT pour toutes les doses de MF-438 (noir : CT, bleu clair : 1mg/kg, bleu
médian : 5mg/kg et bleu marine : 10mg/kg), n=2-15.
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oxydatif. En effet, I'expression de génes impliqués dans le métabolisme oxydatif n’est pas
augmentée, et les fibres musculaires n‘ont pas bénéficié d’'un « switch » du phénotype
métabolique.

Il apparait alors évident que cette approche, bénéfique dans un contexte de dénervation
expérimentale, n’est pas une stratégie adaptée dans notre contexte de SLA. Le MF-438 ne
permet pas de moduler positivement certains paramétres de la maladie mais il semble, au
contraire, les aggraver. La fenétre d’action de la molécule est trés mince et la dose

administrée ne suffit pas a améliorer la condition pathologique.
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CHAPITRE Il

Les acides gras poly-insaturés
(PUFA) en tant que

biomarqueurs de la SLA



Dans les chapitres précédents, nous avons évalué, dans un premier temps, le potentiel
biomarqueur de deux grandes familles d’acides gras, les SFA et les MUFA. Dans un second
temps, nous avons étudié les conséquences d’une modulation de I'activité SCD dans un

modele animal de SLA.

Dans cette nouvelle partie, nous allons maintenant analyser I'importance d’une autre famille
d’acides gras : les PUFA. D’un point de vue pathologique, ces derniéres années, beaucoup
d’études ont mis I'accent sur I'implication de ces acides gras dans des problemes de santé
publigue comme le diabéte, I'obésité ou les maladies inflammatoires (Feskens, 2001;
Schaefer, 2002). Concernant le systeme nerveuy, il existe également toute une littérature
gui met en lien la composition en PUFA et le bon, ou le mauvais, fonctionnement des
neurones. En effet, les PUFA ont été impliqués dans différents troubles neurologiques
comme la dépression, la schizophrénie ou les troubles bipolaires, mais aussi dans plusieurs
maladies neurodégénératives telles que les maladies d’Alzheimer et de Parkinson (Yehuda et
al.,, 2002; Chiu et al., 2003; Conklin et al., 2010; Lin et al.,, 2010; Fabelo et al., 2011;
Bozzatello et al.,, 2016). Les courants de pensées actuels suggérent que les omega-3
pourraient étre bénéfiques pour le maintien des performances cognitives chez I'adulte. La
composition en acides gras des membranes cellulaires des neurones est le reflet de la
consommation de ces acides gras. Il a ainsi été suggéré que des régimes riches en omega-3
pouvaient représenter des moyens de prévenir et/ou de retarder le déclin cognitif d0 a I'age

(D’Ascoli et al., 2016).

Concernant la SLA, il n’existe, a ce jour, aucune étude sur la composition des lipides en PUFA,
ni sur le potentiel biomarqueur de cette composition. Pour cela, nous avons analysé la
composition en PUFA, dans le sérum et le culot sanguin, de patients atteints de SLA, mais
également de patients atteints de SBMA, qui est une autre maladie neurodégénérative qui
n’affecte que les motoneurones, sans toucher les neurones moteurs, contrairement a ce qui

est observé dans la SLA.
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ABSTRACT

Objective Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal neurodegenerative disease
associated with important disarrangements of energy homeostasis and lipid metabolism.
Here we determined the polyunsaturated fatty acid (PUFA) composition of lipids in blood
samples to establish metabolic biomarkers of the disease.

Methods We recruited 134 patients with ALS, 48 age and gender matched healthy
volunteers, and 12 patients with spinal and bulbar muscular atrophy (SBMA). We
analysed PUFAs extracted from total lipids in serum and clotted blood cells by gas
chromatography. We performed analysis of ROC curves to assess diagnotic potential, and
applied univariate and multivariate models to estimate effects on survival.

Results We observed a significant decrease in PUFA composition of blood cell lipids in
ALS patients relative to control subjects, particularly affecting levels of docosapentaenoic
acid (DPA 22:5n-3) and arachidonic acid (AA 20:4n-6). Relative indices of w3 and w6
PUFA biosynthesis (EPA/ALA and AA/LA, respectively) also diminished significantly.
Similar differences were found when ALS patients were compared to patients with SBMA,
which is an ALS mimic condition. The observed modifications satisfied high standards for
diagnostic purposes (95.8% specificity, 66.7% sensibility, LR(+)=15.9 and LR(-)=0.35
for DPA in ALS versus healthy subjects; and 92.9% specificity, 75.0% sensibility,
LR(+)=10.6 and LR(—)=0.27 for AA/LA ratio in ALS versus SBMA patients). Moreover,
variations in the serum of ALS women, but not men, of levels of total w3 PUFAs, w3/w6
ratio and w3 index DHA 22:6n-3+EPA 20:5n-3 were independent prognostic factors for
survival. Patients with low rates of these parameters had a prolonged survival of more
than 10 months compared to patients with high rates.

Conclusion Detailed analysis of PUFA composition of blood lipids revealed important
metabolic biomarkers for ALS that could be used both in clinical practice and in clinical

trials.



INTRODUCTION

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a fatal condition primarily characterized by the
selective loss of upper and lower motor neurons. Clinical hallmarks include progressive
muscle wasting, fasciculations, dysarthria, dysphagia, altered reflexes, and spasticity.
The disease typically appears between 40 and 70 years of age, and affects about two per
100,000 of people (Gordon, 2013). About 90% of cases are considered as sporadic. The
remaining 10% are inherited mainly in an autosomal dominant manner. Both forms are
clinically and pathologically undistinguishable, so that it is assumed that they share
common pathogenic mechanisms (Zufiria et al., 2016). Death usually occurs from
respiratory failure within one to five years of diagnosis, although 20% of patients live
longer than 5 years, and 10% survive for more than 10 years. It is also known that
patients with bulbar onset have shorter life expectancy than patients with limb onset,
and older patients have more rapid progression than younger ones (Pupillo et al., 2014).
The diagnosis of ALS is based on clinical examination, electrophysiological findings,
medical history, and exclusion of confounding disorders that mimic the disease. This is a
laborious process that typically takes more than one year (Cellura et al., 2012).
Moreover, a correct diagnosis may be difficult to determine at early stages, particularly in
patients with predominant lower motor neuron involvement (Pradat and Bruneteau,
2006). There is therefore an unmet need for finding reliable molecular markers to
facilitate the diagnosis of ALS and to monitor the course of the disease more accurately

(Turner et al., 2009).

ALS is associated with alterations of energy homeostasis and lipid metabolism (Desport
et al., 2005; Dupuis et al., 2011; Henriques et al., 2015a). Therefore, several indices of
dyslipidemia have been proposed as surrogate biomarkers for ALS. In particular, high
body mass index (BMI), increased LDL/HDL cholesterol ratio, and elevated contents of

total cholesterol and triglycerides were shown to correlate with better prognosis.



However, except for BMI, these parameters failed to predict survival in combination with
a panel of confounding factors (Dupuis et al., 2008; Dorst et al., 2011; Marin et al.,
2011; Paganoni et al., 2011; Sutedja et al., 2011). Our previous work analyzed the
saturated and monounsaturated fatty acid composition of blood lipids, as a source of
biomarkers of the general metabolic status. It has been shown that adiposity is
associated with an increase in the desaturation activity that converts palmitic acid (16:0)
and stearic acid (18:0) into palmitoleic acid (16:1n-7) and oleic acid (18:1n-9),
respectively (Warensjo et al., 2006; Vinknes et al., 2013). We observed that
desaturation indices in the blood cell fraction (i.e., 16:1n-7/16:0 and 18:1n-9/18:0) were
higher in ALS patients than in healthy subjects. In addition, 16:1n-7/16:0 ratio was an

independent prognostic factor for survival (Henriques et al., 2015b).

Polyunsaturated fatty acids (PUFAs), including w6 (or n-6) and w3 (or n-3) PUFAs, are a
category of long chain fatty acids involved in maintaining cell membrane fluidity,
production of inflammatory mediators and regulation of gene transcription (Stubbs and
Smith, 1984; Calder and Grimble, 2002; Lapillonne et al., 2004). Altered PUFA
metabolism has been implicated in neurological and neurodegenerative diseases (Hussain
et al., 2013a). It has been also shown that systemic variations of PUFA levels may
represent convenient indices of a neuropathological process (Conquer et al., 2000; Evans
et al., 2014). However, the potential of PUFAs as biomarkers for ALS has not been
investigated so far. In this study, we performed gas chromatography to determine the
PUFA composition of lipids derived from serum and blood cells. We compared PUFA levels
of ALS patients with those of healthy subjects and patients with spinal and bulbar
muscular atrophy (SBMA), which is a mimic condition considered as a part of the regular
process of differential diagnosis of ALS. We also correlated changes in PUFA composition

with ALS survival.



METHODS

Patients and control subjects

We performed a retrospective study with 134 patients with ALS, 11 patients with SBMA
and 48 healthy individuals recruited between April 2011 and June 2015. Patients came
from three French referral centers for ALS (Strasbourg, Tours and Paris). Patients
diagnosed as having probable or definite ALS were included, according to the revised El
Escorial criteria (Brooks et al., 2000). Patients taking medications for treating diabetes,
dyslipidemia or related conditions were excluded. Age, gender and body mass index
(BMI, kg/m?) were recorded at blood collection. Disease onset was designated as the
time of initial motor deficit. Disease duration was the interval between onset of
symptoms and the point of blood collection. Clinical status was evaluated at blood
collection using the revised version of the ALS functional rating scale (ALSFRS-R).
Healthy volunteers came from Etablissement Francais du Sang (Strasbourg) and were
matched for gender and age. All individuals gave informed consent, and the study was
approved by the ethical committees CPP Est IV (Strasbourg), CPP Ouest I (Tours) and
CPP Ile-de-France (Paris) under agreement CPPRB 09/40, No. AC-2008-438, No. DC-

2009-1002.

Blood samples and lipid extraction

Blood samples were collected in red-top tubes under non-fasting conditions, and allowed
to clot for 30 minutes at room temperature. Additional samples were taken in lavander-
top tubes under fasting conditions for routine biochemical measurements. After
centrifugation at 4000g for 10 minutes at 4°C, serum, plasma and cell pellets were
separately snap frozen on dry ice and kept at -80°C until processing. Total lipids were
extracted following a modified version of the Bligh and Dyer method (Bligh and Dyer,
1959). After separation from the parent lipid molecules, the obtained fatty acids were

converted into fatty acid methyl ester derivatives. This method yields derivatization



efficacies for glycerophospholipids and glycerolipids of about 90% but do not derivatize
free fatty acids (FFAs) and cholesterol esters (Ostermann et al., 2014). Samples were

stored at -20°C until analysis.

Gas chromatography

Gas chromatography was performed using a Varian 3400 CX chromatograph fitted with a
WCOT fused silica capillary column of 100 m x 0.25 mm x 0.20 pm. The column was
coated with a polar highly substituted cyanopropyl CP-SIL 88 phase. PUFAs were
separated using conditions as previously described (Hussain et al., 2013b). Briefly, 1 uL
of sample was injected. The split ratio was set at 1:1, and the temperature gradient in
the oven ranged from 80 to 220°C at a rate of 4°C/min. Helium was the gas carrier. The
temperature of the flame ionization detector was set at 270°C. Peaks were identified by
retention time and compared to a standard mix of fatty acid methyl esters (Supelco 37
and Supelco PUFA-2 Animal Source, Sigma-Aldrich, Saint-Quentin Fallavier, France).

Results were expressed as relative percentages of total fatty acids.

Statistical analysis

Prism version 7.0b (GraphPad, San Diego, CA) and JMP version 11.0.0 (SAS, Grégy-sur-
Yerres, France) were used for statistical analysis. Unless otherwise indicated, data are
expressed as the mean+SEM. Comparisons between fatty acid profiles were assessed by
multiple unpaired two tailed t-test. Receiver-operator characteristic (ROC) curves were
used to study sensitivity, specificity and likelihood ratios. Mann-Whitney test was used to
assess differences between ALS and SBMA patients. Significant correlation between two
variables was determined by Spearman test. Kaplan-Meier curves were used to visualize
survival rates after univariate analysis by Gehan-Breslow-Wilcoxon test. Multivariate
regression analysis was performed using Cox proportional hazard models. Hazard ratios

for continuous variables represent the risk change over one unit of the regressor.



RESULTS

PUFA composition is altered in ALS blood cells

We performed a retrospective case-control analysis of fatty acid composition in serum
and blood cells obtained from 48 ALS patients and 48 age and gender-matched healthy
subjects (Table 1, group 1). In general, proportions of PUFAs were significantly
decreased in the blood cell fraction of ALS men and women. This difference remained
significant in men when w6 and w3 PUFAs were considered separately. They tended to
decrease in women. Monounsaturated fatty acids were significantly increased in men and
women while saturated fatty acids were decreased only in women (Table 2). The overall
decay of blood cell PUFAs in ALS patients was mainly due to the significant decrease of
two species, arachidonic acid (AA 20:4n-6, —20%) and docosapentaenoic acid (DPA
22:5n-3, —38%). Notably, the proportion of a-linolenic acid (ALA 18:3n-3), which is the
essential precursor of w3 PUFAs, was significantly increased in blood cells of ALS women,
and tended to increase in men (Table 3). Biosynthesis of PUFAs from essential precursors
requires the combined action of desaturases (FADS1 and FADS2) and elongases (ELOVL2
and ELOVLS5). The relative activity of these enzymes is estimated based on ratios
between products and substrates. In our hands, there were no marked differences in the
relative activities of desaturases and elongases individually considered. In contrast, the
global ratios of w6 and w3 PUFA biosynthesis were significantly decreased in the blood
cell fraction in ALS men and women (—22% for AA/LA and —38% for EPA/ALA,

respectively) (Table 4).

Reduced PUFA composition in blood cells is characteristic of ALS

To evaluate the biomarker potential of the changes detected in PUFA composition, we
performed ROC curve analysis, which is typically used to determine the effectiveness for
discriminating between individuals with disease and those without disease (Akobeng,

2007a). The areas under the curves (AUCs) for DPA (22:5n-3), AA (20:4n-6), AA/LA and



EPA/ALA significantly approached 1 (the nearer to 1, the better the test is). We also
calculated optimal cut-off points, based on the Youden index, at which specificity and
sensitivity scores are maximized (Akobeng, 2007a). Specificity was higher than 90% for
DPA (22:5n-3) and AA (20:4n-6), and almost reached 90% for AA/LA and EPA/ALA.
Sensibility ranged between 54% and 67%. Finally, we computed likelihood ratios, which
are a measure of diagnostic accuracy that estimates how many times more (or less)
likely a particular test result is in subjects with the disease than in those without disease
(Akobeng, 2007b). Likelihood ratios for a positive test result (LR+) ranged from 5 to
almost 16 (the higher LR+, the more indicative of disease the test is), whereas likelihood
ratios for a negative test result (LR—) were less than 0.5 (the lower the LR-, the more

indicative of absence of disease the test is) (Table 5).

At early stages, distinguishing ALS from other conditions with similar symptoms is a
common clinical problem (Traynor et al., 2000; Pradat 2014). To further assess the
specificity of the changes detected in PUFA composition, we performed gas
chromatography on blood cell samples obtained from patients with SBMA (Table 1, group
2). This is an X-linked motor neuron disease caused by a CAG repeat expansion in the
androgen receptor gene, and primarily characterized by progressive muscle weakness
and atrophy (Rhodes et al., 2009). Our PUFA parameters, including DPA (22:5n-3), AA
(20:4n-6), AA/LA and EPA/ALA, were significantly decreased in ALS compared to SBMA
(Figure 1A-D). Moreover, analysis of ROC curves revealed significant AUCs, high rates of
specificity and sensibility, and good likelihood ratios (Table 6). Our previous work showed
that the desaturation indices 16:1n-7/16:0 and 18:1n-9/18:0 in the blood cell fraction
were higher in patients than in healthy subjects (Henriques et al., 2015b). Here we found
that they correlated negatively with all selected PUFA parameters in ALS patients (Table
7), and were significantly increased in ALS compared to SBMA (Figure 1E, F), which

reinforces the specific nature of the observed differences.



Low w3 PUFA composition in serum of ALS women is associated with better
prognosis

In general, PUFA composition in serum was not significantly affected in ALS patients
compared to healthy subjects (Table 2 and Table 3). Only EPA/ALA ratio appeared
significantly reduced in ALS women (Table 4). Despite the lack of clear-cut differences
between patients and controls, PUFA composition did change between men and women in
both groups. Keeping this difference in mind, we wished to evaluate the potential of PUFA
composition to predict survival. To this aim, we took advantage of an extended group of
ALS patients (Table 1, group 3), and performed univariate analysis to select variations in
the levels of PUFAs that could discriminate between short and long-survivors among ALS
men or women. Based on median values, Kaplan-Meier curves revealed that women with
low serum rates of total w3 PUFAs, w3/w6 ratio and w3 index DHA (22:6n-3)+EPA
(20:5n-3) showed a prolonged survival of more than 10 months compared to women
with high serum rates (Figure 2). No effects were detected in serum of men, nor in clot
of both genders (data not shown). We had previously shown that several demographic
and clinical factors, including age, BMI, site of symptom onset, disease duration and
clinical status (as meaured by the ALSFRS-R score), affect life expectancy of ALS patients
(Henriques et al., 2015b). Thus, we performed multivariate Cox regression analysis
adjusted for these covariates to evaluate the robustness of the selected serum PUFA
parameters. Decreased rates of total w3 PUFAs (HR=1.17, P=0.0119), w3/w6 ratio
(HR=71.02, P=0.0133) and w3 index DHA (22:6n-3)+EPA (20:5n-3) (HR=1.17,

P=0.0233) were associated with better prognosis (Table 8).



DISCUSSION

This study represents the first comprehensive analysis of PUFA composition as a
biomarker for ALS. We show that decreased rates of DPA (22:5n-3), AA (20:4n-6),
AA/LA and EPA/ALA in the blood cell fraction allow to distinguish between ALS patients
and SBMA and healthy subjects. We also show that low levels of total w3 PUFAs, w3/w6
ratio and w3 index DHA (22:6n-3)+EPA (20:5n-3) in the serum of ALS women are

associated with better prognosis.

Classically, perturbations of the fatty acid composition of blood lipids have been shown to
correlate with a number of conditions collectivelly grouped under the umbrella of the
metabolic syndrome, including obesity, type 2 diabetes and cardiovascular disease
(Albert et al., 2002; Wang et al., 2003; Warensjo et al., 2009). Neurological and
neurodegenerative diseases have also been associated with alterations in fatty acid
composition (Hussain et al., 2013a; Janssen and Kiliaan, 2014), and some of these
modifications have been shown to occurr in the periphery. Decreased levels of total
PUFAs in erythrocyte membranes accompanied the degree of demyelination in brain
white matter in young patients with schizophrenia (Peters et al., 2009). Also, decreased
levels of plasma DHA (22:6n-3) were found to correlate with cognitive impairment in
demented individuals (Conquer et al., 2000). Taken together, these studies argue in

favor of using systemic variations of PUFA levels as appropriate biomarkers of disease.

At early stages, ALS manifests incompletely and progresses heterogeneously from one
individual to another. As a consequence, diagnosis often takes more than one year, and
even up to two years in some cases (Iwasaki et al., 2001). Under these circumstances,
discriminating ALS from mimic disorders still represents a common problem in clinical
practice. Indeed, the rates of false positives and false negatives at initial diagnosis have

been estimated as being 10% and 40%, respectively (Brooks, 1999; Radunovic et al.,
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2007). Although SBMA is considered as a rare motor neuron disease, both ALS and SBMA
share confounding early symptoms (Pugdahl et al., 2008; Pradat, 2014). Thus, it has
been reported that SBMA may represent more than 10% of mistaken ALS cases (Traynor
et al., 2000). In this study, we showed decreased levels of DPA (22:5n-3), AA (20:4n-6),
AA/LA and EPA/ALA in the blood cell fraction of ALS patients compared to healthy
subjects and, more importantly, SBMA patients. According to commonly accepted
standards (Akobeng, 2007b; Akobeng, 2007c), DPA (22:5n-3) showed 95.8% specificity
when compared to healthy people, which would be very useful for ruling in ALS in a
person with a positive test. Sensitivity reached 66.7%, which would be only relatively
useful for ruling out ALS in a person with a negative test. Moreover, a positive likelihood
ratio of more than 10 has been shown to increase the probability of disease very
significantly. In the case of DPA (22:5n-3), we observed that a person with ALS is about
16 times more likely to have a positive test than a person without ALS. When compared
to SBMA, the selected PUFA parameters, in particular AA/LA ratio, also satisfied high
standards despite smaller numbers of individuals (92.9% specificity and LR(+) score of
10.6). The whole of these findings highlights the potential of blood cell PUFA composition

as a diagnostic biomarker for ALS.

In contrast to the differences observed in PUFAs in the blood cell fraction between ALS
patients and healthy or SBMA subjects, we did not find any significant changes in the
PUFA composition of ALS serum that could distinguish patients from controls. However,
changes between men and women did occur in both groups. This observation is not
without precedent, so that it has been suggested that gender should be considered when
analyzing fatty acid composition (Decsi and Kennedy, 2011; Lohner et al., 2013). In our
hands, univariate analysis of the effects on survival of ALS patients of several parameters
indicative of the status of w3 PUFA metabolism, including total w3 PUFAs, w3/w6 ratio
and w3 index DHA (22:6n-3)+EPA (20:5n-3), indicated that these parameters were able

to discriminate between short and long-survivors only in women. We have no explanation
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for this differential behavior. Likely, uncontrolled factors may trigger higher variability in
men that preclude clear-cut differences in survival. Multivariate analysis showed that
lower rates of the selected w3 PUFA parameters were associated with better prognosis,
taking into account the influence of a number of confounding factors, including the
interaction of PUFA levels with gender. This is a priori a contradictory finding, since it is
generally postulated that maintaining optimal levels of these w3 PUFA indices, mainly
through dietary sources, can be beneficial for preventing from aging and
neurodegenerative diseases (Janssen and Kiliaan, 2014). However, there exists
controversy about the effects of dietary PUFAs on the risk of having ALS. Early studies
reported that a higher intake of PUFAs increased the risk of developing the disease
(Nelson et al., 2000). In contrast, follow-up studies showed that a higher PUFA intake
decreased that risk (Veldink et al., 2007). Although it is difficult to compare between
those studies and ours, the present findings would rather support the notion of a
negative impact, and strengthen the potenial of serum w3 PUFA composition as a

prognostic biomarker for ALS.

The assessment of ALS and its progression likely need the implementation of multipanel
biomarkers, combining neurophysiological and neuroimaging criteria with molecular
parameters. To date, proposed molecular markers from tissues and biological fluids have
not reached routine clinical application. On the basis of the process of motor neuron
degeneration, recent studies have pointed to neurofilament proteins found in
cerebrospinal fluid and blood as powerful biomarkers of ALS for both diagnostic and
prognostic purposes (Lu et al., 2015; Steinacker et al., 2016). Beyond the manifestations
directly ascribed to suffering motor neurons, ALS is associated with weight loss,
hypermetabolism, and dyslipidemia (Dupuis et al., 2011). Here we propose novel lipid
biomarkers as proxys of altered metabolism, which could be used in combination with

others to improve the clinical practice and the design of clinical trials.

12



ACKNOWLEDGEMENTS

We thank the patients and their families. We are indebted to Dr. Frangoise Bindler for her
aid with gas chromatography measurements. We also acknowledge Dr. Christian Gachet
for providing control samples. This work was supported by funds from European
Community's Health Seventh Framework Programme under grant agreement No. 259867
(Euro-MOTOR) and Association pour la Recherche sur la Sclérose Latérale Amyotrophique
et autres Maladies du Motoneurone (ARSLA). L.R. is a PhD student granted by
Association pour la Recherche et le Développement de Moyens de Lutte contre les

Maladies Neurodégénératives (AREMANE), Association André combat la SLA and ARSLA.

REFERENCES

Akobeng AK. Understanding diagnostic tests 1: sensitivity, specificity and predictive
values. Acta Paediatr 2007c¢;96:338-341.

Akobeng AK. Understanding diagnostic tests 2: likelihood ratios, pre- and post-test
probabilities and their use in clinical practice. Acta Paediatr 2007b;96:487-491.

Akobeng AK. Understanding diagnostic tests 3: Receiver operating characteristic curves.
Acta Paediatr 2007a;96:644-647.

Albert CM, Campos H, Stampfer MJ, Ridker PM, Manson JE, Willett WC, Ma J. Blood levels
of long-chain n-3 fatty acids and the risk of sudden death. N Engl J Med
2002;346:1113-1118.

Bligh EG, Dyer WJ. A rapid method of total lipid extraction and purification. Can J
Biochem Physiol 1959;37:911-917.

Brooks BR, Miller RG, Swash M, Munsat TL; World Federation of Neurology Research

Group on Motor Neuron Diseases. El Escorial revisited: revised criteria for the

13



diagnosis of amyotrophic lateral sclerosis. Amyotroph Lateral Scler Other Motor
Neuron Disord 2000;1:293-299.

Brooks BR. Earlier is better: the benefits of early diagnosis. Neurology 1999;53:553-554;
discussion S55-S57.

Calder PC, Grimble RF. Polyunsaturated fatty acids, inflammation and immunity. Eur ]
Clin Nutr 2002;56:514-S19.

Cellura E, Spataro R, Taiello AC, La Bella V. Factors affecting the diagnostic delay in
amyotrophic lateral sclerosis. Clin Neurol Neurosurg 2012;114:550-554.

Conquer JA, Tierney MC, Zecevic J, Bettger W], Fisher RH. Fatty acid analysis of blood
plasma of patients with Alzheimer's disease, other types of dementia, and cognitive
impairment. Lipids 2000;35:1305-1312.

Decsi T, Kennedy K. Sex-specific differences in essential fatty acid metabolism. Am J Clin
Nutr 2011;94:19145-1919S.

Desport JC, Torny F, Lacoste M, Preux PM, Couratier P. Hypermetabolism in ALS:
correlations with clinical and paraclinical parameters. Neurodegener Dis
2005;2:202-207.

Dorst J, Kuhnlein P, Hendrich C, Kassubek J, Sperfeld AD, Ludolph AC. Patients with
elevated triglyc- eride and cholesterol serum levels have a prolonged survival in
amyotrophic lateral sclerosis. J Neurol 2011;258:613-617.

Dupuis L, Corcia P, Fergani A, Gonzalez De Aguilar JL, Bonnefont-Rousselot D, Bittar R,
Seilhean D, Hauw J]], Lacomblez L, Loeffler JP, Meininger V. Dyslipidemia is a
protective factor in amyotrophic lateral sclerosis. Neurology 2008;70:1004-1009.

Dupuis L, Pradat PF, Ludolph AC, Loeffler JP. Energy metabolism in amyotrophic lateral
sclerosis. Lancet Neurol 2011;10:75-82.

Evans SJ, Ringrose RN, Harrington GJ, Mancuso P, Burant CF, McInnis MG. Dietary intake
and plasma metabolomic analysis of polyunsaturated fatty acids in bipolar subjects

reveal dysregulation of linoleic acid metabolism. ]J Psychiatr Res 2014;57:58-64.

14



Gordon PH. Amyotrophic lateral sclerosis: an update for 2013 clinical features,
pathophysiology, management and therapeutic trials. Aging Dis 2013;4:295-310.

Gordon PH, Salachas F, Lacomblez L, Le Forestier N, Pradat PF, Bruneteau G, et al.
Predicting survival of patients with amyotrophic lateral sclerosis at presentation: a
15-year experience. Neurodegener Dis 2013;12:81-90.

Henriques A, Blasco H, Fleury MC, Corcia P, Echaniz-Laguna A, Robelin L, Rudolf G,
Lequeu T, Bergaentzle M, Gachet C, Pradat PF, Marchioni E, Andres CR, Tranchant
C, Gonzalez De Aguilar JL, Loeffler JP. Blood cell palmitoleate-palmitate ratio is an
independent prognostic factor for amyotrophic lateral sclerosis. PLoS One
2015b;10:e0131512.

Henriques A, Croixmarie V, Priestman DA, Rosenbohm A, Dirrig-Grosch S, D'Ambra E,
Huebecker M, Hussain G, Boursier-Neyret C, Echaniz-Laguna A, Ludolph AC, Platt
FM, Walther B, Spedding M, Loeffler JP, Gonzalez De Aguilar JL. Amyotrophic lateral
sclerosis and denervation alter sphingolipids and up-regulate glucosylceramide
synthase. Hum Mol Genet. 2015a;24:7390-7405.

Hussain G, Schmitt F, Henriques A, Lequeu T, Rene F, Bindler F, Dirrig-Grosch S, Oudart
H, Palamiuc L, Metz-Boutigue MH, Dupuis L, Marchioni E, Gonzalez De Aguilar IL,
Loeffler JP. Systemic down-regulation of delta-9 desaturase promotes muscle
oxidative metabolism and accelerates muscle function recovery following nerve
injury. PLoS One 2013b;8:e64525.

Hussain G, Schmitt F, Loeffler JP, Gonzalez De Aguilar JL. Fatting the brain: a brief of
recent research. Front Cell Neurosci 2013a;7:144.

Iwasaki Y, Ikeda K, Kinoshita M. The diagnostic pathway in amyotrophic lateral sclerosis.
Amyotroph Lateral Scler Other Motor Neuron Disord 2001;2:123-126.

Janssen CI, Kiliaan Al. Long-chain polyunsaturated fatty acids (LCPUFA) from genesis to
senescence: the influence of LCPUFA on neural development, aging, and

neurodegeneration. Prog Lipid Res 2014;53:1-17.

15



Lapillonne A, Clarke SD, Heird WC. Polyunsaturated fatty acids and gene expression. Curr
Opin Clin Nutr Metab Care 2004;7:151-156.

Lohner S, Fekete K, Marosvdélgyi T, Decsi T. Gender differences in the long-chain
polyunsaturated fatty acid status: systematic review of 51 publications. Ann Nutr
Metab 2013;62:98-112.

Lu CH, Petzold A, Topping J, Allen K, Macdonald-Wallis C, Clarke J, Pearce N, Kuhle J,
Giovannoni G, Fratta P, Sidle K, Fish M, Orrell R, Howard R, Greensmith L,
Malaspina A. Plasma neurofilament heavy chain levels and disease progression in
amyotrophic lateral sclerosis: insights from a longitudinal study. J Neurol Neurosurg
Psychiatry 2015;86:565-573.

Marin B, Desport JC, Kajeu P, Jesus P, Nicolaud B, Nicol M, Preux PM, Couratier P.
Alteration of nutritional status at diagnosis is a prognostic factor for survival of
amyotrophic lateral sclerosis patients. J Neurol Neurosurg Psychiatry 2011;82:628-
634.

Nelson LM, Matkin C, Longstreth WT Jr, McGuire V. Population-based case-control study
of amyotrophic lateral sclerosis in western Washington State. II. Diet. Am ]
Epidemiol 2000;151:164-173.

Ostermann AI, Miller M, Willenberg I, Schebb NH. Determining the fatty acid
composition in plasma and tissues as fatty acid methyl esters using gas
chromatography - a comparison of different derivatization and extraction
procedures. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids 2014;91:235-241.

Paganoni S, Deng J, Jaffa M, Cudkowicz ME, Wills AM. Body mass index, not
dyslipidemia, is an inde- pendent predictor of survival in amyotrophic lateral
sclerosis. Muscle Nerve 2011;44:20-24.

Peters BD, Duran M, Vlieger EJ, Majoie CB, den Heeten GJ, Linszen DH, de Haan L.
Polyunsaturated fatty acids and brain white matter anisotropy in recent-onset
schizophrenia: a preliminary study. Prostaglandins Leukot Essent Fatty Acids

2009;81:61-63.

16



Pradat PF, Bruneteau G. [Differential diagnosis and atypical subsets of amyotrophic
lateral sclerosis]. Rev Neurol (Paris) 2006;162:4581-4590.

Pradat PF. [SBMA: a rare disease but a classic ALS mimic syndrome]. Presse Med
2014;43:580-586.

Pugdahl K, Fuglsang-Frederiksen A, Johnsen B, de Carvalho M, Fawcett PR, Labarre-Vila
A, Liguori R, Nix WA, Schofield IS. A prospective multicentre study on sural nerve
action potentials in ALS. Clin Neurophysiol 2008;119:1106-1110.

Pupillo E, Messina P, Logroscino G, Beghi E; the SLALOM Group. Long-term survival in
amyotrophic lateral sclero- sis: a population-based study. Ann Neurol
2014;75:287-297.

Radunovic A, Mitsumoto H, Leigh PN. Clinical care of patients with amyotrophic lateral
sclerosis. Lancet Neurol 2007;6:913-925.

Rhodes LE, Freeman BK, Auh S, Kokkinis AD, La Pean A, Chen C, Lehky TJ, Shrader JA,
Levy EW, Harris-Love M, Di Prospero NA, Fischbeck KH. Clinical features of spinal
and bulbar muscular atrophy. Brain 2009;132:3242-3251.

Steinacker P, Feneberg E, Weishaupt J, Brettschneider J, Tumani H, Andersen PM, von
Arnim CA, Bohm S, Kassubek J, Kubisch C, Lulé D, Miller HP, Muche R, Pinkhardt
E, Oeckl P, Rosenbohm A, Anderl-Straub S, Volk AE, Weydt P, Ludolph AC, Otto M.
Neurofilaments in the diagnosis of motoneuron diseases: a prospective study on
455 patients. J Neurol Neurosurg Psychiatry 2016;87:12-20.

Stubbs CD, Smith AD. The modification of mammalian membrane polyunsaturated fatty
acid composition in relation to membrane fluidity and function. Biochim Biophys
Acta 1984;779:89-137.

Sutedja NA, van der Schouw YT, Fischer K, Sizoo EM, Huisman MH, Veldink JH, Van den
Berg LH. Beneficial vascular risk profile is associated with amyotrophic lateral
sclerosis. J Neurol Neurosurg Psychiatry 2011;82:638-642.

Traynor BJ, Codd MB, Corr B, Forde C, Frost E, Hardiman O. Amyotrophic lateral sclerosis

mimic syndromes: a population-based study. Arch Neurol 2000;57:109-131.

17



Turner MR, Kiernan MC, Leigh PN, Talbot K. Biomarkers in amyotrophic lateral sclerosis.
Lancet Neurol 2009;8:94-109.

Veldink JH, Kalmijn S, Groeneveld GJ, Wunderink W, Koster A, de Vries JH, van der Luyt
J, Wokke JH, Van den Berg LH. Intake of polyunsaturated fatty acids and vitamin E
reduces the risk of developing amyotrophic lateral sclerosis. J Neurol Neurosurg
Psychiatry 2007;78:367-371.

Vinknes KJ, Elshorbagy AK, Nurk E, Drevon CA, Gjesdal CG, Tell GS, Nygard O, Vollset
SE, Refsum H. Plasma stearoyl-CoA desaturase indices: association with lifestyle,
diet, and body composition. Obesity 2013;21:E294-E302.

Wang L, Folsom AR, Zheng ZJ, Pankow ]S, Eckfeldt JH; ARIC Study Investigators. Plasma
fatty acid composition and incidence of diabetes in middle-aged adults: the
Atherosclerosis Risk in Communities (ARIC) Study. Am J Clin Nutr 2003;78:91-98.

Warensjo E, Ohrvall M, Vessby B. Fatty acid composition and estimated desaturase
activities are associated with obesity and lifestyle variables in men and women.
Nutr Metab Cardiovasc Dis 2006;16:128-136.

Warensjo E, Rosell M, Hellenius ML, Vessby B, De Faire U, Risérus U. Associations
between estimated fatty acid desaturase activities in serum lipids and adipose
tissue in humans: links to obesity and insulin resistance. Lipids Health Dis
2009;8:37.

Zufiria M, Gil-Bea FJ, Fernadndez-Torrdn R, Poza 1], Mufioz-Blanco JL, Rojas-Garcia R,
Riancho J, de Munain AL. ALS: A bucket of genes, environment, metabolism and

unknown ingredients. Prog Neurobiol 2016;142:104-129.

18



6T

'sbuel pue ueipaw se passaldxs ale ejeq "S39¥de.Iq Ul Pa]edIpUl 3J4B S|eNPIAIPUI JO SIaqUINN

(8¥-8) pE (9v-6) pE (v¥-5€) 0F (sp-z€) Op (+v-8) € (ev-6) vE Y/N U-SU4SVY
A
(88/b-7) 565 (8€6€-€21) 289 | (5/£21-560T) 826  (09vT-08) 052 | (T€9T-00) €29  (25L2-65T) 289 V/N (Shep) oo
L'0Y L'0C - SPT €°Ge 7Te V/N (%) 39suo Jeqing
(6'cy-191) s (£'1€-£°8T) €°€C (8've-276T) S'CC (£°82-1°81) £'C¢C (6'cy-191) sz (1'82-9'8T) S°€C v/N (;w/6) IINg
(6'68-92€)5'/9  (T'¥8-£°€€) T°'H9 (1£-2¥) S°6S (v£-5€) 59 (9°5£-9°2€) £°SS (£'89-6'v€) 9'cSs  (59-5€) 6'SS  (99-1€) SS (s4e3h) aby
(6S) uswom (85) usiy (z1) Usy (+1) usiy (9T1) uswom (s2) usiy (61) uswom  (62) UsW
(£11) Sv (z1) vIngs (81) sv (8v) sv (8t) AuyijesH
€ dnouap Z dnouap T dnouap

‘'s|jenplAlpul Jo sdnodb ayj Jo sonsiiajoeleyd |ediulp pue oiydesbowaq T a1qelL



Table 2. Total fatty acid composition of blood lipids.

Men
Serum Blood cells
Healthy (29) ALS (25) Healthy (29) ALS (25)
3 SFA 38.10+0.49 37.58+0.49 39.48+0.29 39.82+0.89
2 MUFA 26.61+0.73 28.95+0.78° 20.43+0.36 24.23+0.75¢
2 PUFA 35.28+0.93 33.47+0.83 40.09+0.44 35.95+1.20°
2 w6 PUFA 31.96+0.90 30.15+0.77 33.18+0.46 30.38+0.91°
3 w3 PUFA 3.33+0.19 3.33+£0.24 6.91+0.21 5.57+0.36°
Women
Serum Blood cells
Healthy (19) ALS (16) Healthy (19) ALS (16)
3 SFA 39.28+0.50 36.58+0.81°¢ 39.55+0.28 37.67+0.55°
2 MUFA 24.94+0.67 29.06+1.47° 20.04+0.46 24.15+0.89¢
2 PUFA 35.78+0.89 34.36+1.06 40.41£0.40 38.18+1.04°
3 w6 PUFA 32.53+0.80 30.36+£0.94 33.93+0.34 32.42+0.90
2 w3 PUFA 3.25%+0.22 4.00+0.41 6.48+0.30 5.77+£0.41

3p<0.05, °p<0.01, “p<0.001.
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Table 3. PUFA composition of blood lipids.

Men
Serum Blood cells

Healthy (29) ALS (25) Healthy (29) ALS (25)
18:2n-6 LA 22.52+0.76 21.35+0.74 16.73+£0.46 17.15+0.64
18:3n-6 GLA 0.27+0.02 0.27+0.03 0.17+0.02 0.22+0.03
20:2n-6 0.25+0.009 0.23+0.009 0.24+0.006 0.26+0.01
20:3n-6 DGLA 1.82+0.07 1.66+0.11 1.81+0.07 1.63+0.1
20:4n-6 AA 7.09+0.27 6.63+0.36 14.22+0.31 11.12+0.67°¢
18:3n-3 ALA 0.50+0.04 0.51+0.07 0.25+0.02 0.32+0.03
20:3n-3 0.009+0.002 0.010£0.002 0.008+0.003 0.01+0.004
20:5n-3 EPA 0.96+0.09 0.74+0.10 1.02+0.07 0.81+0.10
22:5n-3 DPA 0.21+0.10 0.19+0.01 2.26+0.1 1.38+0.13¢
22:6n-3 DHA 1.66+0.10 1.87+0.15 3.38+0.14 3.06+0.24

Women
Serum Blood cells

Healthy (19) ALS (16) Healthy (19) ALS (16)
18:2n-6 LA 22.37£0.75 20.72+0.76 17.34+0.43 18.53+0.84
18:3n-6 GLA 0.24+0.02 0.30+0.03 0.19+0.02 0.27+0.03
20:2n-6 0.23+0.01 0.24+0.012 0.24+0.006 0.27+0.01°
20:3n-6 DGLA 2.09+0.11 1.96+0.18 1.97+0.07 1.89+0.12
20:4n-6 AA 7.58+0.33 7.14+0.43 14.19+0.32 11.46+0.61°
18:3n-3 ALA 0.36+0.03 0.88+0.34 0.23+0.02 0.56+0.17°
20:3n-3 0.005+0.002 0.01+0.005 0.02+0.003 0.01+0.004
20:5n-3 EPA 0.88+0.1 0.90+0.14 0.91+0.07 0.91+£0.13
22:5n-3 DPA 0.21+0.01 0.18+0.02 1.97+0.1 1.24+0.13°¢
22:6n-3 DHA 1.81+0.15 2.03+0.11 3.35+0.26 3.05+0.20
3p<0.05, °p<0.01, °p<0.001.



Table 4. Relative activity of PUFA metabolism.

Men
Serum Blood cells
Healthy (29) ALS (25) Healthy (19) ALS (16)
FADS1 20:4n-6/20:3n-6 4.04+0.19 4.28+0.32 8.19+0.37 7.15+£0.50
FADS2 18:3n-6/18:2n-6 0.01+0.001 0.01£0.002 0.01+0.001 0.01+0.002
ELOVL2 22:5n-3/20:5n-3 0.30+0.04 0.35+0.05 2.62+0.25 2.39+0.40
ELOVL5 20:3n-6/18:3n-6 7.59+0.63 7.85+0.93 12.48+0.99 11.23+1.40
AA/LA 0.32+0.01 0.32+0.02 0.87+0.03 0.67+0.05°¢
EPA/ALA 2.22+0.26 2.00+0.40 4.83%£0.59 3.05+0.41°
Women
Serum Blood cells
Healthy (29) ALS (25) Healthy (19) ALS (16)
FADS1 20:4n-6/20:3n-6 3.73+0.21 3.92+0.34 7.38+0.31 6.44+0.58
FADS2 18:3n-6/18:2n-6 0.01+0.001 0.01£0.002 0.01+0.002 0.02+0.002
ELOVL2 22:5n-3/20:5n-3 0.28+0.03 0.30+0.06 2.43+0.24 1.77+0.30
ELOVL5 20:3n-6/18:3n-6 9.51+0.85 7.71+£0.91 13.01+1.32 10.14+2.27
AA/LA 0.35+0.02 0.35+0.02 0.83+0.04 0.65+0.06°¢
EPA/ALA 2.65+0.30 1.63+0.25° 4.24+0.37 2.54+0.46°

3p<0.05, °p<0.01, “p<0.001.
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Table 5. ROC analysis of blood cell PUFA parameters in ALS and healthy subjects.

AUC P-value J Cut-off Sp Sn LR+ LR-
DPA 22:5n-3 0.86 <0.0001 0.63 1.45 95.8 66.7 15.9 0.35
AA 20:4n-6 0.81 <0.0001 0.54 12.38 91.7 62.5 7.5 0.41
AA/LA 0.76 <0.0001 0.52 0.68 89.6 62.5 6.0 0.42
EPA/ALA 0.76 <0.0001 0.44 2.39 89.6 54.2 5.2 0.51

AUC, area under the curve; J, Youden index, Sp, specificity; Sn, sensibility.

Table 6. ROC analysis of blood cell PUFA parameters in ALS and SBMA subjects.

AUC P-value J Cut-off Sp Sn LR+ LR-
DPA 22:5n-3 0.87 0.0012 0.69 1.87 85.7 83.3 5.8 0.19
AA 20:4n-6 0.81 0.0075 0.54 13.53 78.6 75.0 3.5 0.32
AA/LA 0.89 0.00083 0.68 0.89 92.9 75.0 10.6 0.27
EPA/ALA 0.78 0.0157 0.5 4.91 100 50.0 - 0.50

AUC, area under the curve; J, Youden index, Sp, specificity; Sn, sensibility.

Table 7. Correlation between desaturation indices and blood cell PUFA parameters.

DPA 22:5n-3 AA 20:4n-6  AA/LA  EPA/ALA

16:1n-7/16:0 -0.466°¢ -0.431° -0.407°  -0.431°

18:1n-9/18:0 -0.716¢ -0.596¢ -0.535%  -0.346°

3h<0.05, Pp<0.01, °p<0.001, 9p<0.0001.



Table 8. Cox proportional hazard models for serum w3 PUFA parameters

Total w3 PUFAs

Variate Item HR 95% CI P-value
Age (years) - 1.034 1.0084 to 1.060 0.0071
BMI (kg/m?) - 0.922 1.0000 to 1.084 0.0404
Site of onset Spinal 0.393 0.211 to 0.736 0.0037
Bulbar 2.542 1.359 to 4.733 0.0037
Duration (days) - 1.000 0.999 to 1.0000 0.0589
ALSFRS-R group [0-35] 1 (ref) - -
[36-39] 0.435 0.210 to 0.839 0.0121
[40-42] 0.357 0.056 to 1.248 0.1167
[>42] 0.232 0.037 to 0.809 0.0186
Total w3 PUFAs * Gdr - 1.172 1.022 to 1.343 0.0119
w3/w6 ratio
Variate Item HR 95% CI P-value
Age (years) - 1.032 1.007 to 1.058 0.0097
BMI (kg/m?) - 0.924 0.849 to 0.998 0.0441
Site of onset Spinal 0.406 0.220 to 0.754 0.0046
Bulbar 2.461 1.326 to 4.537 0.0046
Duration (days) - 1.000 1.000 to 1.0000 0.0551
ALSFRS-R group [0-35] 1 (ref) - -
[36-39] 0.445 0.215 to 0.855 0.0142
[40-42] 0.343 0.054 to 1,196 0.1007
[>42] 0.231 0.037 to 0.801 0.0175
w3/w6 ratio * Gender - 71,024 1.522 to 3313.982 0.0133
w3 index DHA (22:6n-3)+EPA (20:5n-3)
Variate Item HR 95% CI P-value
Age (years) - 1.030 1.0056 to 1.055 0.0149
BMI (kg/m?) - 0.920 0.845 to 0.994 0.0345
Site of onset Spinal 0.385 0.207 to 0.720 0.0030
Bulbar 2.596 1.388 to 4.831 0.0030
Duration (days) - 1.000 0.999 to 1.0000 0.675
ALSFRS-R group [0-35] 1 (ref) - -
[36-39] 0.451 0.218 to 0.865 0.0157
[40-42] 0.340 0.054 to 1.183 0.0970
[>42] 0.229 0.036 to 0.802 0.0179
DHA+EPA * Gender - 1.169 1.003 to 1.363 0.0233

ALSFRS-R was categorized into four groups (Gordon et al., 2013). Gdr, Gender.



LEGENDS TO FIGURES

Figure 1. PUFA and MUFA indices in ALS and SBMA patients. Levels of DPA (22:5n-
3) (A) and AA (20:4n-6) (B), as well as EPA/ALA (C), AA/LA (D), 16:1n-7/16:0 (E) and
18:1n-9/18:0 (F) ratio in SBMA (grey columns) and ALS (black columns) patients.

*p<0.05, **p<0.01, ***p<0.001.

Figure 2. Survival analysis of @3 PUFAs. Kaplan-Meier curves of survival in the
subgroups of ALS women as determined by median values of total w3 PUFAs (A), w3/w6
ratio (B) and w3 index DHA+EPA (C). Survival was the interval between the point of

blood collection and death.
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CHAPITRE IV

Modulation de la composition
en PUFA : étude pré-clinique

sur un modele de dénervation



l. Introduction

Les données présentées dans le chapitre précédent nous ont indiqué qu’il existe des
altérations dans la composition en omega-3 des lipides chez les patients atteints de SLA. A ce
jour, peu d’études se sont intéressées aux réles qu’occupent ces acides gras au niveau de la
jonction neuromusculaire, qui est un acteur clé du processus pathologique de la SLA. L’étude
de Lewis et collaborateurs a montré, chez des sujets sportifs, qu’une supplémentation en
omega-3 permettait une augmentation des performances via une amélioration de la
transmission neuromusculaire (Lewis et al., 2015). Par ailleurs, I'étude d’Aid et
collaborateurs a montré qu’un régime dépourvu d’'omega-3 entrainait, au niveau
hippocampique, des modifications de Ila libération d’acétylcholine, qui est le
neurotransmetteur également retrouvé au niveau de la jonction (Aid et al., 2003). Ces
observations nous ont amenés a nous poser la question suivante : Les PUFA participent-ils au
phénomeéne de dénervation si caractéristique de la maladie ?

Notre étude sur des patients atteints de SLA a révélé une diminution significative des
proportions de DPA dans le sang par comparaison a des sujets contréles. Et nous savons
également, d’apreés la littérature, que le DPA est un omega-3 qui a de nombreuses propriétés
bénéfiques (Kaur et al., 2011). De ce fait, nous avons émis |’hypothése qu’une
supplémentation en DPA serait bénéfique a I'axe neuromusculaire et plus précisément sur sa
récupération fonctionnelle apres Iésion. Pour cela, nous avons mis en place un protocole de
supplémentation en DPA par gavage sur des animaux ayant subi une lésion du nerf sciatique,
constituant ainsi un modele de dénervation expérimentale. Nous avons opté pour le gavage
comme moyen d’administration de I'acide gras car il permet, d’une part, une assimilation
naturelle via la digestion et d’autre part, il permet de contrdler précisément la dose

administrée aux animaux.

Il. Matériels et méthodes

1. Animaux et traitement

Des souris adultes males de souche FVB/N &agées d’environ 90 jours, provenant des

laboratoires Janvier (Le Genest-Saint-lle, France), ont été maintenues dans notre animalerie
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a une température de 23°C et selon un cycle jour/nuit de 12h. Les animaux avaient acces a
I'eau et a la nourriture ad libitum. Les croquettes A04 standards ont été utilisées. Les
animaux ont recu une dose quotidienne de DPA par gavage. La dose administrée était de
50mg/kg de DPA dilué dans du polyéthyléne glycol 5%. Les souris contrdles ont regu une
dose équivalente de polyéthyléne glycol (Figure 1) (comité d’éthique de I'Université de

Strasbourg N° AL/01/20/09/12 et AL/15/44/12/12).

2. Lésion nerveuse

La lésion axonale réalisée sur les animaux consistait en une compression in situ du nerf
sciatique, a mi-hauteur de la cuisse, a I'aide d’une pince plate pendant 20 secondes. Les
animaux avaient été préalablement anesthésiés a I'aide d’'un mélange kétamine 5% et
xylazine 3.3%, injecté en intra-péritonéal. Les souris ont été placées, apres chirurgie, sous
une lampe chauffante et surveillées jusqu’a leur réveil. Un antalgique (Advil) a été

administré aux souris, via I'eau de boisson, durant le reste de I'expérience.

3. Suivi des animaux

Le suivi des animaux a consisté, dans un premier temps, a mesurer le poids et évaluer
visuellement le réflexe d’extension des pattes postérieures et des doigts. Ces deux réflexes
sont obtenus en soulevant l'animal par la queue et apparaissent comme étant
particulierement altéré en cas de Iésion nerveuse (Gobrecht et al., 2014). Ces réflexes ont
été cotés de 0 a 2, 0 correspondant a I'absence totale de réflexe et 2 correspondant a un
réflexe normal. Un test d’agrippement a également été réalisé sur les membres postérieurs
des animaux.

Dans un second temps, un suivi plus détaillé a été réalisé a I'aide du systeme Catwalk
(Noldus Information Technology, Wageningen, Pays-Bas). Ce systeme permet |'évaluation de
nombreux parametres moteurs de la souris. Le test a consisté a réaliser 3 passages, par
souris, dans un tunnel de 1.5m de long en respectant certains parametres que le logiciel
considére comme corrects. Les animaux ont été placés, chacun leur tour, a une extrémité du
tunnel et ont d( réaliser leurs 3 passages en moins de 10 secondes chacun pour qu’ils soient

validés. Ensuite, une analyse sur logiciel a été réalisée.
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4. Collecte des échantillons

La procédure suivie pour la collecte des échantillons a été la méme que celle qui a été

présentée dans le chapitre Il section 3.

5. Extraction des lipides totaux et chromatographie gazeuse

La technique d’extraction des lipides totaux ainsi que le protocole de chromatographie

gazeuse ont été présentées en détail dans le chapitre Il sections 4 et 5.

6. Histologie du nerf sciatique

Les nerfs sciatiques ont été prélevés et fixés dans une solution de paraformaldéhyde (PFA) a
4% pendant 2 heures puis rincés et conservés dans une solution de PBS. Les tissus ont
ensuite été placés dans une solution de cryoprotection composée de PBS supplémenté en
sucrose a 25%, sur une durée de 48h et gardés a +4°C. Par la suite, les échantillons ont été
placés dans le milieu OCT Tissue Tek (Sakura, Alphen aan den Rijn, Pays-Bas) afin d’étre
coupés au cryostat (Leica, Nanterre, France). Des coupes longitudinales d’'une épaisseur de
12um ont été réalisées a une température de -32°C. Une coloration au bleu de Toluidine a
ensuite été effectuée. Les échantillons ont été placés pendant 45 secondes dans la solution
de coloration puis rincés délicatement a I'eau. Les coupes ont ensuite été séchées pendant
20 minutes a 40°C et placées dans une solution d’histoclear (National Diagnostics, Atlanta,
GE). Les lames ont été montées avec le milieu Roti-Histo-Kitt (Carl Roth, Karlsruhe,
Allemagne) et les images ont été faites a I'aide du microscope Nikon Eclipse E800 (Tokyo,

Japon).

7. Marquage des jonctions neuro-musculaires

Les muscles Extenseur Digital Long (EDL) des pattes contralatérale et ipsilatérale a la Iésion
ont été prélevés et fixés dans une solution de PFA a 4% pendant 2 heures. Apres ringage au

PBS, les fibres de ces muscles ont été séparées délicatement sous une lentille binoculaire et
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conservées dans une solution de PBS a +4°C jusqu’a I'étape de marquage. Pour cette étape,
les fibres ont été incubées 30 minutes dans une solution de PBS contenant de la BSA a 3% et
du triton a 0.5%. Ensuite, les anticorps primaires ont été ajoutés et I'ensemble a été mis a
incuber toute la nuit sur agitateur a température ambiante. Les anticorps primaires utilisés
sont I'anticorps anti-synaptophysine (Lapin, Eurogentec, Liége, Belgique) et I'anticorps anti-
neurofilament (Lapin, Eurogentec), dilués au 1/50. Apres 3 lavages successifs de 10 minutes
chacun, avec une solution de PBS-Triton 0.1%, I'anticorps secondaire d’ane anti-lapin Alexa
488 (Molecular Probes, Eugene, OR) ainsi que la bungarotoxine couplée a la rhodamine
(Sigma-Aldrich) ont été ajoutés, dilués au 1/400. L’'ensemble a été mis en incubation
pendant 1h30 sur agitateur, a température ambiante et a I'abri de la lumiére afin d’éviter.
Trois ringages successifs de 10 minutes ont de nouveau été réalisés au PBS-Triton 0.1% puis
les échantillons ont été montés sur lame a 'aide de I'aquapolymont (PolySciences Inc.,
Warrington, PA) comme milieu de montage. Les images ont été réalisées a I'aide du

microscope a fluorescence Nikon Eclipse E800 (Tokyo, Japon).

8. RT-qPCR

Cette technique a été présentée dans la section Matériels et Méthodes du chapitre Il.

9. Analyse statistique

Des t-tests ont été réalisés pour les comparaisons entre deux groupes. Pour évaluer I'effet

du traitement, des ANOVA a deux voies ont été réalisées. Les données sont exprimées par la

moyenne tsem. Le logiciel Prism 6.0 a été utilisé (GraphPad, San Diego, CA) pour les analyses

statistiques.

IIl. Résultats

1. Mise au point du traitement au DPA par gavage sur des souris sauvages

La premiére partie de cette étude a été dédiée a la mise au point de la supplémentation en

DPA par gavage sur des animaux sauvages. Pour établir un protocole correct et pour évaluer
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les effets d’'un apport en DPA, nous avons testé différentes doses de cet acide gras sur des
souris WT : 50mg/kg, 150mg/kg et 300mg/kg, sur une période de 10 jours. Le déroulement

de ce protocole est présenté en Figure 1.

A la suite de la période de gavage, nous avons testé un certain nombre de parameétres afin
d’évaluer I'effet de la supplémentation en DPA. Dans un premier temps, nous avons évalué
les modifications, dans la composition en acides gras au niveau circulant et tissulaire, a I'aide
de chromatographies gazeuses. La dose 50mg/kg est la seule qui a eu les effets attendus, a
savoir I'augmentation du DPA ou de ses produits, c’est pourquoi seuls les résultats
correspondant a cette dose-ci seront présentés (Figures Supplémentaires 1-4). Dans le culot
sanguin, parmi les trois grandes familles d’acides gras, les proportions de SFA ont diminué
significativement aprés traitement. Les proportions de MUFA sont restées inchangées et
celles de PUFA présentent une tendance a I'augmentation (Figures 2 A-C). Au sein des PUFA,
nous avons noté une augmentation significative des proportions d’omega-3 chez les
animaux traités (Figure 2D), et il est intéressant de préciser qu’apres la supplémentation en
DPA, ce n’est pas les proportions en DPA lui-méme qui sont augmentées, mais celles de son
produit, le DHA (Figures 2E et 2F). Au niveau tissulaire, les modifications dans les profils
d’acides gras sont trés similaires. Nous retrouvons la tendance a l'augmentation des
proportions de PUFA ainsi que les augmentations significatives des taux d’omega-3 et de
DHA (Figures 3A-F). La supplémentation en DPA, a la dose de 50mg/kg, suffit a modifier

significativement les profils d’acides gras a la fois au niveau systémique et tissulaire.

L'augmentation des proportions en omega-3 ayant comme effet majeur la stimulation de Ia
consommation des graisses par accroissement du métabolisme oxydatif (Sampath and
Ntambi, 2005), nous avons voulu étudier I'effet de notre supplémentation en DPA sur
I'expression de différents génes impliqués dans le métabolisme oxydatif, dans le muscle
gastrocnémien. Les résultats indiquent une augmentation significative de I'expression des
génes FAT/CD36, PDK4 et PGCla (Figures 4A-C). Par ailleurs, il est important de noter que
cette augmentation de I'expression des genes du métabolisme oxydatif s’Taccompagne d’une
augmentation de lI'expression de genes impliqués dans le traitement des radicaux libres

responsables du stress oxydant, tels que SOD1 et GPX (Figures 4D et 4E).
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Chromatographie

Début du gavage Sacrifice des ~ 8azeuse
au DPA ou PEG animaux RT-qPCR
A\ 4

Traitement DPA ou PEG

JO J10

Figure 1. Déroulement de I'expérience
Déroulement de I'expérience de gavage au DPA a la dose de 50mg/kg chez des souris WT
ayant subi une lésion partielle du nerf sciatique, n=6-7.
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Figure 2. Proportions des acides gras dans le culot sanguin aprés traitement au DPA
Proportions en SFA totaux (A), MUFA totaux (B), PUFA totaux (C), omega-3 totaux (D),
DPA (E) et DHA (F) chez des animaux contrdles et des animaux ayant regu le traitement au
DPA a la dose 50mg/kg, n=3-5, t-test, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005.



SFA (%)

*-3 (%)

40

301

201

101

207

151

101

Contrdle

Contrdle

DPA

DPA

MUFA (%)

DPA 22:5n3 (%)

307

201

107

1.57

[y
o
L

o
w
L

Contrdle

0.0

Controle

DPA

DPA

PUFA (%)

DHA 22:6n3 (%)

40

301

201

107

p=0.0611

201

[y
v
L

[any
o
L

wv
L

Contréle

DPA

Contrdle

Figure 3. Proportions des acides gras dans le muscle gastrocnémien apreés traitement au

DPA

Proportions en SFA totaux (A), MUFA totaux (B), PUFA totaux (C), omega-3 totaux (D),
DPA (E) et DHA (F) chez des animaux contréles et des animaux ayant recgu le traitement au
DPA, n=3-5, t-test, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005.
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Figure 4. Expression des génes impliqués dans le métabolisme oxydatif et le stress
oxydant dans le muscle gastrocnémien apreés traitement au DPA
Expression des ARNm des génes FAT/CD36 (A), PDK4 (B), PGCla (C), SOD1 (D) et GPX (E),
n=3-5, t-test, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005.



2. Effet du traitement au DPA sur la récupération fonctionnelle apres lIésion nerveuse

Dans une seconde partie, nous avons voulu évaluer I'effet de la supplémentation en DPA sur
la récupération de I'activité nerveuse aprés une lésion nerveuse. Le protocole suivi pour

cette section est présenté en Figure 5.

2.1. Suivi fonctionnel

En premier lieu, nous avons évalué |'effet du traitement sur le poids des animaux. Aucune
différence significative n’est observée entre les deux groupes au cours du traitement (Figure
6A). L’évaluation de la force musculaire, sur la patte lésée, révéle une diminution
significative chez les animaux des deux groupes apreés lésion. De plus, les résultats révelent
gue la force musculaire pour la groupe contréle commence de nouveau a augmenter
significativement a partir du geme jour tandis que pour le groupe traité, la force musculaire
reste a la valeur observée apres lésion (Figure 6B).

L’évaluation du réflexe d’extension des doigts révele qu’aprées lésion, tous les animaux
présentent un réflexe altéré et que les animaux du groupe contrdle récupéerent un réflexe
normal plus rapidement que les animaux du groupe traité (Figure 7A). De facon analogue,
pour le réflexe d’extension des membres postérieurs, les animaux controles récupérent plus
vite que ceux qui ont regu le traitement. La récupération est de I'ordre de 50% environ au
geme jour pour le groupe contrdle contre environ 10% pour le groupe traité (Figure 7B).
D’autres parameétres de la démarche des animaux ont été évalués a l'aide du systéme
Catwalk. Tout d’abord, trois parametres statiques qui sont la longueur, la largeur ainsi que
I'aire de I'empreinte des pattes ont été mesurés (Figures 8A-C). Ces 3 parametres sont
significativement diminués aprés la Iésion du nerf sciatique et la récupération est plus faible
pour le groupe traité par comparaison au groupe contréle. L'intensité moyenne des pas a
également été mesurée (Figure 8D). On observe aussi une diminution de ce parameétre aprés
la lésion ainsi qu’une meilleure récupération pour le groupe contréle, bien que la différence
ne soit pas significative entre les deux groupes. Le « step cycle », correspondant au temps

entre deux appuis consécutifs de la méme patte, est diminué aprés la Iésion mais on observe

une récupération progressive au cours de I'expérience, identique entre les deux groupes
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Figure 5. Déroulement de I’expérience
Déroulement de I'expérience de gavage au DPA a la dose de 50mg/kg chez des souris WT
ayant subi une lésion du nerf sciatique, n=6-7.
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Figure 7. Effet du traitement au DPA sur le réflexe d’extension des doigts et des
membres postérieurs

Effet du traitement au DPA sur le réflexe d’extension des pattes postérieures (A) et sur le
réflexe d’extension des doigts (B) des souris WT ayant subi une Iésion du nerf sciatique,
vert foncé : souris controles, vert clair : souris traitées au DPA, n=6-7.
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Figure 8. Evaluation des parameétres moteurs des souris a I’aide du systeme du Catwalk
Effet du traitement au DPA sur la longueur de I'empreinte (A), la largueur de I'empreinte
(B), I'aire de I'empreinte (C), I'intensité moyenne des pas (D), le cycle de pas (E), le cycle
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: souris controles, vert clair :

traitées au DPA, n=6-7, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005.
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(Figure 8E). Le « duty cycle » correspond au ratio [appui/appui + balancement], et il est trés
diminué aprés la Iésion chez les deux groupes (Figure 8F). De maniére similaire aux autres
parameétres, la récupération est progressive chez les deux groupes mais plus importante et
plus rapide pour le groupe contréle. Enfin, nous avons évalué le « swing » qui correspond a
la durée sans contact de la patte avec le sol est augmenté dans le groupe traité par
comparaison au groupe controle lors de la phase de récupération (Figure 8G). Et a I'inverse,
le «stand», qui correspond a la durée de contact de la patte avec le sol, est

significativement diminué chez le groupe traité par rapport au groupe contréle (Figure 8H).

2.2. Les altérations motrices sont associées a une dénervation de I'unité motrice

Des marquages fluorescents des jonctions neuro-musculaires ont été réalisés afin d’évaluer
I’état d’innervation des unités motrices. L’observation au microscope a permis de constater
la présence de jonctions neuro-musculaires sous 3 états distincts : innervées (Figure 9A),
partiellement dénervées et totalement dénervée au niveau du muscle EDL (Figure 9B). Le
comptage d’un total de 180 jonctions a permis de faire une classification des différents états
et d’évaluer les proportions de chacun. Les résultats nous indiquent 43% de jonctions
totalement dénervées et 23% de jonctions partiellement dénervées dans le groupe contrdle
alors que pour le groupe traité, 100% des jonctions sont totalement dénervées (Figure 9C).
Pour aller plus loin, nous avons également étudié la dénervation en mesurant I'expression
de deux génes musculaires impliqués dans ce processus : les génes codant pour la sous-unité
alpha et epsilon (Figures 9D et 9E). Au cours d’un processus de dénervation, ces genes sont
respectivement augmenté et diminué. La quantification de I'expression de ces deux génes
dans le muscle gastrocnémien de nos deux groupes d’animaux nous révele bien une
augmentation de I'expression de la sous-unité alpha et une diminution de I'expression de la
sous-unité epsilon au niveau de la patte lésée par rapport a la patte contralatérale. Par
ailleurs, on observe une différence d’expression de la sous-unité cholinergique a dans le
groupe traité par rapport au groupe contréle, ce qui témoigne d’une dénervation plus

importante.
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Figure 9. Etat des jonctions neuro-musculaires et état de dénervation aprés traitement
au DPA

Marquages fluorescents présynaptiques (vert) et postsynaptiques (rouge) de jonctions
neuro-musculaires partiellement innervée (A) et totalement dénervée (B). Proportions
des 3 états de fibres selon chaque condition (controle versus DPA) (C) dans le muscle EDL.
Expression de ’ARNm des récepteurs cholinergiques a et € selon chaque condition (D et
E) dans le muscle gastrocnémien. n=4-6, ANOVA, barres unies : patte contralatérale,
barres rayées : patte ipsilatérale, ANOVA, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005.



2.3. Etat du nerf sciatique

Dans le but d’évaluer I'état du nerf sciatique apres Iésion dans les deux groupes d’animaux,
une coloration au bleu de toluidine a été réalisée. Cette coloration révele la présence de
zones légérement hypertrophiées, avec une accumulation de nombreuses cellules, et
associées avec des vacuolisations au niveau de la patte |ésée, correspondant a la zone de
compression du nerf lors de la |ésion (Figure 10B). Cet aspect n’est pas observé au niveau de
la patte contréle (Figure 10A). Malgré un aspect général plus désorganisé des fibres des
nerfs sciatiques dans le groupe traité au DPA, aucun paramétre n’a pu étre avancé pour

objectiver cette différence (Figures 10 C et D).

IV.Conclusion

Les résultats obtenus par chromatographie gazeuse nous permettent, dans un premier
temps, de confirmer que le DPA, administré par gavage, a été correctement assimilé par les
animaux et principalement converti en DHA mais cela uniguement pour la dose 50mg/kg, ce
qui témoigne d’une fenétre d’action trés mince de I'acide gras en question. De plus, cela
nous permet également de dire que la durée de traitement est suffisante puisqu’elle induit

bien des changements dans la composition en acides gras.

Par ailleurs, I'observation de changements dans I'expression de genes impliqués dans le
métabolisme oxydatif nous permet de prouver que I'assimilation du DPA est suffisante pour
entrainer une modulation du métabolisme oxydatif au niveau musculaire. Cependant, il est
intéressant de noter qu’elle entraine aussi une modulation de I'expression des genes

impliqués dans le stress oxydant, ce qui laisse supposer une augmentation du stress oxydant.

Sur les animaux ayant subi la Iésion du nerf sciatique, I'évaluation des réflexes d’extension
des doigts et des membres postérieurs révele des différences trés marquées sur la
récupération fonctionnelle entre les deux groupes, avec un effet visiblement négatif du DPA
sur I'axe neuromusculaire, dans ce contexte. Les parameétres observés via le systeme Catwalk
nous indiquent également une récupération motrice plus lente et plus faible chez les

animaux traités par comparaison avec les animaux controles.
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Figure 10. Etat des nerfs sciatiques apreés lIésion et traitement au DPA

Nerfs sciatiques colorés au bleu de Toluidine d’une patte controlatérale (A) et ipsilatérale
(B). Images a un plus fort grossissement d’un nerf provenant d’un animal non-traité (C) et

traité (D).



Les résultats obtenus a partir de I'étude des jonctions neuromusculaires mettent en
évidence un effet négatif du traitement au DPA puisque dans le groupe traité, 100% des
jonctions sont totalement dénervées alors que dans le groupe contrble, on observe une
certaine proportion de jonctions intactes ou partiellement dénervées. Pour les études
histologiques du nerf sciatique, les résultats obtenus ne sont pas suffisants pour étre

informatifs sur I’effet du traitement au DPA sur le nerf.
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Figure Supplémentaire 1. Proportions des acides gras dans le culot sanguin apres
traitement au DPA pour la dose 150mg/kg

Proportions en SFA totaux (A), MUFA totaux (B), PUFA totaux (C), omega-3 totaux (D),
DPA (E) et DHA (F) chez des animaux contréles et des animaux ayant recgu le traitement au
DPA a la dose 150mg/kg, n=3-5, t-test, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005.
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Figure Supplémentaire 2. Proportions des acides gras dans le muscle gastrocnémien

apres traitement au DPA pour la dose 150mg/kg

Proportions en SFA totaux (A), MUFA totaux (B), PUFA totaux (C), omega-3 totaux (D),
DPA (E) et DHA (F) chez des animaux contréles et des animaux ayant recgu le traitement au
DPA a la dose 150mg/kg, n=3-5, t-test, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005.
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Figure Supplémentaire 3. Proportions des acides gras dans le culot sanguin apres
traitement au DPA pour la dose 300mg/kg

Proportions en SFA totaux (A), MUFA totaux (B), PUFA totaux (C), omega-3 totaux (D),
DPA (E) et DHA (F) chez des animaux contréles et des animaux ayant recgu le traitement au
DPA a la dose 300mg/kg, n=3-5, t-test, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005.
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Figure Supplémentaire 4. Proportions des acides gras dans le muscle gastrocnémien
apres traitement au DPA pour la dose 300mg/kg

Proportions en SFA totaux (A), MUFA totaux (B), PUFA totaux (C), omega-3 totaux (D),
DPA (E) et DHA (F) chez des animaux contréles et des animaux ayant recgu le traitement au
DPA a la dose 300mg/kg, n=3-5, t-test, *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,005.



Discussion



Les recherches menées dans le cadre de cette thése ont été construites a partir
d’observations faites chez 'Homme. En transposant au modeéle animal, par des approches
pré-cliniques, nous avons cherché a apprendre de ces observations afin de mieux
comprendre la composante métabolique de la pathologie. Cette derniere partie du
manuscrit est dédiée a la discussion des travaux. Dans un premier temps, nous aborderons
I'importance de rechercher de nouveaux biomarqueurs et de la pertinence du sang comme
fluide d’intérét pour la recherche de biomarqueurs. Ensuite, nous nous pencherons sur la
valeur diagnostique et pronostique des biomarqueurs identifiés. Enfin, dans une troisieme
partie, nous nous concentrerons sur les approches pré-cliniques testées en comparaison

avec ce qui est décrit dans la littérature.

. Nécessité de trouver des biomarqueurs

Ces dernieres années, la recherche de nouveaux biomarqueurs de la SLA a été considérable
mais, a I’'heure actuelle, nous ne disposons toujours pas de biomarqueurs robustes
utilisables en clinique (Robelin and Gonzalez De Aguilar, 2014). Ceci s’explique en partie par
le fait que, aux prémices de la maladie, les symptémes sont incomplets et surviennent de
facon progressive et trés hétérogene d’un individu a l'autre. De ce fait, les délais de
consultation sont souvent longs et, par conséquent, le diagnostic est souvent établi plus d’'un
an, voire parfois deux apres I'apparition des premiers signes. L'étude d’lwasaki, en 2001,
démontre que les délais entre l'apparition des premiers symptomes et la premiere
consultation, ou la premiére visite chez un neurologue, ou encore la confirmation du
diagnostic sont en moyenne de 5.7, 9.7 et 11.6 mois, respectivement (lwasaki et al., 2001).

Par ailleurs, poser un diagnostic de SLA peut s’avérer difficile, de facon précoce, du fait que
de nombreux signes qui la caractérisent sont communs a d’autres troubles neurologiques.
Ghasemi et collaborateurs décrivent plus d’une vingtaine de maladies pouvant ressembler,
de prime abord, a la SLA (Ghasemi, 2016). L’amyotrophie musculaire spinale et bulbaire
(SBMA), aussi appelée maladie de Kennedy, est une maladie du motoneurone dont les signes
premiers sont trés semblables a ceux de la SLA. Elle représente I'une des maladies les plus
souvent confondues avec la SLA, aprés la neuropathie motrice multifocale. La SBMA
représente a elle-seule au moins 10% des mauvais diagnostics de SLA (Traynor et al., 2000).

Ces pathologies représentent alors des obstacles, d’un point de vue clinique, et peuvent
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ainsi retarder davantage le diagnostic, ou méme conduire a de mauvais diagnostics. On
dénombre approximativement 10% de faux-positifs et 40% de faux-négatifs au stade initial
de la maladie (Magistris, 2006; Cellura et al., 2012). Compte-tenu de ces informations, il
apparait alors clairement qu’il est indispensable de découvrir de nouveaux biomarqueurs
spécifiques de la SLA afin d’aider au diagnostic. Il existe également un manque indéniable de
biomarqueurs robustes permettant d’évaluer la progression de la maladie, d’un point de vue

clinique, mais aussi dans un contexte d’essai de nouveaux traitements.

Il. Le sang : une source pertinente de biomarqueurs moléculaires

Comme il I'a été dit précédemment, ces derniéres années se sont caractérisées par une
course acharnée aprés des biomarqueurs moléculaires spécifiques de la SLA. S’agissant
d’'une maladie neurologique, le liquide céphalo-rachidien représente la premiére source de
biomarqueurs a laquelle on pense. Ce fluide, qui communique directement avec le systéme
nerveux central, est un lieu de passage pour beaucoup de protéines et de métabolites
provenant du systéme nerveux, et peut s’avérer étre un témoin privilégié d’'un processus
neurodégénératif (Tarasiuk et al., 2012). Une étude récente, réalisée sur 455 patients
atteints de SLA, a montré que les taux de neurofilaments, a chaine lourde et a chaine légere,
sont significativement élevés chez ces patients en comparaison a des sujets sains et ce, avec
une spécificité et une sensibilité trés fortes (Steinacker et al., 2015). Il ne faut pas oublier
cependant, qu’une ponction lombaire reste un acte lourd et invasif, et qui n’est pas sans
risque pour le patient.

Du point de vue de la périphérie, le muscle apparait comme un tissu de choix, de par son
atteinte importante dans la maladie. Des études ont montré que des modifications, dans ce
tissu, a un niveau moléculaire, pouvait nous renseigner sur la progression de la maladie.
C’est le cas de la protéine Nogo-A, qui est surexprimée dans le muscle des patients atteints
de SLA, de maniére a corréler avec I'état de dénervation musculaire et le degré de sévérité
des symptomes musculaire (Jokic et al., 2005; Pradat et al., 2007; Bruneteau et al., 2015).
Aussi, I'analyse du transcriptome musculaire a mis en évidence des groupes de génes dont
I’expression permet de distinguer des patients a un stade précoce de patients a un stade

plus avancé (Pradat et al., 2012). Cependant, le muscle n’est pas le tissu le plus commode
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pour la recherche de biomarqueurs. La principale limitation de ce tissu repose sur le fait
gu’une biopsie musculaire est un acte douloureux et invasif pour le patient. De ce fait, ce

n’est pas une pratique qui est faite de facon routiniére par les neurologues.

Notre intérét s’est porté sur un autre fluide biologique. Le sang apparait, d’un point de vue
pratique, comme une source de biomarqueurs particulierement commode, du fait de sa
facilité d’acces et de son étude a moindre colt (Turner et al., 2009; Robelin and Gonzalez De
Aguilar, 2014). Le sang se préte également au suivi longitudinal puisqu’il peut étre prélevé a
des intervalles de temps réguliers. De cette facon, il permet d’étudier les variations de
différents biomarqueurs au cours de la maladie.

Plusieurs arguments appuient la pertinence de chercher des biomarqueurs dans le sang dans
un contexte de SLA. Tout d’abord, la composition du sang peut étre un bon reflet des
changements qui ont lieu au niveau central (moelle épiniére et cerveau), mais également au
niveau périphérique (muscle), en particulier lors d’un processus dégénératif de I'axe
neuromusculaire, comme c’est le cas dans la SLA. Il est important de remarquer que, dans
d’autres contextes pathologiques, le sang a été montré comme une bonne source de
biomarqueurs. Dans la maladie d’Alzheimer, Chiu et collaborateurs ont montré une
augmentation significative du taux de protéine Tau dans le plasma de patients, par
comparaison avec des sujets controles. Ce niveau de protéine Tau est négativement corrélé
avec les volumes totaux de certaines régions cérébrales, telles que I'hippocampe et
I'amygdale, touchées par la maladie. Le niveau plasmatique de protéine Tau apparait alors
comme un témoin de la perte neuronale caractéristique de la maladie d’Alzheimer (Chiu et
al., 2014).

Dans la SLA, beaucoup de biomarqueurs ont été identifiés, au niveau sanguin, selon le
processus physiopathologique qu’ils refletent. On trouve ainsi des biomarqueurs sanguins
spécifiques du stress oxydant, de I'excitotoxicité ou encore de I'inflammation (Robelin and
Gonzalez De Aguilar, 2014). Sur le plan métabolique, d’autres biomarqueurs ont été mis en
évidence comme c’est le cas pour l'apolipoprotéine E, la créatine kinase ou la
transglutaminase. Cependant, aucune étude ne s’est penchée sur le potentiel biomarqueur
des acides gras qui sont, par ailleurs, témoins du métabolisme lipidique, qui lui, est

fortement altéré dans la SLA.
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lll. Valeur diagnostique et pronostique de la composition en acides gras en tant que

biomarqueurs sanguins de la SLA

L’analyse de la composition en acides gras des lipides chez des patients atteints de SLA a fait
ressortir un trait singulier de la maladie : alors que certains indices, témoignant de la
synthése des MUFA, sont augmentés, ceux qui refletent la synthése des PUFA sont
diminués. En effet, les ratios 16 :1/16 :0 et 18 :1/ 18 :0 sont élevés chez les patients, et les
ratios AA/LA et EPA/ALA, quant a eux, sont diminués. Cela laisse suggérer que ces deux
grandes familles d’acides gras se comportent de facon opposée dans la SLA. Cet
antagonisme laisse penser qu’une activité lipogénique accrue, suggérée par des ratios
16:1/16:0 et 18 :1/ 18 :0 élevés, et qui serait bénéfique dans un contexte de SLA, pourrait
avoir lieu aux dépends des PUFA, qui sont diminués (Dupuis et al., 2004). Ces données sont
cohérentes avec celles trouvées dans la littérature qui décrivent que les PUFA sont des
inhibiteurs de la synthese des MUFA, et que lorsque les proportions de I'une des familles
augmentent, celles de I'autre diminuent (Sampath and Ntambi, 2005). Dans notre contexte
de SLA, on peut ainsi supposer qu'un mécanisme global se met en place, visant a augmenter
les MUFA et diminuer les PUFA. De plus, cela serait aussi cohérent avec le fait que les
patients atteints de SLA, qui ont des taux plus importants de triglycérides et de cholestérol
sanguins, survivent plus longtemps (Dorst et al., 2011).

D’ailleurs, il a été décrit que les omega-3 inhibent la production de ces espéces lipidiques
(Sampath and Ntambi, 2005). Les proportions d’'omega-3 seraient alors modulées a la baisse,

de fagon a favoriser la synthese des triglycérides et du cholestérol.

Cette dichotomie MUFA/PUFA semble présenter un fort potentiel diagnostique. En
particulier, nos données nous indiquent que le taux de DPA (22 :5n-3) est significativement
diminué dans le culot des patients atteints de SLA par comparaison a des sujets sains. De
plus, les analyses des courbes ROC, qui renseignent sur la performance diagnostique d’un
facteur, nous indiquent que le DPA est spécifique a 96%. Cela signifie que dans 95 cas sur
100, le taux de DPA permettrait bien d’identifier une personne ayant un test positif comme
étant atteinte de SLA. Dans la pratique clinique, plus un test diagnostique est spécifique,

moins il occasionnera de faux-positifs, et il est admis qu’une spécificité minimale de 95% doit
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étre observée pour qu’un test puisse étre utile. De plus, les taux de DPA se sont avérés étre
significativement différents entre des patients atteints de SLA et des patients atteints de
SBMA avec une spécificité de 86%. Les modifications du taux de DPA permettraient donc
d’affiner le diagnostic et d’éliminer la SBMA qui peut se présenter comme I'une des maladies

les plus confondantes lors du diagnostic (Traynor et al., 2000).

Un certain nombre de biomarqueurs moléculaires métaboliques ont été mis en évidence a
dans le sang de patients atteints de SLA. Rappelons-nous, les patients se caractérisent par
une augmentation significative des taux plasmatiques de triglycérides ou du ratio LDL/HDL
(Dupuis et al., 2008; Dorst et al., 2011; Paganoni et al.,, 2011; Sutedja et al., 2011). Ces
marqueurs mettent en avant I'existence d’une composante métabolique qui accompagne la
SLA et I’évolution du processus neurodégénératif. Tous ces marqueurs sont apparus comme
ayant un potentiel pronostique puisqu’ils corrélent avec la survie. Pour citer quelques
exemples, les patients qui ont un ratio LDL/HDL élevé présentent une médiane de survie
augmentée de preés de 13 mois, par comparaison avec des patients ayant un faible ratio
(Dupuis et al., 2008). De maniére similaire, les patients qui ont un taux élevé de triglycérides
voient leur espérance de vie augmentée de 14 mois, par comparaison a ceux qui ont un taux
de triglycérides bas (Dorst et al., 2011). Cependant, aucun de ces biomarqueurs n’est apparu
comme étant robuste car ils n‘ont pas permis de prédire 'espérance de vie de facon

indépendante d’autres facteurs confondants.

Les résultats de nos travaux nous indiquent que le taux de palmitoléate (16 :1) et le ratio
16 :1/16 :0, significativement augmentés chez les patients, sont positivement corrélés a la
survie. En effet, les patients qui ont un ratio élevé survivent en moyenne 11 mois de plus
gue ceux qui ont un ratio faible, et ce, de facon indépendante des autres covariables
connues, a savoir I'age, le site de début des symptémes, la durée de la maladie et surtout
I'IMC. Ces résultats indiquent donc que les patients qui ont une activité lipogénique
importante (i.e. activité SCD augmentée) ont un meilleur pronostic. Cela suggére qu’un
apport en graisses serait alors bénéfique pour les patients. Des études pilotes, dans le sens
de cette hypothése, ont été mises en place ces derniéres années. En 2013, 'étude de
Ludolph et collaborateurs, a eu pour but d’évaluer les effets d’'une diéte hypercalorique sur

I’état général des patients SLA. Une diete enrichie en carbohydrates et une enrichie en
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graisses ont été testées. Les résultats ont montré que les deux dietes permettaient une prise
de poids significative chez les patients. Une augmentation plus importante a été observée
chez les patients recevant le régime riche en graisses méme si cette différence n’était pas
significative. Par ailleurs, les dieétes ont permis une réduction de la diminution de I'IMC et
une augmentation de la masse graisseuse (Dorst et al., 2013). Une seconde étude visant a
évaluer les effets de tels régimes a été réalisée. Des régimes hypercaloriques enrichis en
carbohydrates ou en graisses ont été comparés a un régime standard. De facon similaire, les
diétes hypercaloriques ont montré des effets bénéfiques sur la survie des patients (Wills et
al.,, 2014). Cependant, les résultats de ces études sont a prendre avec précautions. Tout
d’abord, le nombre de participants a ces études reste relativement faible. Il est donc difficile
de généraliser les effets de tels régimes. De plus, les participants a ces études étaient des
patients qui se trouvaient déja a un stade avancé de la maladie et qui présentaient un état
de dénutrition important, il est donc difficile de conclure avec exactitude des effets de ces

régimes.

En paralléle, nos résultats indiquent également que les PUFA correlent avec la survie de
facon négative et indépendante des autres covariables testées. Les patients qui ont un taux
faible d’omega-3 survivent en moyenne 10 mois de plus que ceux qui ont un taux d’omega-3
élevé. Ce méme effet est observé avec I'index DHA+EPA, considéré comme un reflet de la
composition globale en omega-3. Ces résultats viendraient appuyer la dichotomie entre les
MUFA et les PUFA dont nous avons discuté auparavant. Mais cette capacité a prédire
I'espérance de vie est valable uniquement chez les femmes. Plusieurs études ont mis en
avant des différences significatives dans la composition en PUFA des lipides sanguins. Il a été
montré que les omega-3, et particulierement le DHA, sont significativement plus représentés
dans les esters de cholestérol et les phospholipides sériques et plasmatiques, ainsi que dans
les membranes érythrocytaires, chez les femmes en comparaison avec les hommes (Decsi
and Kennedy, 2011). Cependant, nous n’avons pas d’explications plausibles pour expliquer

cette différence entre les hommes et les femmes.
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IV.Approches pré-cliniques

Nos travaux ont mis en avant diverses altérations au niveau du profil des acides gras chez les
patients atteints de SLA. Nous avons voulu savoir, par des approches pré-cliniques, s’il était
possible de moduler ces parameétres pour en tirer des bénéfices. Les approches que nous
avons testées ont fait intervenir aussi bien les MUFA que les PUFA.

Une étude menée au laboratoire avait montré que, dans un contexte de dénervation
expérimentale, l'inhibition de [I'activité SCD permettait une meilleure récupération
fonctionnelle chez les animaux présentant une lésion nerveuse. En méme temps, il avait été
observé que, au niveau musculaire, le métabolisme avait été modifié¢ en faveur d’un
métabolisme de type oxydatif (Hussain et al., 2013). Dans la SLA, les fibres oxydatives, qui
utilisent les acides gras comme source énergétique, semblent étre moins sensibles a la
dénervation que les fibres de type glycolytique (Pun et al., 2006; Hegedus et al., 2007). Ce
passage vers un métabolisme oxydatif semble donc étre protecteur. Par ailleurs, il a été
montré que des génes impliqués dans le métabolisme oxydatif sont surexprimés dans les
modéles murins mSOD1°** et mSOD1°®**® (Palamiuc et al., 2015). A partir de ces
informations, nous avons voulu savoir quels seraient les effets d’une inhibition de I'activité
SCD dans notre contexte de SLA. Nous avons ainsi mis en place une approche visant a inhiber

I’activité SCD chez les souris mSOD1%%}

. Les résultats obtenus a partir de notre approche
n‘ont pas montré d’effets bénéfiques. Plusieurs hypothéses peuvent étre proposées pour
expliquer ce manque d’effet. Premieérement, I'inhibition de I'activité SCD que nous avons
provoquée est généralisée a I'ensemble de l'organisme, et non restreinte au niveau du
muscle, qui reste le tissu cible. Or, nous savons que les souris mSOD1 se caractérisent par un
hypermétabolisme important, au méme titre que beaucoup de patients atteints de SLA, et
présentent une perte importante des réserves adipeuses (Dupuis et al., 2004). Ces souris
sont déja fragilisées et on peut donc supposer que l'inhibition ubiquitaire de SCD a pu
accentuer ce phénomeéne et réduire des réserves adipeuses déja affaiblies. Il est, de ce fait,
possible que notre approche ne fonctionne pas chez les animaux mSOD1 car le systéme est
défectueux a la base et le muscle ne dispose plus d’assez de réserves adipeuses. Cette
hypothése est appuyée par des observations faites dans le muscle de rats entrainés pour

étre plus endurants. Chez ces animaux, pour lesquels le métabolisme oxydatif est augmenté,

I’expression de I’ARNm de SCD1 ainsi que la protéine SCD1, sont augmentées dans le muscle
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soléaire. Le ratio 18 :1/18 :0 est également augmenté dans ce muscle, indiquant une activité
SCD accrue. Tout cela est couplé a une augmentation des taux d’acides gras libres, de
diacylglycérol et de triglycérides. Cela laisse suggérer que le muscle, lorsqu’il est sous
I'influence d’'un métabolisme oxydatif, requiert une activité SCD locale (intramusculaire)
accrue pour synthétiser les triglycérides dont il a besoin (Dobrzyn et al., 2010).

Par ailleurs, il a été montré récemment que le changement de métabolisme glycolytique vers
oxydatif n’était pas sans risque au moins dans un contexte de SLA. EN effet, une utilisation
prolongée des lipides comme source d’énergie provoquerait un défaut d’utilisation du
glucose et, par la suite, conduirait a la production de dérivés lipotoxiques et de radicaux
libres (Magnan, 2006; Palamiuc et al., 2015a). De ce point de vue, on peut alors penser que
favoriser un métabolisme oxydatif alimente des phénomeénes néfastes, déja retrouvés chez

les souris mSOD1, et contribue a maintenir un cercle vicieux.

Dans un second temps, nous avons voulu évaluer les effets de la modulation de Ia
composition en PUFA, et plus précisément en DPA, dans un modele de dénervation
expérimentale. Le DPA nous est apparu comme une cible de choix puisque c’est un acide
gras qui est modifié significativement chez les patients atteints de SLA par comparaison a
des sujets sains, mais également par comparaison avec des personnes atteintes de SBMA.
Par ailleurs, malgré le peu d’études qui se portent sur le DPA, cet acide gras posséde des
effets bénéfiques décrits dans la littérature et il occupe une place stratégique dans la voie de
biosynthése des omega-3. En effet, le DPA a la capacité d’étre converti en DHA mais il peut
aussi étre rétro-converti en EPA (Kaur et al.,, 2011; Byelashov et al., 2015). Avec notre
approche, méme si la dose de DPA administrée a permis de modifier la composition en
acides gras de nos animaux, les effets observés interrogent. Nos résultats sont cohérents
avec ceux d’une autre équipe qui s’est intéressée aux effets d’'une supplémentation en EPA

dans un modele murin de SLA, les souris mSOD1%%#

. Cette supplémentation en EPA,
débutée a un stade pré-symptomatique, a entrainé une diminution de la survie des animaux,
bien que la mort neuronale n’ait pas été modifiée (Yip et al., 2013). L’hypothése avancée
repose sur une des caractéristiques des PUFA. Tous les PUFA a longue chaine sont
particulierement sensibles a la péroxydation (Ayala et al., 2014) et sont susceptibles d’étre

dégradés en dérivés toxiques comme c’est le cas du 4-HNE. On peut alors, nous aussi,
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supposer gu’au moins une partie de notre DPA administré ait été dégradée en 4-HNE. De ce

fait, le DPA pourrait ainsi exercer des effets néfastes par le biais de ces métabolites.

D’un autre c6té, nos résultats s’opposent a ceux d’autres études qui ont montré des effets
bénéfiques d’un régime riche en omega-3, dans un contexte de SLA. |l a été montré, dans un
modele murin ayant subi une lésion nerveuse, qu’un taux élevé d’omega-3 permet une
meilleure récupération motrice. Dans cette étude, Gladman et collaborateurs ont introduit,
chez des souris, le géne Fat-1, qui est un géne trouvé chez C. elegans et qui permet la
conversion endogéne des omega-6 en omega-3. A la suite de I'augmentation endogéne des
taux d’omega-3 chez ces animaux lésés, ils ont montré une meilleure récupération mais
également une diminution de la mort des cellules neuronales (Gladman et al., 2012). Par
ailleurs, dans la littérature, d’autres études appuient les effets presque « miraculeux » des
omega-3. Dans la maladie d’Alzheimer, par exemple, il a été montré qu’un régime riche en
oméga-3, et plus particulierement en DHA, entraine chez des souris atteintes de la maladie
une réduction des taux de peptides amyloides B ainsi qu’'une diminution des plaques
amyloides caractéristiques de la maladie (Amtul et al., 2011a). D’autres études, par contre,
sont contradictoires. Dans maladie de Parkinson, par exemple, certains auteurs ont montré
des effets bénéfiques d’un traitement riche ne omega-3, via une diminution des voies
apoptotiques ou de I'inflammation (Bousquet et al., 2008, 2009). D’autres ont avancé des
résultats négatifs d’'un enrichissement en omega-3. Ces effets néfastes seraient médiés par
différents mécanismes tels qu’une augmentation de [|'atteinte des neurites et une
augmentation de I'astrocytose ou de I'agrégation protéique (Yakunin et al., 2012). Pour finir,

d’autres études n’ont montré aucun effet (Delattre et al., 2010).
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Conclusion et Perspectives



En conclusion, nous pouvons dire que les résultats majeurs issus de mes travaux de these
ont permis, dans un premier temps, lidentification de biomarqueurs moléculaires
spécifiques et robustes, dans le domaine lipidique, chez les patients atteints de SLA.
Cependant, compte-tenu des résultats hétérogenes quant aux effets d’un régime riche en
omega-3 sur différents modeles de SLA, il parait indispensable d’envisager de nouvelles
approches nutritionnelles. La mise en place d’études longitudinales, sur des patients,
permettrait, d’'une part, de confirmer les changements des profils d’acides gras, mais cela
permettrait également d’étudier la dynamique de ces altérations au cours du temps. Par
ailleurs, il parait indispensable de mettre en place des suivis alimentaires chez les patients
participants a ce genre d’études, car on peut imaginer que les patients, au cours de la
maladie, peuvent présenter des modifications des préférences alimentaires, ce qui pourrait
également avoir un impact. Est-ce que ces phénomenes finissent par étre compensés ? Est-ce
qu’ils s’aggravent au cours de la maladie ? Les réponses a ces questions nous en

apprendraient davantage sur les réles qu’occupent les acides gras dans la SLA.

Le potentiel « préventif » des acides gras est également a étudier. Il serait intéressant
d’initier des études sur des familles touchées par la SLA, comme par exemple chez les
individus sains porteurs de mutations C9ORF72, afin de voir si des profils d’acides gras
particuliers sont retrouvés chez ces individus. Est-ce que la composition en acides gras
présente une « signature » particuliére dans ces populations ? Est-ce que cette signature
pourrait étre annonciatrice de la maladie ? De telles études pourraient conduire a la
découverte de marqueurs précoces de la maladie qui pourraient étre utilisés en clinique.

La SLA est une maladie trés complexe, qui présente de nombreuses facettes. De ce fait, on
ne peut pas se contenter de regarder qu’un seul biomarqueur, aussi spécifique soit-il, pour
établir le diagnostic et évaluer le pronostic. Il faut définir un ensemble de biomarqueurs qui
tienne compte des multiples aspects de la maladie. Il faudrait des biomarqueurs traduisant
le processus neurodégénératif, comme c’est le cas des neurofilaments (Menke et al., 2015;
Oeckl et al., 2016), mais aussi des biomarqueurs qui refletent la pathologie métabolique qui

caractérise la SLA. C'est dans ce cadre que nos travaux s’inscrivent.
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Dans le futur, on devrait pouvoir combiner des approches d’imagerie et ces différentes
classes de biomarqueurs pour permettre aux cliniciens de réaliser un diagnostic plus

précoce.

Le second point majeur qui ressort de nos travaux est que si I'on considére a la fois la nature
des biomarqueurs moléculaires identifiés et les conséquences de leur modulation, la SLA
semble occuper une place toute particuliere au sein des maladies neurodégénératives, d’un
point de vue métabolique. Les résultats négatifs obtenus a partir des approches pré-
cliniques indiquent que la SLA se comporte différemment des autres troubles
neurodégénératifs. En effet, quand, pour ces troubles, une augmentation des proportions
des PUFA, et plus particulierement des omega-3, semble étre bénéfique, la SLA apparait
comme étant a 'opposé.

Par exemple, une restriction calorique semble bénéfique pour contrecarrer les effets de la
maladie d’Alzheimer. En 2009, I'étude de Witte et collaborateurs, réalisée sur 50 personnes,
démontre qu’une restriction calorique est associée a une meilleure performance mémorielle
(Witte et al., 2009). L’étude de Luchsinger et collaborateurs démontre également qu’une
réduction calorique modérée prévient la maladie d’Alzheimer (Luchsinger et al., 2002). Il a,
de plus, été montré qu’une restriction calorique améliorait les pathologies Tau et amyloide
B, et augmentait les performances cognitives chez les souris modeles de maladie
d’Alzheimer (Wang et al., 2005; Maruszak et al., 2014). A I'inverse, une réduction de I'apport
calorique aggrave la SLA. En effet, il a été montré qu’une restriction calorique, chez des
souris mSOD1°%* provoque I'augmentation de la péroxydation des lipides, du stress
oxydant, des marqueurs d’inflammation et d’apoptose, conduisant a une réduction de

I’espérance de vie de ces animaux (Patel et al., 2010).

Enfin, nos travaux, font apparaitre de nombreuses mises en garde quant a la modulation des
taux d’acides gras dans le cadre d’approches a visée thérapeutique. De futures études sont
nécessaires pour confirmer ce potentiel thérapeutique et établir les doses et les associations

les plus bénéfiques pour lutter contre le processus pathologique de la SLA.
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Analyse de la composition en acides gras
des lipides dans la sclérose latérale
amyotrophique : implications dans le
processus pathologique

La SLA est une maladie neurodégénérative grave touchant l'adulte qui se caractérise
principalement par la perte sélective des neurones moteurs cortico-spinaux et des motoneurones
bulbaires et spinaux. La SLA se caractérise également par des altérations de I'homéostasie
énergétique et du métabolisme des lipides. L'objectif de ce travail de thése était, dans un premier
temps, d’identifier des changements dans la composition en acides gras, dans le sang, comme
potentiels biomarqueurs diagnostiques et pronostiques de la SLA. Dans un second temps, le but
était de moduler ces changements, par des approches nutritionnelles, afin de mieux comprendre
l'implication d’un métabolisme lipidique altéré dans le processus pathologique de la SLA. Ces
travaux ont montré que des taux élevés d’acides gras mono-insaturés (MUFA), ainsi que des taux
diminués d’acides gras poly-insaturés (PUFA), sont associés a un meilleur pronostic. L’analyse
des effets de la modification de la composition en acides gras, dans des modéles de dénervation
pathologique et lésionnelle, a confirmé I'implication de I'antagonisme MUFA/PUFA dans le
processus neurodégénératif. Ces travaux font apparaitre des mises en garde quant a I'utilisation
des acides gras dans des approches a visée thérapeutique pour la SLA.

Mots-clé : sclérose latérale amyotrophique, métabolisme, acide gras, biomarqueur

ALS is a fatal neurodegenerative condition characterized by the selective loss of upper and lower
motor neurons. The disease is also characterized by alterations of energy homeostasis and lipid
metabolism. The objective of this PhD work was, first, to identify changes in fatty acid composition
of lipids in blood of ALS patients, as potential diagnosis and prognosis biomarkers of the disease.
The second goal was to modulate these changes, by nutritional approaches, in order to better
understand the involvement of an altered lipid metabolism in the pathological process. Our results
showed that high levels of monounsaturated fatty acid (MUFA), as well as low levels of
polyunsaturated fatty acids (PUFA), are associated with a better prognosis. The analysis of the
effects of a modified fatty acid composition in both pathological and lesion models of denervation,
has confirmed implication of the antagonistic relationship between MUFA and PUFA in the
neurodegenerative process. This work suggests a cautious usage of fatty acids in therapeutic
approaches targeting ALS.

Key words : amyotrophic lateral sclerosis, metabolism, fatty acid, biomarker






