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Abréviations

AAV : adeno associated virus (virus adéno-associ¢)
ADNCc : acide désoxyribonucléique complémentaire
AMPA : a-amino-3-hydroxy-5-methyl-4-isoxazole-propionic acid
CI90RF72 : chromosome 9 open reading frame 72
CTB : toxine de choléra B

DFT : démence fronto-temporale

eGFP : enhanced green fluorescent protein

EMG : électromyographie

FACS : fluorescence-activated cell sorting

FG : Fluorogold

FUS : fused in sarcoma

GABA-A : acide y-aminobutyrique-A

IRM : imagerie par résonnance magnétique

ITD : imagerie par tenseur de diffusion

JNM : jonction neuromusculaire

KO : knock-out

MI : cortex moteur primaire

M2 : cortex prémoteur

MnB : motoneurones o bulbaires

MnBS : motoneurones o bulbaires et spinaux
MND : motor neuron disease

MnS : motoneurones o spinaux

NCP : neurones calleux de projection

NMCS : neurones moteurs cortico-spinaux
NMDA : N-methyl-D-aspartate

PEM : potentiel évoqué moteur

PSH : paraplégie spastique héréditaire

PV : parvalbumine

RE : réticulum endoplasmique

S : aires somatosensorielles

S1 : aires somatosensorielles primaires

SLA : sclérose latérale amyotrophique
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SLAT : sclérose latérale amyotrophique familiale
SLAs : sclérose latérale amyotrophique sporadique
SLP : sclérose latérale primaire

SMT : stimulation magnétique transcranienne

SNC : systéme nerveux central
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TARDBP : TAR DNA Binding Protein
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Chapitre 1.

Circuit neuronal moteur et motricité volontaire



Chapitre I Circuit neuronal moteur et motricité volontaire

Avant d’aborder le sujet principal de cette thése portant sur les neurones moteurs cortico-
spinaux (NMCS) et les mécanismes qui régissent leur neurodégénérescence au cours de la sclérose
latérale amyotrophique (SLA), je souhaite présenter succinctement le circuit neuronal moteur
impliqué dans la motricité volontaire, en insistant plus particulierement sur le cortex cérébral et la
voie descendante directe vers la moelle épinicre, le tractus cortico-spinal (TCS), afin de mettre en

perspective la fonction des NMCS dans la motricité.

1. Vue d’ensemble

Les mouvements volontaires sont le résultat de contractions des muscles squelettiques dont
les patterns spatiaux et temporels sont commandés par le cerveau et la moelle épinicre. Plus
précisément, les muscles squelettiques se contractent a la suite de I’activation des motoneurones o
du tronc cérébral et de la moelle épiniere, appelés dans ce manuscrit motoneurones o bulbaires
(MnB), motoneurones o spinaux (MnS) ou encore motoneurones o bulbaires et spinaux (MnBS).
Ces MnBS sont controlés par les neurones moteurs des centres supérieurs : directement par des
projections monosynaptiques (minorit¢ des MnBS) ou indirectement par des projections
disynaptiques impliquant les interneurones locaux du tronc cérébral et de la moelle épinicre
(majorité des MnBS) (Kandel et al., 2012; Purves et al., 2011).

L’initiation et le contrdle du mouvement volontaire sont permis par I’activation d’une voie
directe cortico-spinale. Cette voie implique principalement les NMCS du cortex moteur qui, au
niveau du tronc cérébral ou de la moelle épinicre, projettent directement ou indirectement (via des
interneurones), sur les MnB et MnS responsables de 1’innervation des muscles de la face ou des
membres. La coordination et la régulation des mouvements sont assurées par une voie indirecte
impliquant les neurones moteurs des centres moteurs du tronc cérébral qui projettent également
directement ou indirectement vers les MnB et MnS, ainsi que par le cervelet et les ganglions de la
base, par le biais de connexions réciproques avec les centres énumérés ci-dessus (Kandel et al.,

2012; Purves et al., 2011) (Figure 1).

2. Aires corticales dédiées a I’activité motrice

2.1 Les aires corticales motrices

Dans le cortex cérébral, différentes aires corticales, fortement interconnectées, sont

impliquées dans la planification, la programmation et I’exécution des mouvements.
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SYSTEMES DESCENDANTS - Centres supérieurs CERVELET
Cortex moteur Coordination sensorimotrice du
Planification, commande et guidage des mouvements mouvement en cours
volontaires

L GANGLION DE LA BASE
Centres du tronc cérébral Filtrage des commandes appropriées

Mouvements de base et de contréle postural du début du mouvement

CIRCUITS DE LA MOELLE EPINIERE
ET DU TRONC CEREBRAL

Neurone des circuits locaux Groupes de motoneurones:
Intégrations des afférences destinées aux motoneurones Motoneurones o bulbaires et spinaux
Afférences sensorielles MUSCLES SQUELETTIQUES

Figure 1. Organisation des principales structures nerveuses impliquées dans D’initiation et le
controle du mouvement volontaire

Quatre grands systémes sont impliqués dans le contréle moteur : les centres supérieurs : le cortex moteur et
les voies descendantes du tronc cérébral, les ganglions de la base, le cervelet et les MnBS. Le cervelet et les
ganglions de la base influencent le cortex moteur au travers des connexions vers le thalamus. Le cortex
moteur détermine quels groupes musculaires sont activés et la grandeur de la force a exercer. A partir des
afférences du cortex moteur, des ganglions de la base, du cervelet et des noyaux du tronc cérébral, la moelle
épiniére initie des contractions musculaires appropriées pour accomplir un mouvement souhaité (adaptée de
http://www.servier.fr/slidekit/item et (Purves et al., 2011)).

Aire motrice supplémentaire Cortex moteur primaire (M1)

Cortex prémoteur

Hémisphere gauche

Figure 2. Les principales aires motrices corticales

Les aires motrices corticales se situent en grande partie dans 1’aire 4 et I’aire 6 de Brodmann. L’aire 4 se
situe en avant du sillon central et correspond au cortex moteur primaire (M1). L’aire 6 comprend 1’aire
motrice supplémentaire située en grande partie sur la partie médiale du cerveau et le cortex prémoteur qui se
situe dans la partie latérale (adaptée de http.//www.servier.fr/slidekit/item).
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Le cortex moteur humain, situé¢ dans la partie postérieure du lobe frontal, en avant du sillon
central, contient les principales aires impliquées : ’aire 4 de Brodmann correspondant au cortex
moteur primaire (M1), qui occupe le territoire cortical du gyrus central, et ’aire 6 de Brodmann
incluant 1’aire motrice supplémentaire et le cortex prémoteur (Fulton, 1935; Roland et al., 1980)
(Figure 2). Le cortex moteur recoit deux grands types d’afférences: celles qui permettent de
déclencher la génération de I’information motrice par le cortex moteur, et celles qui permettent de
réguler cette information motrice. Les aires corticales cognitives des lobes frontaux (cortex
préfrontal) sont responsables de la planification et de la commande de mouvements volontaires. Les
aires sensorielles des lobes occipitaux, pariétaux et temporaux transmettent quant a elles des
informations sensorielles qui vont permettre d’initier des mouvements en réponse aux perceptions
sensorielles (visuelles, auditives, tactiles...) de I’environnement (Kandel et al., 2012; Vesia et al.,
2013). Les neurones de ces aires corticales motrices regoivent ¢galement des afférences régulatrices
en provenance des deux grands centres de régulation du systeme moteur, les ganglions de la base et
le cervelet, que nous traiterons plus loin dans ce chapitre (Kandel et al., 2012). Les aires corticales
associées a la motricité chez les rongeurs comportent également une aire motrice primaire (M1),
aire motrice secondaire (M2) et les aires somatosensorielles (S) des membres antérieurs et
postérieurs (Paxinos & Watson, 2007). Le M1 est décrit comme 1’aire centrale du cortex moteur,
responsable de I’activation du circuit moteur (Kandel et al., 2012). 11 contient des neurones moteurs
géants, initialement décrits par Vladimir Betz en 1874, et connus sous le nom de cellules de Betz
(Betz, 1874), une sous-population des NMCS. En effet, le M1 contient la majorit¢ des NMCS
(cellules de Betz et autres) qui projettent vers la moelle épiniére et qui constituent une grande part
du TCS (Lemon, 2008; Murray & Coulter, 1981). Cependant, d’autres NMCS sont également
présents au niveau des aires pariétales et frontales telles que les aires prémotrices (M2) et
somatosensorielles primaires (S1). Ainsi, si ces aires ne possédent pas a proprement parler de
cellules de Betz, elles possedent néanmoins elles aussi des NMCS, qui projettent vers la moelle
épiniere et contribuent au TCS (Galea & Darian-Smith, 1994).

Ainsi, sous l’influence des aires cognitives et sensorielles, I’information motrice est
générée au sein des aires motrices par les NMCS, modulée par le cervelet et les ganglions de la
base, et transmise, via les axones de ces NMCS qui forment le TCS, vers le tronc cérébral et la

moelle épiniere.

2.2 Organisation fonctionnelle du cortex moteur primaire

L’organisation fonctionnelle du M1 a été étudiée au travers d’observations cliniques et de
recherches expérimentales. C’est a la fin du vingtiéme siécle, par des études expérimentales de

« stimulations corticales » in vivo de diverses régions du cortex moteur que Sherrington et Penfield
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ont dressé une cartographie fonctionnelle des zones corticales M1 liées au mouvement (Grunbaum
& Sherrington, 1901; Leyton & Sherrington, 1917). A chaque muscle a été fait correspondre une
région corticale. Cette organisation somatotopique de la carte motrice met en évidence une large
disproportion des représentations des parties du corps. Elle correspond au degré de complexité des
mouvements que chaque membre peut effectuer, avec une surface corticale plus grande occupée par
la musculature associée a un contréle moteur fin (face, bouche, main) qui requiert des fonctions
motrices plus complexes (Penfield & Boldrey, 1937; Penfield & Rasmussen, 1952) (Figure 3).
Toutefois, des études plus récentes remettent en question 1I’organisation fonctionnelle des
zones motrices M1 du cortex cérébral. Selon ces études, cette organisation n’est pas simplement une
carte isomorphe du corps dans laquelle les membres avoisinants sont représentés dans des sites
corticaux adjacents (pour revue, voir (Graziano et al., 2002)). En effet, les muscles individuels sont
représentés dans le M1 (dans la région représentant le membre étudié€) a plusieurs reprises selon une
mosaique complexe. D’autre part, il a été montré que la stimulation focale de neurones entraine la
contraction de plusieurs muscles (Kwan et al., 1978; Park et al., 2001). Ainsi, selon ces études, ce
sont les mouvements plus que les muscles individuels qui sont codés par 1’activité des neurones
corticaux. Ces neurones corticaux sont reliés entre eux par des circuits locaux permettant la
coordination de I’activité neuronale dans différents sites de la carte afin de permettre la génération
de commandes motrices précises (Graziano et al., 2002; Schieber, 2007). Cela permet au cortex
d’organiser des combinaisons de mouvements adaptés a des taches spécifiques. Ainsi, méme de
petites I1ésions du TCS peuvent avoir de grandes conséquences motrices, en affectant un nombre

important de muscles dans différentes parties du corps (Schieber, 2007).

2.2.1 Cytoarchitecture du cortex moteur

Le cortex moteur, a I’instar du reste du cortex cérébral, est essenticllement constitué de
deux types neuronaux : les neurones excitateurs glutamatergiques (80% des neurones corticaux) et
les interneurones inhibiteurs GABAergiques (20% des neurones corticaux). Les neurones
excitateurs sont majoritairement pyramidaux (a 1’exception des neurones stellaires de la couche 1V),
et connectent des cibles trés ¢loignées de leur corps cellulaire. En revanche, les interneurones
inhibiteurs GABAergiques ont pour role de moduler localement 1’activité¢ des neurones excitateurs
par le biais d’axones émis sur des distances relativement courtes (Kandel et al., 2012; Purves et al.,
2011).

A ces neurones excitateurs et inhibiteurs s’ajoutent naturellement des cellules gliales
(astrocytes, microglies et oligodendrocytes). Malgré I’apparente simplicité des deux grandes classes
de neurones corticaux, le cortex cérébral en général, et moteur en particulier, sont des structures

complexes, hautement organisées, composées de six couches cellulaires (Figure 4).
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Figure 3. Cartographie des différentes parties du corps sur le cortex moteur : ’homonculus
moteur

L’homonculus moteur est la carte topographique du cortex moteur, qui correspond a 1’organisation de la
commande motrice des parties du corps a la surface du cortex moteur (adaptée de(Kandel et al., 2012)).
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Ces couches se distinguent sur la base 1) de la densité, de la taille et de la forme des
cellules qui les composent ; 2) des combinaisons de génes exprimés par ces populations cellulaires,
et 3), des connexions émises et regues par ces populations cellulaires. La classification des six
couches cellulaires est classiquement établie sur la base des projections émises par les neurones

excitateurs qui les composent.

2.2.2 Organisation laminaire et populations de neurones glutamatergiques

Des méninges en surface vers le corps calleux en profondeur, le cortex cérébral est
organis¢ en six couches cellulaires. La couche I, la plus superficielle, pauvre en neurones, se
compose essentiellement de cellules gliales ainsi que des arborisations des dendrites apicales des
neurones pyramidaux des autres couches (dont les NMCS). Ces terminaisons dendritiques recoivent
des projections des neurones corticaux et des neurones thalamo-corticaux. Ces neurones thalamo-
corticaux projettent vers toutes les couches du cortex cérébral a I’exception de la couche VI (Rubio-
Garrido et al., 2009). Les couches II et Il sont composées quant a elles de neurones cortico-
corticaux, qui envoient des connexions en ipsilatéral vers des aires corticales plus rostrales ou plus
caudales, ou en contralatéral via le corps calleux, et recoivent des efférences cortico-corticales. Les
neurones cortico-corticaux dont I’axone emprunte le corps calleux sont également appelés neurones
calleux de projection (NCP) (Fame et al., 2011). La couche IV est composée d’interneurones
excitateurs avec une morphologie principalement stellaire, recevant essentiellement des projections
sensorielles du thalamus et émettant des projections au sein d’'une méme colonne corticale (Lefort et
al., 2009; Liibke et al., 2000; Staiger et al., 2004).

La couche V se subdivise en couche Va et Vb. La couche Va, superficielle, contient des
neurones de projection calleuse et des neurones cortico-striataux (Mitchell & Macklis, 2005) tandis
que la couche Vb contient des neurones de projection subcorticale. Dans le cas des aires motrices, il
s’agit en grande partie de NMCS qui connectent le cortex a la moelle épiniére en faisant des
collatérales vers le striatum, le noyau rouge et le pont (Rivara et al., 2003). Enfin, la couche VI, la
plus profonde, contient les neurones cortico-thalamiques qui, en fonction des aires corticales,
projettent vers différents noyaux du thalamus (Kandel et al., 2012) (Figure 4). Outre leur forme
pyramidale typique et leur long prolongement axonal, les neurones excitateurs corticaux possedent
¢galement une large dendrite apicale, trés ramifiée ainsi que des dendrites basales. Cette
arborisation dendritique typique leur permet de recevoir la plupart des afférences excitatrices et
inhibitrices. Les couches I et II/III contiennent les dendrites apicales des neurones des couches
II/IT1, V et VI, tandis que les couches V et VI contiennent les dendrites basales des neurones des

couches III, V et VI (Kandel et al., 2012).
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Figure 4. Cytoarchitecture du cortex cérébral

Le cortex cérébral est organisé en 6 couches constituées de neurones excitateurs glutamatergiques (80%),
d’interneurones inhibiteurs GABAergiques (20%) et de cellules gliales. Ces populations cellulaires émettent
(efférences) et recoivent (afférences) des projections spécifiques de régions corticales, subcorticales (adaptée
de http.://epomedicine.com/medical-students/cerebral-cortex-layers-microanatomy-simplified/).
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2.2.3 Interneurones

En plus des neurones excitateurs corticaux, des interneurones sont présents dans chacune
des couches et peuvent recevoir les mémes afférences que les cellules pyramidales. Il en existe une
grande variét¢ qui se distingue notamment par leur morphologie cellulaire, leurs connexions
synaptiques et leurs propriétés moléculaires (expression de différents neuropeptides et de protéines
de liaison au calcium) (Markram et al., 2004).

Chez la souris, 3 principaux groupes d’interneurones a role distinct ont été décrits, ceux
exprimant : la parvalbumine (PV), le récepteur sérotoninergique 3A (5-hydroxytryptamine 3A, 5-
HT34) et le neuropeptide somatostatine (SST) (Rudy et al., 2011; Xu et al., 2010).

Dans le cortex, les interneurones PV sont généralement des interneurones a décharge
rapide qui regoivent des projections intracorticales excitatrices. Ces interneurones des couches II et
IIT du cortex cérébral font de forts contacts inhibiteurs sur les neurones pyramidaux cibles, tels que
les NMCS (Rudy et al., 2011).

En revanche, les interneurones exprimant 5-HTs;s présents dans les couches plus
superficielles du cortex ont une fonction moins connue (Xu et al., 2010). Un sous-groupe de ces
neurones, co-exprime le neuropeptide vasoactif intestinal (VIP) (interneurone a bas seuil), semble
communiquer notamment avec les interneurones SST et est particuliérement excité par des
projections intracorticales (Lee et al., 2013; Rudy et al., 2011; Xu et al., 2010).

Les interneurones SST du troisieme groupe (interneurones a bas seuil) se composent en
grande partie de cellules avec un axone projetant vers la couche I et sont localisés dans la couche V
du cortex cérébral (Markram et al., 2004), et forment des contacts le long des dendrites des
neurones pyramidaux, dont les NMCS (Chiu et al., 2013; Wang, Toledo-Rodriguez, et al., 2004).

En retour, les interneurones SST recoivent des projections des cellules pyramidales
voisines, ce qui les rend sensibles a I’activité du réseau neuronal local (Rudy et al., 2011; Silberberg
& Markram, 2007) (Figure 4).

L’inhibition des neurones de projection subcérébrale, dont font partie les NMCS,

proviennent principalement des interneurones PV et SST (détaillé dans la partie II. 3).

3. Controles centraux directs : voies pyramidales

Le terme de voie pyramidale désigne les tractus cortico-spinal (TCS) et cortico-bulbaire
(TCB). Son nom vient du fait qu’elle traverse les pyramides bulbaires. Cette voie relie le cortex

moteur a 1’étage bulbaire ou spinal, et correspond a la voie directe de la motricité volontaire.
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3.1 Tractus cortico-spinal

Le TCS se compose de fibres de NMCS situées majoritairement dans le M1 (Campbell,
1904; Galea & Darian-Smith, 1994). Bien qu’il soit souvent considéré que les cellules de Betz sont
les seuls neurones a I’origine des projections cortico-spinales, elles ne constituent en réalité qu’une
sous-population des NMCS projetant dans ce tractus. En effet, seulement 3% des fibres proviennent
des cellules Betz (Lassek & Wheatley, 1945; Schieber, 2007).

Les axones des NMCS se regroupent dans de grands faisceaux qui empruntent la capsule
interne pour traverser le striatum et convergent vers le pédoncule cérébral jusqu’au pont. Chez
I’homme, 80% des axones croisent la ligne médiane au niveau de la jonction bulbo-médullaire, et
entrent ainsi dans la moelle épinicre. Les axones descendent alors dans le cordon controlatéral de la
moelle épiniére, encore appelé faisceau cortico-spinal latéral. Depuis ce faisceau, un contingent de
fibres issues essentiellement des cellules de Betz du M1 entre dans la substance grise, se ramifie
intensément et ¢établit des connexions excitatrices monosynaptiques, directes, avec les MnS situés
dans la corne ventrale (Rathelot & Strick, 2006). Les fibres restantes projettent sur les interneurones
locaux, impliqués dans la coordination des activités des MnS. De par la distribution de ces fibres,
notamment les projections directes sur les MnS (Kandel et al., 2012; Kuypers, 1982; Schieber,
2007), il apparait que le TCS latéral humain a un réle important dans le contrdle des mouvements
fins et individualisés des doigts (Muir & Lemon, 1983). Par ailleurs, il a été proposé que les
connexions synaptiques indirectes permettraient au TCS de moduler les réflexes et réseaux
locomoteurs spinaux a 1’origine des rythmes locomoteurs tels que la marche (Barthélemy et al.,
2011).

Les 20% des fibres restantes descendent directement le long du cordon ventral ipsilatéral
de la moelle épinicre (faisceau cortico-spinal ventral). Ces neurones projettent essentiellement sur
les interneurones (ipsilatéraux ou controlatéraux) qui seraient responsables du contréle de la
musculature axiale et proximale des membres (nuque, tronc, épaules). Bien que le role fonctionnel
du TCS ventral ne soit pas encore bien connu, la répartition des fibres sur la moelle épiniere suggere
qu’il pourrait étre impliqué dans le maintien de la posture (Kuypers, 1982; Rosenzweig et al., 2009;
Schieber, 2007) (Figure 5).

Outre les fibres émanant de M1, le TCS contient également des fibres provenant d’autres
aires sensorimotrices (les aires prémotrices M2 et les aires pariétales du cortex somatosensoriel
primaire S1). Chez le singe, la majorité des fibres du M2 se termine au niveau de la corne dorsale
tandis que celles provenant de S1 se terminent dans la zone intermédiaire de la moelle épiniére
(Galea & Darian-Smith, 1994). Ces fibres, de par leurs terminaisons, seraient impliquées dans la
régulation des afférences sensorielles, des réflexes spinaux et des circuits locaux des interneurones

(Lemon, 2008; Wall & Lidierth, 1997).
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Figure 5. Voie descendante pyramidale : le tractus cortico-spinal et cortico-bulbaire

Les voies pyramidales se composent du tractus cortico-spinal (TCS) et cortico-bulbaire (TCB) qui relient le
cortex a 1’étage bulbaire ou spinal. La majorité des fibres du TCS croisent a la décussation des pyramides et
forment le faisceau cortico-spinal latéral. Une minorité des fibres cheminent du c6té ipsilatéral et croisent au
niveau médullaire des muscles qu’elles innervent. Un faible pourcentage de fibres ne croise pas et innerve
des muscles ipsilatéraux (adaptée de (Kandel et al., 2012)).
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Il existe des variations importantes de 1’organisation du TCS entre espéces, et notamment
entre I’homme et les rongeurs (Lemon, 2008). En effet, chez les rongeurs, la majorité des axones du
TCS croise également la ligne médiane, mais au lieu de descendre latéralement, ils demeurent le
long de la ligne médiane, au sein du funicule dorsal de la moelle épiniére. Le reste des axones du
TCS descend le long de la colonne ventrale ipsilatérale, comme chez I’homme. Chez le rongeur, le
TCS se termine majoritairement au niveau de la corne dorsale et connecte les MnS situés dans la
corne ventrale, via un réseau disynaptique impliquant des interneurones spinaux (D’Acunzo et al.,
2014; Lemon, 2008; Schieber, 2007).

Il est admis qu’au cours de I’évolution les terminaisons cortico-spinales se sont déplacées
progressivement de la corne dorsale vers la corne ventrale de la moelle épiniere, et d’une
transmission de I’information motrice part un mode majoritairement plurisynaptique a un mode
majoritairement monosynaptique. Ces variations interespeces de I’organisation du TCS et du mode
de transmission de I’information motrice pourraient expliquer les différences connues entre les
espéces, notamment dans I’exécution de mouvements fins et individualisés (Lemon, 2008; Lemon
& Griffiths, 2005; Schieber, 2007) (Figure 6).

Quels que soient I’espece et le trajet spécifique du TCS, la majorité des fibres provenant de
la représentation des membres supérieurs dans le cortex cérébral se termine au niveau de la moelle
épiniere cervicale tandis que les fibres provenant de la représentation des membres inférieurs se

terminent au niveau de la moelle épini¢re lombosacrée (Schieber, 2007).

3.2 Tractus cortico-bulbaire

Les neurones corticaux impliqués dans le contréle des muscles de la téte et du cou, situés
au niveau de la partie inférieure du gyrus précentral (a la face externe du lobe frontal) forment le
TCB. Le trajet du TCB est semblable a celui du TCS. Les fibres cortico-bulbaires cheminent avec
les fibres cortico-spinales, pour se terminer, a différents niveaux du tronc cérébral, sur les noyaux
moteurs des nerfs craniens, la formation réticulaire et le noyau rouge (Kuypers, 1958). Les fibres du
TCB controlent les MnB situés au niveau des noyaux des nerfs craniens, directement ou
indirectement par des connexions avec des interneurones locaux. De plus, la majorité des fibres
innervant les noyaux moteurs du tronc cérébral se terminent bilatéralement, hormis les fibres
controlant la langue (noyau de I’hypoglosse - XII) et la musculature de la face inférieure (noyau du
facial - VII) qui se terminent en controlatéral (Kandel et al., 2012; Purves et al., 2011) (cf.
Figure 5).
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Figure 6. Relation entre I’organisation du tractus cortico-spinal et la capacité d’exécution de
mouvements fins

Chez les rongeurs, les fibres du tractus cortico-spinal (TCS) cheminent majoritairement dans le funicule
dorsal de la moelle épiniére et connectent les MnBS via des interneurones locaux. Chez les primates non-
humains et ’homme, les connexions directes (monosynaptiques) avec les MnBS se sont développées et le
nombre de fibres peuplant le TCS a augmenté. Contrairement aux rongeurs, la majorité des fibres chemine
dans le cordon controlatéral de la moelle épiniére. Dans les trois espéces, une minorité de fibres cheminent
ipsilatéralerment. Le développement du TCS corréle avec 1’index de dextérité, tel que la préhension d’objet
et des mouvements précis (adaptée de(Lemon, 2008)).
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En plus d’influencer directement la moelle épini¢re par I’intermédiaire du TCS, le cortex
cérébral établit également des connexions avec d’autres voies descendantes indirectes ayant pour
origine les centres moteurs du tronc cérébral. Ces voies alternatives indirectes interviennent

essentiellement dans I’ajustement postural durant les mouvements.

4. Controles centraux indirects

Les aires corticales des lobes frontaux, ainsi que d’autres régions cérébrales, telles que
I’oreille interne, contrdlent les mouvements indirectement en envoyant des projections vers divers
centres moteurs du tronc cérébral. Les neurones moteurs supérieurs des voies indirectes, qui
prennent naissance dans ces centres du tronc cérébral, projettent le long de faisceaux pour faire

synapse sur les interneurones locaux ou les MnBS (Kandel et al., 2012; Purves et al., 2011).

4.1 Centres de controle moteur du tronc cérébral

Au sein du tronc cérébral, il existe différents centres de contrdle moteur impliqués dans la
posture, la locomotion et la motricité oro-faciale. Parmi ces centres, les noyaux vestibulaires
recoivent des informations sensorielles provenant de 1’oreille interne (appareil vestibulaire) les
renseignant sur la position spatio-temporelle de la téte, et sont impliqués dans le contrdle de
I’équilibre (Purves et al., 2011). La formation réticulaire ponto-médullaire recoit quant a elle des
afférences corticales essentiellement du M1 et du M2, et joue un rdle dans les ajustements
posturaux (pour revue, voir (Baker, 2011)). Enfin, le noyau rouge recgoit des afférences cortico-
bulbaires des aires 4 et 6 du cortex moteur, des collatérales d’axones du TCS (Humphrey et al.,
1984; Kuypers & Lawrence, 1967) ainsi que des projections du cervelet. Il participe au contrdle

moteur des membres supérieurs (Purves et al., 2011) (Figure 7).

4.2 Les voies extra-pyramidales vestibulo-, réticulo-, et rubro-spinales

De ces trois centres, trois voies indirectes, appelées voies extra-pyramidales, descendent
vers la moelle épini¢re. Les neurones du noyau vestibulaire cheminent le long de la partie ventrale
de la substance blanche de la moelle épiniére en deux faisceaux : les vestibulo-spinaux latéral et
médian. Les fibres de ces faisceaux projettent vers la partie médiane de la corne ventrale de la
moelle épiniere cervicale ou se trouvent les MnS impliqués dans la régulation de la posture de la
téte et dans le contrdle de la musculature proximale des membres. Ces deux faisceaux jouent un role
dans 1’équilibre, en régulant le tonus musculaire en réponse aux mouvements de la téte (McCall et

al., 2017; Purves et al., 2011).
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Figure 7. Principales voies extra-pyramidales impliquées dans le controle des mouvements

Les voies extra-pyramidales émanent de différents noyaux du tronc cérébral et recoivent des projections en
provenance des aires motrices et d’autres régions cérébrales. Les neurones du cortex moteur établissent des
liens avec les neurones de la formation réticulaire qui permettent des ajustements posturaux. Le faisceau
réticulo-spinal (bilatéral) projette essentiellement sur les parties centrales de la corne ventrale. Les neurones
du noyau vestibulaire (bilatéral) recoivent des messages sensoriels provenant des canaux semi-circulaires et
des organes otolithiques situés dans I’oreille interne, puis les neurones du noyau vestibulaire projettent sur la
corne ventrale centrale de la moelle épiniére. Le faisceau vestibulo-spinal permet la régulation de la position
de la téte. Le faisceau rubro-spinal prend son origine dans le noyau rouge qui chemine parallélement au TCS
dans le cordon controlatéral de la moelle épiniére. Son existence chez I’homme adulte n’est pas certaine
(adaptée de (Kandel et al., 2012)).
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Les voies réticulo-spinales ont deux origines : une origine bulbaire qui descend dans le
cordon latéral et une origine pontique qui descend dans le cordon antérieur de la moelle épinicre.
Ces voies projettent également essentiellement sur la partie médiane de la corne ventrale de la
moelle épiniere ou elles connectent essentiellement les interneurones qui coordonnent les muscles
axiaux et proximaux, et a moindre mesure les MnS impliqués dans le controle de la musculature
distale (Baker, 2011; Prentice & Drew, 2001; Riddle et al., 2009; Schepens & Drew, 2004).

Enfin, le tractus rubro-spinal (TRS), dont I’existence n’est pas certaine chez 1’homme
adulte (Nathan & Smith, 1982), est considéré comme une voie auxiliaire de la voie cortico-spinale
pour le controle moteur. En effet il débuterait au niveau du noyau rouge magnocellulaire, croiserait
la ligne médiane au niveau de la décussation pyramidale et suivrait un trajet parallele au TCS
(Murray & Haines, 1975). Cependant, chez ’homme, la taille du noyau rouge magnocellulaire est
beaucoup plus importante chez le feetus que chez 1’adulte, ou il n’est plus que vestigial (Onodera &
Hicks, 2010). L’importance fonctionnelle du TRS chez I’homme reste a déterminer (Nathan &
Smith, 1982). Chez les primates non humains et les autres mammiferes, qui possédent un noyau
rouge plus développé, le TRS participe a la motricité des membres supérieurs (Ghez & Kubota,
1977; Gibson et al., 1985; Houk et al., 1988) et contribue a I’initiation de mouvements volontaires
en parallele du TCS (Ghez & Kubota, 1977). Chez le rongeur, les fibres rubro-spinales, qui suivent
¢galement le TCS, projettent principalement sur les interneurones des zones intermédiaires de la
moelle épiniére et, dans une plus faible proportion, directement sur les MnS qui innervent la
musculature distale des membres supérieurs (Liang et al., 2012). Ces différences pourraient
expliquer un réle dominant du controle moteur cortical direct chez I’homme par rapport aux autres

especes.

5. Les motoneurones bulbaires et spinaux et I’activité motrice

Les MnBS et les neurones locaux (interneurones) sont les derniers composants du systeme
moteur permettant la contraction musculaire. Dans les paragraphes suivants, seuls la moelle épiniére

et les MnS seront décrits, les mémes caractéristiques étant applicables aux MnB.

5.1 La moelle épiniére

Les MnS relayent I’information motrice recue des centres supérieurs vers les muscles et
sont considérés comme la voie finale commune de la motricité. Les interneurones locaux quant a
eux sont impliqués dans la coordination réflexe des mouvements de par les projections des centres
supérieurs et des afférences sensorielles qu’ils regoivent (Kandel et al., 2012; Purves et al., 2011).

Ces interneurones spinaux sous contréle du TCS restent encore mal connus. Chez le

rongeur, la nature des interneurones connectant les NMCS aux MnS n’est pas clairement identifiée.
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Des études ont cependant récemment montré que les interneurones RORa (RAR-related orphan
receptor alpha) serviraient de relai et de modulateur de 1’information corticale, par connexion
directe ou indirecte via les interneurones ventraux cholinergiques VOc, aux MnS (Bourane et al.,
2015).

Des ¢études de stimulation corticales menées chez le singe et I’homme ont montré qu’un
seul NMCS innerve des MnS de différents muscles agonistes (divergence), pouvant ainsi influencer
I’activité contractile de plusieurs muscles a la fois et permettre la coordination motrice (Datta &
Stephens, 1990; McKiernan et al., 1998). D’autre part, elles ont montré que plusieurs NMCS
projettent sur un MnS (convergence) (Kwan et al., 1978; Penfield & Boldrey, 1937; Schieber,
2007). Enfin, tous les MnS sont innervés par les NMCS excepté ceux innervant les muscles
oculomoteurs et du sphincter ; ces derniers restent relativement épargnés dans la SLA (Iwatsubo et

al., 1990).

5.2 Connexions nerveuses aux muscles squelettiques

Le systéme nerveux contrdle la contraction musculaire en envoyant des signaux du TCS
vers les MnS qui relayent I'information aux fibres musculaires a [’origine du mouvement.
L’exécution de la commande motrice par ces MnS dépend de leur niveau d’excitabilité, puisque ces
MnS sont également régulés par des afférences sensorielles et des interneurones spinaux. En effet,
les MnS sont les ¢léments post-synaptiques de boucles réflexes spinales excitatrices et inhibitrices.

Un muscle est contrdlé par une centaine de MnS. Chaque MnS innerve un ensemble de
fibres musculaires d’un muscle et une fibre musculaire est innervée par un seul MnS. Le MnS
unique et le groupe de fibres musculaires qu’il innerve correspondent a une unité motrice (Heckman
& Enoka, 2012). L’ensemble des MnS innervant un muscle est regroupé en colonne sur plusieurs
segments de la moelle épiniere. Les MnS innervant les muscles posturaux du tronc se situent dans la
partie médiane de la corne ventrale de la moelle épinicre, tandis que ceux situés dans la partie

latérale innervent les muscles distaux (Heckman & Enoka, 2012).

6. Modulation de ’activité motrice

Les aires corticales motrices ne sont pas les seules impliquées dans la commande et le
controle des mouvements, il existe deux structures supplémentaires, le cervelet et les ganglions de
la base, qui modulent I’information motrice par le biais de connexions réciproques avec le cortex
cérébral, le tronc cérébral et/ou la moelle épiniere (pour revue voir (Middleton & Strick, 2000)). Le
cervelet recoit et émet des projections vers le cortex cérébral, la moelle épinicre et le tronc cérébral.
Il intervient dans 1’exécution de mouvements rapides et coordonnés (course, nage) et module les

mouvements précis de posture et d’équilibre.
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La fonction principale du cervelet est de comparer les signaux de commande (intention de
mouvement) regus par les centres supérieurs et les informations sensorielles (exécution effective du
mouvement) recues par le systeéme nerveux périphérique, afin de détecter des erreurs. En cas
d’erreur, le cervelet envoie des signaux correctifs au tronc cérébral et au cortex moteur par

I’intermédiaire du thalamus (Kandel et al., 2012; Middleton & Strick, 2000; Purves et al., 2011).

Le systéme des ganglions de la base est compos¢ de 5 noyaux : le striatum, qui comprend
le noyau caudé et le putamen, le noyau sous-thalamique, et le pallidum qui comprend le globus
pallidus et la substance noire. Il est organisé en boucle sous-corticale : allant des aires corticales via
le striatum puis le pallidum et le thalamus pour retourner vers le cortex moteur. Cette boucle, active
avant et pendant le mouvement, aide a la programmation des mouvements (Kandel et al., 2012;

Middleton & Strick, 2000; Purves et al., 2011).

En conclusion, I’activité motrice volontaire est soumise a I’interaction de quatre sous-
systemes moteurs distincts : 1) les voies descendantes originaires des centres supérieurs, 2) les
circuits locaux de la moelle épinicre et du tronc cérébral, comprenant les interneurones locaux et les
MnBS, 3) le cervelet et 4) les ganglions de la base (cf. Figure 1). Les TCS et TCB et les MnBS
constituent la voie directe de la motricité et sont indispensables pour la réalisation de mouvements
fins et individualisés. Les voies extra-pyramidales permettent quant a elles un ajustement de la
posture, la locomotion et la motricité orofaciale. Enfin, I’exécution des mouvements est régulée par
I’activité du cervelet et des ganglions de la base. C’est donc I’interaction de ces quatre centres
nerveux qui permet la réalisation de mouvements volontaires adaptés.

Parmi les diverses populations neuronales qui composent le systeme moteur, la
dégénérescence combinée de deux d’entre elles, les NMCS et les MnBS est a I’origine d’une
maladie fatale, la SLA (voir chapitre 3 de I’introduction : « La sclérose latérale amyotrophique »).
Les recherches précliniques menées sur la SLA ont permis de mieux comprendre comment les
MnBS dégénerent au cours de la SLA. En revanche, les NMCS ont été particulierement ignorés des
recherches précliniques, et ce, malgré un nombre grandissant d’évidences suggérant un role
prépondérant du cortex cérébral chez les patients SLA (pour revue, voir (Eisen et al., 2017;
Geevasinga et al., 2016)) (voir chapitre 4 : « Place du cortex cérébral et des Neurones Moteurs

Cortico-Spinaux dans la recherche sur la SLA »).

Mon travail de thése a consisté a mieux comprendre la dynamique spatio-temporelle de la
deégénérescence des NMCS au cours de la SLA, et a mettre en évidence les mécanismes qui la
régissent. Le chapitre suivant est consacré a une présentation plus précise de cette population

neuronale (chapitre 2 : « les Neurones Moteurs Cortico-Spinaux »).
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Les grands principes de 1’organisation du cortex cérébral et de son développement sont
conservés chez les mammiféres, notamment des rongeurs jusqu’aux primates. Les ¢tudes menées
chez la souris ont permis de mieux comprendre les mécanismes impliqués dans les étapes majeures
du développement cortical, d’identifier les différentes sources de neurones corticaux, et d’identifier
les geénes qui contrdlent leur migration et leur spécification (Allendoerfer & Shatz, 1994;
Mcconnell, 1991; Mione et al., 1997; Molyneaux et al., 2007). Plus d’une centaine de types
cellulaires distincts de neurones corticaux excitateurs et inhibiteurs sont produits et constituent le
cortex cérébral. Parmi eux se trouvent les NMCS de la couche V du cortex cérébral connectant le
cerveau a la moelle épiniere. Cette population neuronale indispensable a la réalisation de

mouvements volontaires est atteinte dans certaines maladies neurodégénératives telles que la SLA.

1. Genese et spécification moléculaire

Apres formation du tube neural, les vésicules télencéphaliques donnent naissance au
cortex, depuis le toit (partie dorsale), et aux éminences ganglionnaires depuis le plancher (partie
ventrale). Les neurones corticaux proviennent de la zone ventriculaire de ces deux parties, lieu de la
neurogenese, située le long des ventricules latéraux (Anderson et al., 2002; Kowalczyk et al., 2009;
Noctor et al., 2004).

Les interneurones corticaux inhibiteurs émanent de la zone ventriculaire ventrale, et
migrent d’abord tangentiellement puis radialement pour aller peupler le cortex cérébral (Anderson
et al., 2001, 2002).

Les neurones corticaux excitateurs sont générés, quant a eux, a partir de la zone
ventriculaire dorsale, et migrent radialement vers le cortex (Anderson et al., 2002; Kowalczyk et al.,
2009; Mione et al., 1997; Noctor et al., 2004; Rakic, 1988). De maniére successive, les nouveaux
neurones excitateurs générés migrent au-dela des précédents, et viennent se positionner en
superficie du cortex en développement (Allendoerfer & Shatz, 1994; Mcconnell, 1991), pour
constituer les six couches corticales. Comme nous 1’avons vu dans le chapitre 1, outre leur date de
naissance, ces couches se différencient par la nature de leurs populations de neurones corticaux
excitateurs qui se distinguent par les cibles qu’ils innervent et leurs marqueurs moléculaires. Ainsi,
la couche VI comprend les neurones cortico-thalamiques, la couche V les neurones de projection
sous-cérébrale, dont les NMCS, la couche IV des neurones de projection locale, et les couches I1/111
des neurones cortico-corticaux. La couche I ne comprend pas de neurones corticaux excitateurs.
Parmi les neurones de la couche V, on distingue, selon les aires corticales, les neurones cortico-
tectaux, situés dans le cortex visuel et projetant vers le colliculus supérieur et le pont ; les neurones
cortico-pontiques projetant vers le pont ; et les NMCS situés dans le cortex moteur et sensorimoteur

(Molyneaux et al., 2007; Oswald et al., 2013). Ces neurones de projection sous-cérébrale sont
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générés au jour embryonnaire 13,5 (E13,5) chez la souris (Molyneaux et al., 2007; Takahashi et al.,
1999), E15 a E16 chez le rat (Bayer et al., 1991), et entre la 10°™ et la 24°™ semaine de gestation
chez ’homme.

Les neurones corticaux excitateurs acquierent une identité laminaire au moment de leur
division mitotique terminale (Allendoerfer & Shatz, 1994; Molyneaux et al., 2007). La spécification
progressive des couches corticales dépend de I’expression de combinaisons de geénes. Ainsi, les
NMCS expriment les genes Fezf2 (Fez family zinc finger 2), Sox5 (SRY-box 5) et Bell1b (B-cell
leukaemia/lymphoma 11B), comme les autres neurones excitateurs des couches profondes (V et
VI); les génes Crym (Crystallin Mu), Criml (cystein-rich motor neuron 1), Climl (LIM domain
binding protein), Diap3 (diaphanous homolog 3) et S7100al0 (S100 calcium binding A10) comme
ceux de la couche V expriment ; et le géne Bhlhb5 (Basic Helix-Loop-Helix Domain Containing,
Class B, 5) comme les neurones excitateurs des couches II/III et V (Arlotta et al., 2005; Molyneaux
et al., 2007). Les NMCS partagent, par conséquent, des marqueurs moléculaires avec plusieurs
sous-types de neurones excitateurs de différentes couches corticales. A I’heure actuelle, aucun
marqueur moléculaire spécifique des NMCS n’a pu étre identifi¢. Cependant, parmi les différents
genes exprimés par les NMCS et autres neurones de la couche V, le géne Fezf2, qui code pour un
facteur de transcription, joue un role clé dans leur spécification (Chen et al., 2005; Molyneaux et al.,
2005). En effet, des études de perte de fonction in vivo chez la souris montrent que Fezf2 est
nécessaire a la spécification de tous les neurones de projection sous-cérébrale, y compris les NMCS
(Chen et al., 2005; Molyneaux et al., 2005). De plus, les souris présentant une invalidation compléte
du geéne (knock-out, KO) se développent en 1’absence de neurones de projection sous-cérébrale et de
NMCS en particulier, et donc en absence de connexion directe entre le cortex cérébral et la moelle
épiniere (Molyneaux et al., 2005). Le géne Fezf2 est par ailleurs suffisant pour instruire la
spécification de neurones de couches corticales profondes V et VI, et de NMCS. En effet, sa
surexpression dans les progéniteurs corticaux du cortex cérébral (Molyneaux et al., 2005), du
striatum (Rouaux & Arlotta, 2010) ou encore dans de jeunes neurones corticaux post-mitotiques
d’une autre lignée (Rouaux & Arlotta, 2013) est suffisante pour programmer ou reprogrammer ces
populations cellulaires en neurones corticofuges, et notamment en NMCS. Dans I’ensemble ces
données montrent que Fezf2 est nécessaire et suffisant pour la spécification des NMCS et

I’établissement des connexions cortico-spinales.

D’autres genes sont, quant a eux, importants pour le développement des NMCS, tels que
Bclllb, ou EphBI, impliqués dans 1’extension de leur axone vers la moelle épiniere (Arlotta et al.,

2005; Lodato et al., 2014).
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2. Caractérisation morphologique et anatomique

Les NMCS possedent les plus gros corps cellulaires du cortex cérébral. De ce corps
cellulaire nait: 1) une large dendrite apicale qui s’étend a la couche I et qui présente des
ramifications majeures, en particulier dans les couches II / II1, 2) de nombreuses dendrites basales et
3) un tres long axone s’étendant vers la moelle épinieére (Molnar & Cheung, 2006; Molyneaux et al.,
2007; Ozdinler & Macklis, 2006) (Figure 8A). Ils émettent également des collatérales secondaires
vers le striatum, le noyau rouge et le pont (Shepherd, 2011).

Chez les rongeurs, au cours de leur migration radiale initiale, les NMCS subissent
plusieurs modifications morphologiques, en commencgant par 1’adoption d’une forme pyramidale,
suivie d’une spécification et d’une croissance axonale (pour revue, voir (Canty & Murphy, 2008)).
Les axones des NMCS descendent au sein du cortex et sont dirigés latéralement dans la substance
blanche sous-jacente pour entrer dans la capsule interne et emprunter le TCS. Chez la souris, ils
atteignent les niveaux supérieurs du tronc cérébral a E17 (17°™ jour embryonnaire), le pont 4 E18.5,
et entrent dans la moelle épiniere a PO (jour postnatal 0) (de Kort et al., 1985; Jones et al., 1982).
Les premiers axones atteignent le bas de la région cervicale a P2, de la région thoracique a P7, et de
la région lombaire a P9 (Gianino et al., 1999). Les NMCS ¢établissent des contacts synaptiques
principalement avec les interneurones de la corne dorsale de la moelle épiniére, qui innervent a leur
tour les MnS. Ces contacts synaptiques se mettent en place aprés que les connexions entre les
interneurones et les MnS, ainsi que celles des MnS avec les muscles striés squelettiques aient été
établies (Kamiyama et al., 2006). A P14, toutes les cibles de la moelle épiniére, méme les plus

caudales, sont innervées. Les connectivités sont alors progressivement affinées au cours des

semaines suivantes (Hsu et al., 2006).

La population des NMCS peut étre subdivisée en sous-populations selon le segment et les
cibles de la moelle épiniere qu’ils innervent (Akintunde & Buxton, 1992a, 1992b; Kamiyama et al.,
2015; Olivares-Moreno et al., 2017). Chez le rongeur, des études basées sur le marquage rétrograde
des NMCS depuis la moelle épiniére ont montré que contrairement a la population totale de NMCS,
qui s’étend des aires rostrales aux aires caudales du cortex (M1, M2, S1, S2), les NMCS a
projection lombaires sont restreints aux mémes régions caudales sensori-motrices du cortex (S1 et
M1) (Kamiyama et al.,, 2015; Olivares-Moreno et al., 2017). De plus, des différences
morphologiques semblent exister parmi les NMCS. En effet, il a ét¢ montré que les NMCS a
projection lombaire présentent un soma et une arborisation dendritique plus larges (Oswald et al.,

2013).
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Figure 8. Morphologie des Neurones moteurs cortico-spinaux et modulation de leur activité.

A. Représentation schématique d’un neurone moteur cortico-spinal (NMCS). B. Les NMCS sont activés
localement (fleches rouges pleines) ou a distance (fléches rouges pointillées) par les neurones calleux de
projection (NCP) (en ipsi- et contralatéral) et les neurones thalamo-corticaux (NT-C). L’inhibition est
réalisée localement (fléches pleines vertes) par des interneurones a bas seuil (IN-BS) (tels que ceux
exprimant la somatostatine) et des interneurones a décharge rapide (IN-DR) (tels que ceux exprimant la
parvalbumine).
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En outre, Olivares-Moreno et ses collegues (2017) ont montré chez le rat qu’au sein d’un
méme segment de la moelle épinicre, les projections émanant des NMCS se répartissent entre la
corne dorsale et la zone intermédiaire, activant ainsi différentes populations d’interneurones
spinaux. Les NMCS qui projettent dans la corne dorsale cervicale se situeraient dans la partie
supérieure de la couche Vb, tandis que les NMCS projetant dans la zone intermédiaire cervicale se
situeraient dans la partie inférieure de la couche de Vb. Ceci suggere une organisation fonctionnelle
des NMCS au sein de la couche Vb, avec I’existence de sous-types de NMCS permettant le contrdle
de différents circuits locaux spinaux impliqués dans différents aspects de la motricité (Olivares-
Moreno et al., 2017).

Ainsi, ces ¢études suggerent 1’existence de sous-populations neuronales basée notamment
sur leur site de projection et de différences phénotypiques distinctes entre certaines d’entre-elles,

telles que les NMCS a projection lombaire.

3. Fonction et modulation

Les NMCS ont une capacit¢ unique a recueillir, intégrer, traiter les informations
excitatrices et inhibitrices corticales et a les transmettre sous forme de messages excitateurs. Cette
capacité leur confere un role essentiel pour I’initiation et la modulation du mouvement volontaire
nécessitant une commande corticale (Lemon, 2008). La fonction des NMCS est modulée par des
afférences synaptiques excitatrices et inhibitrices de deux types : proximales en provenance de
neurones voisins ; distales en provenance de neurones d’autres aires ou couches corticales, appelés

neurones de projection (Shepherd, 2011) (Figure 8B).

3.1 Modulations excitatrices

D’apres des études anatomiques du cortex, les NMCS sont régulés positivement via les
NCP situés des couches II/III et V (Shepherd, 2011; Thomson & Lamy, 2007). Les NMCS
recoivent des entrées excitatrices provenant du thalamus, via les neurones thalamo-corticaux, qui
transmettent des informations cognitives et sensorielles par I’intermédiaire de réseaux neuronaux
impliquant notamment le cervelet et les ganglions de la base (Clasca et al., 2012) (Figure 8B). De
plus, au sein de la couche V, les NMCS recoivent également des afférences excitatrices provenant
de collatérales de neurones cortico-striataux et interagissent également entre eux, ce qui suggere
I’existence de possibles boucles de contrdles positifs et négatifs (Kiritani et al., 2012; Shepherd,

2011, 2013).
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3.2 Modulations inhibitrices

Les NMCS sont régulés négativement par le biais d’entrées inhibitrices de deux sous-types
d’interneurones : les interneurones a décharge rapide (tels que les interneurones exprimant la PV),
et les interneurones a bas seuil (tels que les interneurones exprimant la SST) (Tanaka et al., 2011).
Des études récentes ont montré que ces deux types d’interneurones inhibent différemment les
NMCS (Apicella et al., 2012). Les interneurones a bas seuil inhibent les NMCS apres activation par
les neurones excitateurs de la couche II/III au niveau des arborisations et des épines dendritiques
(Rudy et al., 2011). Les interneurones a décharge rapide, quant a eux connectés réciproquement aux
NMCS, inhibent ces derniers selon une boucle de rétrocontrdle. Ces interneurones constitueraient la
principale source d’inhibition locale (Apicella et al., 2012; Tanaka et al., 2011) (Figure 8B). Un
¢lément important a souligner, les interneurones PV a décharge rapide, qui constituent la principale
inhibition des NMCS dégénerent chez les patients SLA (Nihei et al., 1993).

La modulation de la fonction des NMCS par une balance appropriée entre ces afférences
excitatrices et inhibitrices est primordiale pour 1’intégration et la transmission des informations
motrices adéquates. En outre, I'intégrité de la connectivité et de la communication entre le cerveau
et la moelle épiniere est quant a elle primordiale pour le relai, sur de longues distances, de ces
informations et 1’établissement d’un mouvement volontaire normal. Ainsi, toute atteinte du TCS et
des NMCS, en particulier chez I’homme, conduit a une grande altération de la connexion entre le
cortex cérébral et la moelle épiniére et a de nombreuses atteintes motrices (Hains et al., 2003;

Schieber, 2007).

4. Maladies des neurones moteurs impliquant les Neurones Moteurs
Cortico-Spinaux

Du fait de leur place primordiale dans le circuit neuronal moteur, les NMCS sont
cliniquement pertinents. En effet, au vu de la surface corticale importante qu’occupent les aires
motrices et de la longueur du trajet de ces voies motrices jusqu’a la moelle épiniere (pouvant
atteindre plus d’un meétre chez 1’homme), leurs I€sions ne sont pas rares, et peuvent entrainer de
graves conséquences motrices. Par exemple, I’intégrité et la connectivité des NMCS sont affectées
par les Iésions de la moelle épiniere qui induit la dégénérescence progressive des NMCS, la perte de
connexion entre le cerveau et la moelle épinicre, et une paralysie a long terme (Hains et al., 2003;
Lemon, 2008). Les lésions du TCS entrainent par ailleurs une détérioration de la vitesse, de la force
et de la coordination des mouvements (Lemon, 2008). Les NMCS peuvent ¢galement étre affectés
par la neurodégénérescence. En effet, leur dysfonctionnement et leur perte sont reconnus dans la

SLA, la sclérose latérale primaire (SLP) et la paraplégie spastique héréditaire (PSH). A I’inverse,
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d’autres maladies neurodégénératives du motoneurone semblent ne pas affecter les NMCS ; c’est le

cas de la maladie de Kennedy (Hirota et al., 2000; Sobue et al., 1989).

4.1 Caractéristiques cliniques de ’atteinte des NMCS

La dégénérescence des NMCS ou toute lésion le long du TCS s’accompagne d’un
ensemble de symptomes que 1’on désigne sous le nom de syndrome pyramidal. Les signes cliniques
observés différent nettement de ceux observés pour I’atteinte des MnBS et comprennent un
ensemble de déficits moteurs caractéristiques (Figure 9).

L’atteinte des MnBS a pour conséquence une diminution de la force musculaire (parésie),
ou dans les cas plus séveres, une perte du mouvement (paralysie) des muscles concernés. Parmi les
signes cliniques, se trouve une disparition des réflexes, appelée aréflexie, due a I’interruption de la
branche efférente motrice des circuits spinaux réflexes et une abolition du tonus musculaire. A ces
premiers symptomes s’ajoute plus tardivement une atrophie des muscles affectés due a la
dénervation progressive et a I’absence de leur utilisation. Il est possible également d’observer des
fibrillations ou des fasciculations musculaires. Les fasciculations sont des contractions spontanées
dans les unités motrices, résultat d’une activité anormale des MnBS affectés. Les fibrillations
correspondent a des contractions spontanées dans les fibres musculaires et sont le résultat des
modifications de 1’excitabilité de ces fibres dénervées (Purves et al., 2011; Sathasivam, 2010)
(Figure 9).

L’atteinte des NMCS provoque le signe de Babinski, correspondant a une réponse plantaire
en extension lorsque 1’on gratte la plante du pied. A cela s’ajoute la spasticité correspondant a une
augmentation exagérée du tonus musculaire, une hyperréflexie qui se traduit par un réflexe
myotatique exagéré et une hypertonie correspondant a une exagération des contractions musculaires
associées a une faiblesse dans 1’exécution des mouvements. Il est également observé une perte de la
capacité d’exécuter des mouvements fins résultant de 1ésions des fibres cortico-spinales controlant

les MnBS (Purves et al., 2011; Sathasivam, 2010) (Figure 9).

4.2 Maladies du neurone moteur associées a ’atteinte des Neurones Moteurs
Cortico-Spinaux

La dégénérescence des NMCS et des MnBS conduit a des maladies neurologiques pouvant
étre regroupées en trois catégories selon les neurones moteurs affectés: 1) celles touchant
majoritairement les NMCS, comme c’est le cas pour la PSH et la SLP; 2) celles touchant
principalement les MnBS, englobant 1’atrophie musculaire spinale (AMS), 1’atrophie musculaire
progressive (AMP) et la maladie de Kennedy ; et 3) celle affectant aussi bien les NMCS que les
MnBS, la SLA. Ces maladies sont regroupées sous le terme de Maladie du Neurone Moteur (MND,
Motor Neuron Disease) (Swash & Desai, 2000).
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Signes d’atteinte :

Signe de Babinski
Hyperréflexie
Hypertonie
Spasticité

Faiblesse dans I’excécution
des mouvements

Moelle épiniére

Signes d’atteinte:

Perte de force musculaire
Hypotonie
Fasciculations musculaires

Fibrillations musculaires

Atrophie musculaire

Muscle strié
squelettique

Figure 9. Signes cliniques de la dégénérescence des NMCS et des MnBS.

La dégénérescence des NMCS se traduit cliniquement par une hyperréflexie, une hypertonie, une spasticite,
la présence du signe de Babinski ainsi qu’une faiblesse dans I’exécution des mouvements. En revanche, les
signes de la dégénérescence des MnBS incluent une perte de la force musculaire, une aréflexie, une
hypotonie, des fibrillations, des fasciculations conduisant progressivement a une atrophie et une paralysie des
muscles striés squelettiques (adaptée de (Taylor et al., 2016)).
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Les maladies du neurone moteur se définissent ainsi comme un groupe de maladies neurologiques
cliniquement et pathologiquement hétérogeénes, d’origines sporadiques ou héréditaires (Dion et al.,
2009), dont la SLA est la forme la plus courante.

Ainsi, la SLA, qui fait ’objet de la troisiéme partie de I’introduction, sera ici présentée
succinctement avec les deux autres maladies des neurones moteurs avec qui elle partage les
caractéristiques cliniques de I’atteinte des NMCS : la SLP et la PSH (Brown & Robberecht, 2001;
Cervenakova et al., 2000; Fink, 2001, 2013; Robberecht & Philips, 2013; Udaka et al., 1986)
(Tableau 1).

4.2.1 Sclérose Latérale Amyoptrophique

La SLA est une maladie neurodégénérative progressive débutant entre 50 et 60 ans. Elle se
caractérise par la perte des NMCS et des MnBS entrainant les signes cliniques cités précédemment
(spasticité, hyperréflexie, signe de Babinski, fasciculations, faiblesse musculaire) qui conduit a une
paralysie musculaire progressive et une insuffisance respiratoire engageant le pronostic vital. La
SLA reste encore aujourd’hui incurable et présente un pronostic extrémement séveére conduisant au
déces des patients 2 a 5 ans apreés ’apparition des premiers symptomes (Kiernan et al., 2011)
(Tableau 1).

Ainsi, d’un point de vue clinique, I’atteinte conjointe des NMCS et des MnB ou MnS est
nécessaire au diagnostic de la SLA et permet de la différencier de pathologies moins séveres telles
que celles affectant strictement les NMCS, la SLP et la PSH (Brooks, 1994; Brooks et al., 2000;
Mitchell, 2000). Néanmoins, la présentation clinique de la SLA peut varier en fonction de la
prédominance de I’atteinte des NMCS ou des MnBS. Une prédominance de I’atteinte des NMCS
peut ainsi rendre difficile la distinction clinique des trois maladies (D’amico et al., 2013). Au-dela
du diagnostic, il apparait intéressant de comprendre pourquoi ces maladies conduisent a des

pathologies distinctes alors qu’elles présentent toutes une atteinte des NMCS.

4.2.2 Sclérose Latérale Primaire

La SLP est une maladie sporadique rare, représentant environ 5% des cas de maladie du
motoneurone (D’amico et al., 2013; Singer et al., 2007). Elle débute entre 35 et 66 ans et se
caractérise par un dysfonctionnement de la fonction des NMCS en absence de signes cliniques
d’atteinte des MnBS et d’antécédents familiaux suggérant une PSH (Tableau 1).

Bien que la SLP soit considérée comme une maladie sporadique, une mutation du gene de
I’alsine (ALS2) a été retrouvée dans des cas de SLP juvéniles autosomiques récessifs (Yang et al.,
2001) et des mutations du géne CIORF72 (chromosome 9 open reading frame 72) dans une
minorité de patients SLP (Mitsumoto et al., 2015). De fagon intéressante, ces mutations sont

¢galement retrouvées dans la majorité des cas familiaux de SLA (Praline et al., 2010).

Christine MARQUES 41



Chapitre II Les Neurones Moteurs Cortico-Spinaux

(V) 2a18s2091 anbrwosone (V) a1ueurwop anbrwosoiny

‘((s00Z ‘wopron 29 uomns) ap a1depe) (HSJ) 2menparoy onbrseds ar13ordered (J1S) arrewnid ofe1ie] 9s019[0s ‘(VIS) anbrydonoAwre o[eigel 9s010s

SINSLIJIUT SIQUUAT SAP 3SSA[qTe] 0L
SINSLIQIUT SIqUISW AP dAIssa1301d 9ronseds SOINN % 01 SOTUUR29(] -goueJug HSd
X
arxorenadAH SWOSOWOIYD Ne
aArssargoid gyronseds SOINN M no YV ‘av SEIERETe | 99-6¢ d1S
arojendsar aouesynsuy
anenosnwr arsATered sind assa[qreg
Suonequqry
SUOT)B[NITISE I
arernosnw argdony
aonseds
nysuIqeq ap usIg
sruouadAyg
arxefjordAH SHUA 12 SOIAN onuuoduy suege 09-0¢ VIS
saand SIULIO JJEI[IuIe. JIpe[em SUe) Inq?2
muzv__“:u mo__vum_u%oﬁwo SIUIN0} SIMIJOU SIUOIMIN =o_m_m__a=g..mﬂwuh 4| oﬂ. M-.mmu A ouv “m“uc APE[EIN

HSJ ®©[ 2P 13 4TS ®©[ 3P ‘V'IS ®[ 9p sanbnstidjoeaed sap uosieaedwo)) : | nedjqe].

42

Christine MARQUES



Chapitre II Les Neurones Moteurs Cortico-Spinaux

La distinction entre la SLP et la SLA est basée sur I’absence d’implication des MnBS dans la SLP
(Gordon et al., 2009). Cependant, il existe une controverse quant a savoir si la SLP est une
pathologie distincte ou une variante de la SLA. En effet, certains patients progressent avec le temps
vers une SLA typique avec une atteinte des MnBS. Ainsi, cliniquement, la SLP est diagnostiquée
avec certitude au moins 4 ans (voir plus) apres I’apparition de symptodmes (Gordon et al., 2006). La
SLP présente un pronostic plus bénin que la SLA. Elle se caractérise par une progression plus lente,
un maintien de la fonction motrice plus longue, une diminution de la fonction respiratoire et une
perte de poids moins séveres avec une survie beaucoup plus longue que les patients atteints de SLA
(Gordon et al.,, 2009; Strong, 2001). Les caractéristiques cliniques les plus communément
retrouvées incluent une spasticité et une hyperréflexie, avec une absence de fasciculation et
d’atrophie musculaire (Tableau 1). Une proportion trés ¢élevée de patients atteints de SLP
commence par une atteinte des membres inférieurs, avec un début de démarche spastique, puis
progresse vers les membres supérieurs.

Apres des années de progression lente, la SLP semble se stabiliser sur une durée assez
variable, allant de 7 a 14 ans. Bien que chez certains patients les déficits neurologiques restent
modestes, d’autres patients développent une quadriplégie sévere et une paralysie spastique bulbaire
(Singer et al., 2007).

Le diagnostic de la SLP inclut une imagerie cérébrale sans anormalité structurale, a
I’exception de I’atrophie du gyrus précentral (Pringle et al., 1992; Singer et al., 2007). Une atrophie
de la substance blanche sous-jacente ainsi qu’une réduction de I’épaisseur du cortex moteur sont
¢galement identifiées (Butman & Floeter, 2007; Pringle et al., 1992). Une diminution de la quantité
de N-acétylaspartate est observée (Chan et al., 2003; Zhai et al., 2003). La dégénérescence du TCS
est détectée et semble plus restreinte que celle observée chez les patients atteints de SLA (Ulug et
al., 2004). De plus, une diminution de ’excitabilité du cortex moteur est observée contrairement
aux patients SLA (Geevasinga, Menon, Sue, et al., 2015; Zhai et al., 2003).

Peu d’analyses post-mortem ont ét¢ effectuées chez les patients atteints de SLP. Ces
autopsies ont permis d’identifier des caractéristiques communes a tous les patients: une
dégénérescence du TCS, une diminution ou une absence de NMCS et une atrophie du gyrus
précentral. Cependant, la plupart de ces analyses ont décrit des cas de SLP compliqués, pouvant
présenter une atrophie fronto-temporale, étre associés a des démences et présentant des corps de
Bunina ou des inclusions ubiquitinylées (Singer et al., 2007). Malgré tout, ces rapports d’autopsies,
bien que peu nombreux, révelent la complexité et I’étendue du spectre des symptomes et des
altérations pathologiques sous-jacents des patients diagnostiqués comme ayant une atteinte des
NMCS. IIs suggerent également que la SLP pourrait étre une variante de la SLA, puisqu’une

atteinte des MnBS est souvent observée lors de I’autopsie (D’amico et al., 2013) et que certaines
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mutations, telles que celle du gene alsine (ALS2), ont été identifiées dans ces deux pathologies

(Renton et al., 2014; Saberi et al., 2015; Swinnen & Robberecht, 2014; Yang et al., 2001).

4.2.3 Paraplégie Spastique Héréditaire

La PSH désigne un ensemble de maladies neurodégénératives héréditaires, génétiquement
hétérogeénes, caractérisées par une spasticité progressive et une faiblesse restreintes aux membres
inférieurs, causée par la dégénérescence progressive des NMCS (pour revue, voir (Fink, 2013;
Harding, 1993)).

Il n’existe actuellement aucun traitement curatif, mais plusieurs médicaments sont
disponibles pour atténuer certains des symptomes, tels que la spasticité (Fink, 2013). La PSH peut
débuter entre I’enfance et 70 ans et étre héritée de fagon autosomique dominante, autosomique
récessive ou via le chromosome X. Elle est traditionnellement divisée en PSH « pure », caractérisée
par une atteinte neurologique limitée a la faiblesse spastique des extrémités inférieures, et PSH
« compliquée » lorsque d’autres caractéristiques neurologiques (telles que la démence, I’ataxie) sont
¢galement observées (Fink, 2013), en plus de la paraplégie spastique (Tableau 1).

L hétérogénéité clinique de la PSH est liée a I’hétérogénéité génétique observée avec
environ 70 genes identifiés a ce jour. Environ 40% des PSH autosomiques dominantes sont dues a
des mutations du gene SPG4, codant pour la spastine, une protéine possédant des propriétés de
désassemblage des microtubules (Blackstone, 2012). Les mutations dans le gene SPG3A4 (atlastine-
1) représentent environ 10% des PSH autosomiques dominantes et sont la deuxieéme cause de PSH
(Namekawa et al., 2006). L’atlastine-1 est une GTPase importante pour la formation du réticulum
endoplasmique (RE) tubulaire ou elle interagit également avec la spastine (Blackstone, 2012). Par
ailleurs, des mutations du gene SPGII (spatacsine) sont responsables d’environ 21% des cas
autosomiques récessifs et conduisent a une troncature de la protéine. De facon intéressante, ces
mutations sont retrouvées dans les formes juvéniles de SLA (Orlacchio et al., 2010; Stevanin et al.,
2008). Des mutations dans SPGS (strumpelline) ont également été rapportées dans la SLP. Elles
représentent environ 4% des PSH et sont héritées de facon autosomique dominante (Valdmanis et
al., 2007). D’autres genes associés a la PSH moins fréquents sont SPG42 (SLC33A41), SPG39
(PNPLAG), SPG53 (VPS37A), SPG46 (GBA2) et SPG43 (C190RF12) (Fink, 2013; Landour¢ et al.,
2013; Martin et al., 2012; Yoon et al., 2013). Les connaissances sur la base génétique de ces
maladies se développent ainsi rapidement (Dion et al., 2009; Finsterer et al., 2012) et soutiennent un
lien génétique étroit entre la PSH et d’autres maladies neurodégénératives. Une étude récente de
séquencage d’exomes des patients atteints de PSH a révélé des voies moléculaires communes avec

la SLA ainsi que la maladie d’Alzheimer et la maladie de Parkinson (Novarino et al., 2014).
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Les protéines affectées dans la PSH entrainent notamment un dysfonctionnement du
transport axonal, une perturbation de la morphologie du RE, un dysfonctionnement mitochondrial,
une perturbation du métabolisme lipidique, ainsi qu’une anomalie de la myéline (Blackstone, 2012;
Salinas et al., 2008). Certaines de ces altérations sont retrouvées dans la SLA telles que : I’altération
du transport axonal et de 1’organisation des microtubules (Al-Chalabi et al., 1999; Corrado et al.,
2011), le dysfonctionnement de la dynamique endosomale (Blackstone, 2012; Chen et al., 2012), le
dysfonctionnement mitochondrial (Blackstone, 2012; Cozzolino et al., 2008; Cozzolino & Carri,
2012), I’altération du métabolisme lipidique (Blackstone, 2012; Cutler et al., 2002; Henriques,
Kastner, et al., 2015; Palamiuc et al., 2015), et le dysfonctionnement et stress du RE (Blackstone,
2012; Matus et al., 2013) (Figure 10).

Les examens neurologiques montrent une faiblesse et une spasticité des membres
inférieurs. Une hyperréflexie et le signe de Babinski sont également observés (Fink, 2014; Harding,
1993; Hedera et al., 2005). L une des anomalies les plus fréquemment observées par imagerie par
résonnance magnétique (IRM) est ’amincissement de la moelle épini¢re cervicale et thoracique
(Hedera et al., 2005; Krabbe et al., 1997; Salinas et al., 2008). De plus, une diminution de
I’excitabilité des régions du M1 associées aux membres inférieurs est observée par stimulation
magnétique transcranienne (SMT) (Sartucci et al., 2007).

Les analyses post-mortem de patients atteints de PSH, bien que peu nombreuses, révelent
peu ou pas de perte des cellules de Betz contrairement aux patients SLA et SLP (McDermott et al.,
2000; Salinas et al., 2008; Schwarz & Liu, 1956). Elles montrent, néanmoins, une dégénérescence
axonale du TCS plus sévere aux extrémités distales des axones des NMCS projetant vers la moelle
épiniere thoracique et cervicale (Salinas et al., 2008; Schwarz & Liu, 1956). Dans certains cas, cette
dégénérescence peut s’étendre vers le pont, les pédoncules cérébraux et la capsule interne
(McDermott et al., 2000; Schwarz & Liu, 1956). Du fait, d’une atteinte plus importante de la partie
distale des longs axones du TCS, il a été suggéré que la perte des cellules de Betz parfois observée
résulterait d’une atteinte initiale a ’extrémité synaptique, se dirigeant ensuite vers le corps cellulaire
selon un mécanisme de dégénérescence wallérienne (DeLuca et al., 2004; McDermott et al., 2000;

Salinas et al., 2008; Schwarz & Liu, 1956).

Ainsi, I’hétérogénéité génétique de la PSH, les diverses fonctions des protéines impliquées
et les données cliniques et histopathologiques semblent indiquer que les axones du TCS (et les
axones des colonnes dorsales, dans une moindre mesure) sont les plus touchés et sont plus

vulnérables a une variété d’altérations métaboliques.
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Altération du métabolisme lipidique
SLA : PIG-B, PLA2G12, OSBPLI11
PSH : SPG2, SPGS5, SPG39

Dysfonctionnement et stress du RE
SLA : SOD1, TDP-43, FUS, C9ORF72 Dysfonctionnement des endosomes

PSH : SPG3A4. SPG4. SPG42 SLA :ALS2, FIG4, SPG]I, CHMP2B
PSH : SPG4, SPGS, SPG11, SPGS53

Altérations du transport axonal et
de I’organisation des microtubules

Dysfonctionnement mitochondrial SLA : SODI, TDP-43
SLA : SODI1, TDP-43, FUS PSH : SPG4, SPG10
PSH : SPG7

Figure 10. Voies pathologiques communes entre la SLA et la PSH.

La SLA et la PSH présentent une altération de fonctions cellulaires communes en réponse a des mutations
génétiques. Ici est illustré, les principales altérations communes retrouvées entre ces deux maladies avec une
liste non-exhaustive de génes impliqués dans chacune d’entre elles. Il apparait que le géne SPGI11
(spatacsine) est commun aux deux maladies (adaptée de (Blackstone, 2012)).
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Dans I’ensemble, bien que ces trois maladies puissent avoir des étiologies différentes, elles
conduisent a une paralysie progressive et a un handicap moteur plus ou moins prononcé. Au niveau
clinique, elles se caractérisent, toutes trois par une dégénérescence du TCS et des NMCS due a un
dysfonctionnement de processus cellulaires plus ou moins connus. Malgré 1’hétérogénéité de ces
maladies, de nombreuses fonctions cellulaires altérées semblent communes au moins a deux de ces
pathologies, la SLA et la PSH. Au niveau génétique, certaines mutations sont communes entre SLA
et PSH, telles que celles affectant le géne SPG11 (Spatacsine), ou entre SLA et SLP, telle ALS?
(Mitsumoto et al., 2015; Orlacchio et al., 2010; Yang et al., 2001).

Ainsi bien que ces pathologies se distinguent, les études histopathologiques, cliniques et
génétiques mettent en évidence des similarités qui laissent envisager 1’existence de facteurs causaux
communs a ces maladies neurodégénératives. Par conséquent, 1’avancée des recherches dans le
cadre de la SLA, notamment au niveau clinique, génétique, mais ¢galement concernant les
mécanismes impliqués dans la physiopathologie de la maladie ainsi que le développement
d’approches thérapeutiques, présentées dans la partie suivante, pourrait fournir de précieuses

données pour les deux pathologies citées ci-dessus.
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Chapitre III Sclérose Latérale Amyotrophique

Ce travail de theése a porté sur la SLA qui est la MND la plus fréquente. Cette pathologie
invalidante et fatale constitue la troisiéme maladie neurodégénérative de 1’adulte apres les maladies
d’Alzheimer et de Parkinson (Renton et al., 2014). En France, la SLA est plus connue sous le nom
de maladie de Charcot, en référence au neurologue francais Jean-Martin CHARCOT (1825-1893)
qui I’a pour la premiere fois décrite en 1869. Son nom « sclérose latérale amyotrophique » reflete,
comme il a été décrit auparavant, la dégénérescence des NMCS et de leurs axones descendants dans
la colonne latérale de la moelle épinicre (sclérose latérale) et la dégénérescence des MnBS de la
corne antérieure de la moelle épiniere avec dénervation et atrophie musculaire (amyotrophique)
(Rowland & Shneider, 2001). Aux Etats-Unis, la SLA est connue sous le nom de maladie de Lou

Gehrig, en référence au grand joueur de baseball qui a développé la maladie dans les années 1930.

1. Aspects Cliniques

1.1 Description clinique

Comme évoqué précédemment, la SLA se définit cliniquement par I’atteinte combinée des
NMCS et des MnBS. De ce fait, les examens neurologiques révelent une atteinte des NMCS, ou
syndrome pyramidal, qui se traduit par des mouvements lents, une spasticité, une hyperréflexie et le
signe de Babinski, ainsi qu’une atteinte des MnBS qui se traduit par des fasciculations avec une
faiblesse et une atrophie musculaire conduisant a une paralysie progressive suivie d’une
insuffisance respiratoire engageant le pronostic vital (cf. Figure 9) (pour revue voir (Eisen, 2009)).
L’age d’apparition de la maladie se situe généralement entre 50 et 60 ans avec un déces survenant 3
a 5 ans apres le diagnostic (Kiernan et al., 2011).

La SLA débute le plus souvent par des crampes et des faiblesses musculaires
caractéristiques d’un déficit moteur lié a une atrophie des muscles des membres ou bulbaires,
habituellement de facon asymétrique et focalisée. La majorité des patients atteints de SLA (60-65%)
présente une forme spinale de la maladie, avec une atteinte initiale des membres supérieurs ou
inférieurs. La maladie se propage aux autres membres et évolue vers une paralysie généralisée a
presque tous les muscles squelettiques. La forme bulbaire correspond quant a elle a une atteinte
initiale des muscles du cou et de la face. Les patients SLA présentent €également une perte de poids
négativement corrélée a la survie (Marin et al., 2011; Paganoni et al., 2011) et associée a un
hypermétabolisme énergétique (Bouteloup et al., 2009; Dupuis et al., 2011). D’autre part, des
anomalies cognitives et comportementales peuvent étre observées chez certains patients. En effet,
15% des patients atteints de SLA développent a terme une démence fronto-temporale (DFT) (Ling
et al., 2013; Lomen-Hoerth et al., 2002) et plus de 50% des patients présentent des altérations
comportementales et cognitives telles qu’une apathie, perte d’empathie ou désinhibition, associées a

une atteinte des fonctions exécutives et du langage (Snowden et al., 2013).
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1.2 Epidémiologie

Bien que la SLA soit la troisieme maladie neurodégénérative en termes de fréquence, elle
demeure relativement rare a 1’échelle de la population. Son incidence est stable dans les pays
d’Europe occidentale et d’Amérique du Nord, avec environ 2 nouveaux cas pour 100 000 habitants
par an (Couratier et al., 2016). L’incidence de la SLA augmente avec 1’age, avec un pic observé
entre 50 et 60 ans (Couratier et al., 2016; Logroscino et al., 2008). La plupart des ¢études
épidémiologiques sont en faveur d’une Ilégére prédominance masculine avec un ratio
homme/femme de 1’ordre de 1,5/1 (Logroscino et al., 2008, 2010; van Es et al.,, 2017). La
prévalence relativement faible, qui se situe aux alentours de 4,6 cas pour 100 000 habitants, est le
reflet de la 1étalité rapide de la maladie (Joensen, 2012; Logroscino et al., 2010; van Es et al., 2017).

Bien que la SLA ne semble pas €tre associée a une ethnie particuliere, un taux d’incidence
particulierement élevé d’une forme de SLA, associée a la démence et au parkinsonisme, a été
décrite dans I’ile de Guam, la Nouvelle-Guinée et la péninsule de Kii au Japon. La découverte de
ces groupes ethniques a conduit a s’interroger sur le role possible d’une exposition a des facteurs
environnementaux dans le développement de la maladie. La consommation alimentaire de fortes
concentrations d’une neurotoxine analogue du glutamate (L-Bf-méthylaminoalanine), par ces
populations indigénes serait a 1’origine de ces cas atypiques de SLA (Spencer et al., 1987). Enfin,
une quantité croissante de données suggere que 1’environnement (neurotoxines, pesticides) pourrait

jouer un role dans le développement de la SLA (Spencer et al., 1987; Zufiria et al., 2016).

1.3 Génétique de la SLA

La SLA est traditionnellement répartie en deux catégories: sporadique (SLAs)
représentant 90% des cas, et familiale (SLAf) représentant 10% des cas. La SLAs touche des
patients sans liens génétiques apparents et sans antécédents familiaux. La SLAf est généralement
héritée de manic¢re autosomale dominante et est causée par des mutations dans différents geénes
(Andersen & Al-Chalabi, 2011). Si les formes de SLAs et SLAf sont cliniquement similaires, elles
different d’un point de vue épidémiologique. Les cas de SLAf se déclarent généralement plus
précocement, aux alentours de 40 ans (Kiernan et al., 2011), leur progression est généralement plus
rapide et le ratio H/F est de 1/1 (Battistini et al., 2005; Hand & Rouleau, 2002; Wijesekera & Leigh,
2009).

Au cours des deux dernieres décennies, des preuves concernant la contribution de la
génétique dans le développement de la SLA se sont accumulées. Une étiologie génétique a été
identifiée dans 10 a 20% des patients diagnostiqués avec une SLAs et 60% des patients SLAf
(Andersen & Al-Chalabi, 2011; van Es et al., 2017) (Figure 11).
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Figure 11. Découverte des principales mutations géniques dans la SLA familiale et sporadique

A. Le graphique indique 1’ordre de découverte des mutations génétiques les plus décrites dans la SLA
(SOD1, TARDBP, FUS, C90ORF72) ainsi que le pourcentage des cas de SLA (familiale et sporadique)
expliqués pour chacune d’entre elles.
B. Les graphiques montrent qu’environ 60% des cas de SLA familiaux sont expliqués par ces génes alors
que seulement 20% pour les cas de SLA sporadiques (adaptée de Renton, 2014).
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Il existe des genes causaux qui conduisent fréquemment a une hérédité autosomique dominante sous
forme pure ou associ¢e a d’autres syndromes neurodégénératifs (10% des cas) (Millecamps et al.,
2012; Mok et al., 2012). D’autre part, il existe des genes de prédisposition qui sont associ€s a un
risque accru de développer une forme sporadique de la maladie. La plupart des genes causatifs et de
susceptibilité¢ sont impliqués dans certaines fonctions cellulaires particulieres, tel que notamment le
traitement de I’ADN et ’ARN, le transport des vésicules, le stress oxydatif et le métabolisme
cellulaire (pour revues, voir (Ghasemi & Brown, 2017; Zufiria et al., 2016)). Dans cette partie ne
seront développés que les genes causatifs majeurs impliqués dans les formes de SLAf dans I’ordre de

découverte. Le tableau 2 regroupe les principales mutations liées a la SLAT.

1.3.1 Superoxyde Dismutase cytosolique a Cuivre et Zinc (SOD1)

En 1993, le premier gene identifié comme étant impliqué dans une forme familiale de SLA
fut découvert par Rosen et son équipe (Figure 11). Il s’agit du géne codant pour I’enzyme
superoxyde dismutase cytosolique a cuivre et zinc (SOD1) (Rosen et al., 1993). Cette enzyme,
composée de 153 acides aminés, est impliquée dans la détoxification cellulaire. Sa principale
fonction est de convertir les radicaux libres superoxyde (un produit toxique provenant de la
phosphorylation oxydative mitochondriale) en dioxygene et peroxyde d’hydrogene (Figure 11). Cette
enzyme ubiquitaire est particulicrement abondante dans le systéme nerveux central (SNC),
puisqu’elle constitue environ 1% des protéines cérébrales.

Les mutations du géne SODI sont a I’origine d’environ 20% des formes familiales de la
maladie et de 1 a 3% des cas sporadiques de SLA (Gamez et al., 2006; Rosen et al., 1993). Plus de
150 mutations différentes ont été identifiées, dont certaines affectent le site actif et d’autres sa
structure (Andersen & Al-Chalabi, 2011) (Figure 12A). Les mécanismes par lesquels les mutations
de SODI conduisent a la SLA ne sont pas encore clairement identifiés, mais un mécanisme de gain
de fonction est favorisé (Figure 12B). En effet, les souris déficientes en SODI ne présentent pas de
dégénérescence des MnS (Reaume et al., 1996), alors que les souris surexprimant un mutant de
SODI dépourvu d’activité dismutase développent une dégénérescence des MnS (Gurney et al.,
1994). La plupart des mutations sur ce gene sont des mutations faux-sens, mais des délétions et des
insertions ont également ét¢ rapportées. La plupart des mutations sont autosomiques dominantes, a
I’exception de quelques-unes transmises de fagcon récessive telles que la mutation D90A (Robberecht
et al., 1996). De plus, une hétérogénéité phénotypique considérable est observée entre les différentes
mutations du géne SOD/. La mutation A4V, qui est la variante la plus fréquente, donne lieu a une
forme agressive de SLA qui conduit habituellement a la mort dans 1’année qui suit I’apparition des
symptomes (Cudkowicz et al., 1997). En revanche, la mutation homozygote D90A est associée a une

forme moins agressive, qui peut progresser sur une dizaine d’années (Andersen et al., 1996).

Christine MARQUES 52



Chapitre III Sclérose Latérale Amyotrophique

Tableau 2. Principaux genes impliqués dans les cas de SLA familiale

Locus Geéne Protéine Transmission  Fonction protéique
21q22.1 SOD1 Superoxide AD Détoxification cellulaire
dismutase

9p21 CY9ORF72 _ AD Liaison a I’ARN

16pll FUS FUS AR Meétabolisme de I’ARN

1p36 TARDBP TDP-43 AD Meétabolisme de I’ARN

20ql13 VAPB VAPB AD Trafic vésiculaire

10p13 OPTN Optineurine AR/AD Trafic vésiculaire

2pl3 DCINI Dynactine AD Transport axonal

14ql1.1 ANG Angiogénine AD Angiogénese

12q23-q24.1 ATXN2 Ataxine 2 - Traduction ARN

Xpll.21 UBQLN?2 Ubiquitine 2 XD Protéasome

3pl2.1 CHMP2B CHMP2B AD Trafic vésiculaire

17p13.3 PFN1 Profiline 1 AD Cytosquelette

5q35 SOSTM1 Sequestrosome 1 AD Autophagie/
ubiquitination

2q33 ALS?2 Alsine AR

AD : autosomique dominant; AR : autosomique récessif; XD : dominance liée a I’X (adapté de Taylor,
Brown and Cleveland, 2016).
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Figure 12. Enzyme superoxyde dismutase 1 dans la SLA

A. Structure tridimensionnelle de la protéine SOD1 présentant la localisation de certaines mutations SOD/
retrouvées dans 20% des cas de SLA, dont le point de mutation G85R retrouvé chez I’homme correspondant
a la mutation G86R chez la souris. B. Représentation de la réaction enzymatique physiologique de la SODI1,
responsable de la conversion du superoxyde en oxygéne et peroxyde d’hydrogéne (en noir). Les mutations de
I’enzyme conduiraient a un gain de fonction de la SOD1 conduisant a la formation de radicaux libres OHe
(activité peroxydase) et de peroxynitrite (ONOO®) qui conduisent a la nitration des résidus tyrosine des
protéines (en vert) (adaptée de Barber and Shaw, 2010).
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1.3.2 TAR DNA-Binding Protein-43 (TDP-43)

Les mutations dans le géne TAR DNA Binding Protein (TARDBP) sont responsables
d’environ 3% des cas de SLAT, 1,5% des cas de SLAs et de rares cas de DFT. A ce jour, plus de 40
mutations ont été identifiées et la grande majorité sont des mutations faux-sens situées dans la partie
C-terminale (Kabashi et al., 2008; Lattante et al., 2013) (Figure 11). La protéine TDP-43
(TARDBP-43), est une protéine nucléaire exprimée de facon ubiquitaire et hautement conservée,
ayant diverses fonctions dans le métabolisme de I’ARN, y compris la transcription, I’épissage et le
transport de I’ARNm (Lee et al., 2015). En 2006, Neumann et ses collégues ont découvert que la
forme phosphorylée de cette protéine TDP-43 est la composante majeure des agrégats protéiques
cytoplasmiques retrouvés dans le cerveau et la moelle épini¢re des patients SLA (Neumann et al.,
2006), qu’il s’agisse de cas sporadiques ou familiaux, a I’exception des patients présentant des
mutations sur les genes SODI ou FUS (fused in sarcoma) ou une protéinopathie SOD1 ou FUS

semblerait prédominante (Farrawell et al., 2015; Rademakers et al., 2010).

1.3.3 Fused in Sarcoma (FUS)

Peu de temps apres la découverte des mutations 7TARDBP dans la SLA, des mutations du
gene FUS, codant pour la protéine du méme nom ont été¢ identifiées (Kwiatkowski et al., 2009;
Vance et al., 2009). Plus de 50 mutations du gene FUS ont maintenant été décrites dans la SLA et
sont responsables d’environ 5% de SLAf, moins de 1% de SLAs et de rares cas de DFT
(Kwiatkowski et al., 2009; Lattante et al., 2013; Vance et al., 2009) (Figure 11). La protéine FUS
est principalement nucléaire, capable de lier ’ADN et ’ARN, et qui partage des homologies
fonctionnelles avec la protéine TDP-43. En effet, elle est également impliquée dans plusieurs étapes
du métabolisme de I’ARN, telles que la transcription et I’épissage (Lagier-Tourenne et al., 2012).
La protéine FUS est également le composant majeur des granules de stress cytoplasmiques qui sont
des agrégats cytoplasmiques contenant un complexe de protéines (protéines de liaison a ’ARN par
exemple) et d’ARNm. Ces granules se forment en réponse a un stress afin de réguler I’expression
de genes en stockant les ARNm (Li et al., 2013).

Les mutations du gene FUS affectent pour la plupart le signal de localisation nucléaire de
la protéine, conduisant a la rétention de la protéine FUS dans le cytoplasme et une augmentation de
la formation des granules de stress (Aulas & Vande Velde, 2015). Au laboratoire, Jelena Scekic-
Zahirovic a récemment montré que cette rétention cytoplasmique de la protéine FUS tronquée
conduit a la mort des MnS, selon un mécanisme de gain de fonction toxique (Scekic-Zahirovic et
al., 2016). Ainsi, I’identification des mutations dans le gene FUS peu de temps aprés TARDBP a
ainsi souligné I’importance de 1’altération du métabolisme de I’ARN dans la mort des

motoneurones.
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1.3.4 Chromosome 9 Open Reading Frame 72 (C9ORF72)

Quelques années plus tard, en 2011, une grande expansion du motif d’hexanucléotides
G4C, a été découverte dans une région non codante du gene CY9ORF72. La présence de ces
expansions a été identifiée dans 40% des cas de SLAf, 7 % des cas de SLAs, ainsi que 25% des cas
de DFT (DeJesus-Hernandez et al., 2011; Majounie et al., 2012; Renton et al., 2011) (Figure 11). La
fonction de la protéine codée par ce géne est inconnue, tout comme le mécanisme de toxicité des
expansions répétées. Cependant, trois mécanismes pathologiques ont été proposés : 1) une haplo-
insuffisance, 2) une séquestration de protéines de liaison a I’ARN par les foci nucléaires d’ARN
produits par ces expansions, 3) une toxicité liée a la formation d’agrégats intra-cytoplasmiques
composés de dipeptides protéiques issus de la traduction de ces hexanucléotides (Koppers et al.,
2015).

Bien que d’autres génes aient été liés aux formes mendéliennes de la maladie, leur
importance €pidémiologique est presque résiduelle. Ainsi, ensemble, les 4 génes décrits ci-dessus

(SOD1, FUS, TARDBP et C9ORF72) représentent environ 60% des cas de SLAf (Figure 11).

1.4 Diversité de la SLA

La SLA est une maladie hétérogene, de par la multiplicité des génes mis en cause, mais
¢galement en raison des variations de sa présentation clinique. En effet, une variabilité
phénotypique peut étre observée en fonction du site d’apparition des atteintes motrices, de sa
répartition, de la prédominance des atteintes d’un type neuronal (NMCS ou MnBS), de I’age

d’apparition des symptomes, et de la durée de la maladie.

1.4.1 Différents sites d’apparition de la maladie
La plupart des cas de SLA (80%) débutent avec une faiblesse asymétrique et indolore dans
un des membres, caractéristique d’une forme spinale de la maladie. A I’inverse, 20% des patients
SLA présentent d’abord une faiblesse des muscles innervés par les MnB, associée a une dysarthrie
(trouble de 1’¢locution), une dysphagie (géne lors de la déglutition) et des fasciculations de la
langue, caractéristiques d’une forme bulbaire de la maladie (Swinnen & Robberecht, 2014). Ces
formes bulbaires sont associées a une progression plus rapide de la maladie et a un mauvais

pronostic par rapport aux formes spinales (Swinnen & Robberecht, 2014).

1.4.2 Variabilité de ’age de début et de la durée de la maladie
Bien que le début de la maladie se produise généralement entre 50 et 60 ans, il existe des
cas de SLA apparaissant avant 25 ans et appelés formes juvéniles de la maladie, ou apparaissant

plus tardivement vers 1’age de 80 ans (Pupillo et al., 2014).
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La survie moyenne, généralement de 3 a 5 ans, peut varier de quelques mois a une
vingtaine d’années. Les formes juvéniles de SLA se caractérisent par une progression plus lente de
la maladie tandis qu’une durée plus courte de survie est associée aux formes tardives (Pupillo et al.,
2014; Sabatelli et al., 2008). De plus, il est noté¢ que 60% des patients atteints de la SLA entre 20 et
40 ans présentent une prédominance de I’atteinte des NMCS (Pupillo et al., 2014; Sabatelli et al.,
2008). En outre, il existe de grandes différences en ce qui concerne I’age de début de la maladie et
la survie chez les patients SLA et ce, méme entre les individus d’une famille, porteurs de mutations
identiques (Penco et al., 2011; Régal et al., 2006). Cela suggere 1’existence d’autres facteurs

pouvant modifier le phénotype (Penco et al., 2011; Swinnen & Robberecht, 2014).

1.4.3 Diversité des signes cliniques observés

La présentation clinique peut différer en fonction de la prédominance de I’atteinte d’un des
NMCS et des MnBS. Lorsque les premiers signes cliniques observés sont ceux de I’atteinte des
NMCS, la SLP est diagnostiquée. Mais comme nous 1’avons vu dans le chapitre précédent, de
nombreux patients atteints de SLP viennent a développer des signes de I’atteinte des MnBS et
répondent aux critéres de diagnostic de la SLA (D’amico et al., 2013). A I’inverse, lorsque des
patients présentent des signes cliniques d’une atteinte des MnBS uniquement, la maladie
diagnostiquée est alors I’atrophie musculaire progressive. Certains de ces patients finissent par
développer des signes d’une atteinte des NMCS au cours de la progression de la maladie et
répondent alors eux aussi aux critéres de diagnostic de la SLA (Cervenakova et al., 2000).

Bien que la dégénérescence qui caractérise la SLA affecte de manic¢re prédominante le
systeme moteur, de nombreuses études ont montré qu’au moins 50% des patients présentent des
troubles cognitifs modérés, et 15 a 18% présentent les critéres diagnostics de DFT (Lillo & Hodges,
2009; Lomen-Hoerth et al., 2002; Ringholz et al., 2005). La DFT résulte de la dégénérescence des
neurones du cortex préfrontal et temporal, conduisant a des troubles cognitifs et comportementaux
ainsi qu’a des troubles du langage. A I’inverse environ 15% des patients atteints de DFT pure
évoluent également vers une atteinte des MnBS et une SLA (Burrell et al., 2011). Par ailleurs,
presque tous les cas de SLA et plus de la moitié des patients atteints de DFT présentent des
inclusions cytoplasmiques de protéines TDP-43 phosphorylées dans les neurones corticaux
(Neumann et al., 2006; van Langenhove et al., 2012). Enfin, la découverte récente de mutations du
gene CYORF72 dans la SLA et la DFT renforce le lien entre ces deux pathologies (Delesus-
Hernandez et al., 2011; Renton et al., 2011; van Langenhove et al., 2012). L’ensemble de ces
données a permis de proposer I’existence d’un continuum entre SLA et DFT, ou les deux maladies

représenteraient les deux extrémités opposées de ce continuum (Ling et al., 2013) (Figure 13).
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Figure 13. Continuum sclérose latérale amyotrophique et démence fronto-temporale

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) et la démence fronto-temporale (DFT) se situent aux extrémités
d’un continuum neurodégénératif. Les principales causes génétiques connues de ces deux maladies sont
positionnées le long de ce spectre en fonction de leur représentation dans les cas familiaux de chaque

pathologie (adaptée de (Ling et al., 2013)).
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Ainsi, la variabilit¢é phénotypique observée montre que la SLA est une maladie
neurodégénérative hétérogene et complexe. Le continuum observé entre SLA et DFT ¢largit le
spectre clinique de la SLA et la prédominance de I’atteinte des NMCS ou des MnBS chez les
patients SLA rend difficile la distinction de cette maladie avec les maladies issues de ’atteinte de
I’une ou Dl’autre de ces populations. L’établissement de critéres de diagnostic trés précis et de

méthodes d’évaluation est par conséquent primordial.

1.5 Diagnostic et méthodes d’évaluation de la SLA

En raison de la variabilité phénotypique et de la nature progressive de la SLA, le tableau
clinique peut €tre incomplet au début des symptomes et difficile a établir. L’acces a des criteres de
diagnostic bien définis, basés sur des examens cliniques et des études électrophysiologiques, est
alors nécessaire pour aider a différencier cette maladie d’autres maladies présentant des symptomes

similaires, telles que la SLP ou I’atrophie musculaire progressive.

1.5.1 Les critéres de diagnostics : critéres d’El Escorial

Les criteres El Escorial (1994) et leurs formes révisées plus récentes, les criteres d’Airlie
House (1999) et d’Awaji (2008) ont été développés pour établir le diagnostic de la SLA et le niveau
d’atteinte des patients. Ils définissent le niveau de certitude du diagnostic et permettent de
standardiser les essais cliniques et les études menées sur la SLA.

Le diagnostic de la SLA nécessite 1) I’atteinte conjointe des NMCS et des MnBS, 2) une
progression de la maladie, et ce 3) en 1’absence de preuve d’une autre maladie qui pourrait
expliquer ces signes. Selon la présence des signes de I’atteinte des NMCS et MnBS et leur
répartition dans quatre régions (bulbaire, membre supérieur, thoracique, membre inférieur), les
critéres classent les patients dans différents degrés de certitude diagnostique : possible, probable
avec confirmation de laboratoire, probable et définitif (Brooks, 1994; Brooks et al., 2000; Mitchell,

2000). Ces criteres sont présentés dans le Tableau 3.

1.5.2 Principales méthodes d’évaluation du diagnostic
En raison de 1’absence de biomarqueurs spécifiques de maladie (pour revue voir, (Turner et
al., 2009)), les criteres de diagnostic clinique sont renforcés par une série de tests cliniques, incluant
des études ¢lectrophysiologiques et de neuroimagerie pour évaluer des caractéristiques
physiologiques permettant de différencier la SLA d’autres maladies et de suivre son évolution

(Brooks et al., 2000).

1.5.2.1 Etudes électrophysiologiques
L’atteinte des MnBS est ¢évaluée par des ¢études de conduction nerveuse et

d’¢lectromyographie.

Christine MARQUES 59



Chapitre III Sclérose Latérale Amyotrophique

Tableau 3. Les quatre niveaux de certitude diagnostique de la SLLA suivant les critéres révisés
d’El Escorial

Niveau de certitude

) . Criteres diagnostiques
du diagnostic g 1

SLA définie Signes d’atteinte des NMCS et des MnBS dans trois régions

Signes d’atteinte des NMCS et des MnBS dans au moins deux régions, certains
signes d’atteinte des NMCS étant situés au-dessus des signes d’atteinte des
MnBS.

SLA cliniquement
probable

Signes d’atteinte des NMCS et des MnBS dans une seule région,
ou signes d’atteinte des NMCS dans une région et signes d’atteinte des MnBS
dans au moins deux régions (d’apres électromyographie).

SLA probable sur des
critéres paracliniques

Signes d’atteinte des NMCS et des MnBS dans une seule région,

ou signes d’atteinte des NMCS dans au moins deux régions,

ou signes d’atteinte des MnBS dans un territoire et signes sous-jacents d’atteinte
des NMCS.

SLA possible

NMCS : neurones moteurs cortico-spinaux; MnBS : motoneurones bulbaires et spinaux (adapté de (Brooks
et al., 2000)).

Christine MARQUES 60



Chapitre III Sclérose Latérale Amyotrophique

Les ¢études de conduction nerveuse sont cruciales, car elles permettent d’exclure d’autres
maladies touchant les nerfs périphériques, les INM et les muscles, qui peuvent imiter le phénotype
de la SLA (Brooks et al., 2000; Joyce & Carter, 2013). Ces ¢tudes révelent une réduction de
I’amplitude des potentiels d’action musculaires composés et un léger ralentissement de la vitesse de
conduction motrice chez les patients SLA, signes d’une perte axonale des MnBS. Ces potentiels
correspondent a la sommation des activités é€lectriques produites par toutes les unités motrices
activées de facon synchrone lors d’une stimulation nerveuse (Daube, 2000; Joyce & Carter, 2013).

L’¢lectromyographie (EMG) permet de rendre compte du dysfonctionnement des MnBS
avec : la présence de potentiels de fibrillations et de fasciculations, une réduction du recrutement
des unités motrices avec une fréquence de décharge rapide des unités motrices restantes ainsi que
des potentiels d’unités motrices de longue durée et de grande amplitude (Joyce & Carter, 2013;
Krarup, 2011; Sorenson, 2012).

L’estimation du nombre d’unités motrices (MUNE) fournit quant a elle des informations
quantitatives sur le nombre d’axones innervant un muscle et permet d’évaluer la perte progressive

des axones des motoneurones au cours de la pathologie (Bromberg & Brownell, 2008).

L’¢évaluation de I’atteinte des NMCS se fait par SMT (Menon, Geevasinga, et al., 2015;
Vucic & Kiernan, 2008). La SMT est basée sur ’application d’une impulsion magnétique sur la
boite cranienne, afin d’induire un courant électrique se propageant dans le cortex cérébral, le long
des axones des NMCS et des MnBS. Selon la région cérébrale stimulée, une réponse peut étre
enregistrée dans les muscles des membres supérieurs ou inférieurs. La SMT permet de mesurer
plusieurs parameétres dont le potentiel évoqué moteur (PEM, activité €électrique musculaire mesurée
en réponse a une stimulation corticale), le seuil d’excitabilit¢ du cortex moteur, le temps de
conduction moteur central (durée entre la stimulation corticale et la génération d’un potentiel
d’action par les MnBS) et la période de silence cortical (évaluation de I’inhibition intracorticale).

L’atteinte des NMCS se caractérise d’un point de vue électrophysiologique par de faibles
taux de décharge des potentiels d’unités motrices lors d’un effort intense et plus de 30%
d’augmentation du temps de conduction moteur central signe d’une perte de fibres myélinisées
(Brooks et al., 2000). Des études de SMT ont montré un temps de conduction central prolongé
(Floyd et al., 2009; Urban et al., 1998) et une augmentation de I’amplitude des PEM chez les
patients souffrant de SLA (Menon, Kiernan, et al., 2015; Vucic et al., 2008). En outre, il a été
observé une réduction du seuil de stimulation cortical au début de la maladie (Menon, Kiernan, et
al., 2015; Mills & Nithi, 1997; Urban et al., 1998) et une réduction des périodes de silence cortical,

signes potentiels d’une hyperexcitabilité corticale (Menon, Kiernan, et al., 2015; Vucic et al., 2008).
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Il est intéressant de noter que des ¢tudes ont mis en évidence une hyperexcitabilité corticale chez
des patients porteurs asymptomatiques de mutations SOD1, FUS et C9ORF72 (Blair et al., 2010;
Geevasinga, Menon, Nicholson, et al., 2015; Menon, Kiernan, et al., 2015; Vucic et al., 2008; Vucic
& Kiernan, 2006). De plus, a D’apparition des symptomes, ces patients présentent une
hyperexcitabilité corticale semblable a celle observée chez les patients SLAs (Vucic et al., 2008). 11
est donc possible que les cas sporadiques de SLA présentent également une hyperexcitabilité
corticale présymptomatique. Ainsi la SMT permet de renseigner sur ’intégrité¢ fonctionnelle de la
population de NMCS (Vucic & Kiernan, 2008), et est proposée comme outil de diagnostic de la
maladie (Vucic et al., 2013).

1.5.2.2 Etudes de neuro-imagerie

L’utilisation de la neuro-imagerie pour le diagnostic de la SLA a pour but de rechercher les
signes typiques de la SLA et d’exclure les 1ésions structurales (par exemple, une tumeur spinale)
pouvant mimer le phénotype de la SLA, notamment dans les cas de SLA diagnostiqués probables
ou possibles (Brooks et al., 2000). L’IRM cérébrale et médullaire peut €tre utilisée pour révéler des
Iésions dans le TCS, qui apparaissent au niveau du cerveau, du tronc cérébral et de la moelle
épiniere (Abe et al., 1997; Thorpe et al., 1996; Waragai, 1997). L’analyse par IRM de 1’épaisseur
corticale a révélé un amincissement progressif du cortex moteur et une perte progressive du volume
de la substance grise du gyrus précentral lors du suivi de patients SLA (Agosta et al., 2012; Kwan et
al., 2012). En outre, ces analyses ont également indiqué que cet amincissement peut étre également
observé dans les lobes du cerveau frontal et temporal dans les formes agressives de la maladie

(Agosta et al., 2012; Mezzapesa et al., 2013; Verstraete et al., 2012).

Ainsi, en I’absence de biomarqueur de la maladie, les criteres établis permettent de clarifier
le cadre clinique de la SLA et le diagnostic de la maladie. L’établissement du diagnostic reste
néanmoins difficile du fait de la grande hétérogénéit¢ de la présentation clinique de la SLA,
notamment au début de la maladie. Il est cependant primordial de pouvoir reconnaitre les premiers
signes de la maladie et de la distinguer d’autres affections neurologiques pouvant mimer son
phénotype, afin de pouvoir prendre en charge les patients SLA de maniére adaptée. Il est donc
important de poursuivre les recherches vers de nouveaux outils de diagnostic et des biomarqueurs

afin de permettre un diagnostic plus précoce et certain de la maladie.

1.6 Approches thérapeutiques de la SLA

Malheureusement, a ce jour, aucun traitement curatif n’existe pour la SLA. L’un des
principaux obstacles au développement de nouvelles thérapies est que la quasi-totalité des

molécules prometteuses en préclinique se révelent inefficaces dans les essais cliniques. De plus,
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I’absence de marqueurs précoces et/ou spécifiques a la maladie rend difficile I’interprétation des
résultats des études cliniques.

Ainsi, malgré un grand nombre de molécules testées, seules deux molécules sont
actuellement autorisées dans le traitement de la SLA : le Riluzole et I’Edaravone. Le Riluzole est un
agent neuroprotecteur qui agit en inhibant les canaux sodiques voltage-dépendants (Zona et al.,
1998) et la libération du glutamate (Wang, Wang, et al., 2004), et en favorisant sa recapture par les
astrocytes (Fumagalli et al., 2008). Cette diminution de la concentration extracellulaire de glutamate
par le Riluzole permettrait de réduire I’excitotoxicité¢ glutamatergique. L’effet du Riluzole reste
malheureusement trés modéré, avec un allongement de la survie des patients de 2 a 3 mois
(Bensimon et al., 1994; Lacomblez et al., 1996; Riviere et al., 1998). Treés récemment, 1’Edaravone,
un agent antioxydant puissant et capteur de radicaux libres, a été approuvé comme nouvelle option
thérapeutique pour la SLA au Japon, en Corée du Sud, et aux Etats-Unis. Un essai clinique de
phase 3 a révélé que I’Edaravone permet de réduire le déclin fonctionnel des patients de 33% sur 6
mois (Sawada, 2017).

La thérapie génique est une approche thérapeutique prometteuse pour la SLA. Elle permet
de délivrer spécifiquement des molécules d’intérét thérapeutique aux neurones atteints. En
particuliére, une approche de blocage de I’expression de SOD1, a ’aide de petits ARN interférents
(ARNI) s’est révelée efficace et tres prometteuse (Ralph et al., 2005). Une récente étude de phase I
a montré une bonne tolérance des oligonucléotides anti-sens dirigés contre le géne SODI chez des
patients présentant cette mutation (Miller et al., 2013). Cela donne 1’espoir que de telles stratégies
thérapeutiques, bien que tres ciblées et applicables uniquement a un faible pourcentage de patients
porteurs de mutations identifiées, seraient réalisables dans le traitement de la SLA.

Une autre approche envisagée est I'utilisation de cellules souches, qui ont la capacité de se
différencier en neurones et cellules gliales. Des essais cliniques basés sur la transplantation de
cellules souches humaines dans la moelle épini¢re de patients SLA ont été initiés (Feldman et al.,
2014).

Enfin, la SLA reste une maladie incurable, de ce fait les traitements médicamenteux
symptomatiques sont essentiels pour améliorer la qualité de vie des patients, en ciblant autant que
possible les troubles li¢s a la pathologie tels que la douleur, les troubles du sommeil, la spasticité,
les problémes salivaires, la dépression ou encore les troubles digestifs (Ng et al., 2017). Néanmoins,
les études associées aux mécanismes responsables de la dégénérescence des neurones moteurs dans
la SLA ne cessent d’augmenter, ouvrant de nouvelles perspectives de traitements (Mathis et al.,
2017).

Dans ’ensemble, la SLA est une maladie hétérogene ce qui rend difficile son diagnostic.

Les criteres consensuels établis ont permis une avancée majeure pour définir le cadre clinique de la
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SLA et établir un diagnostic, basé sur des examens cliniques et des études électrophysiologiques et
de neuro-imagerie. Parmi ces études, il apparait que la SMT et ’IRM permettent d’évaluer I’atteinte
des NMCS et du TCS dans la pathologie. Une hyperexcitabilité corticale (détectée par SMT), un
amincissement cortical (détecté par IRM) et une atteinte du TCS (détectée par SMT et IRM)
constituent de bons marqueurs de I’implication de cette population neuronale dans la SLA. Enfin, la
SLA reste a ce jour une maladie incurable. Il est donc primordial de poursuivre les recherches et

d’identifier les mécanismes pathologiques clés de la maladie.

2. Caractéristiques histopathologiques de la SLA

Outre la dégénérescence des NMCS et des MnBS, la SLA se caractérise également par une
gliose réactionnelle, la présence d’inclusions intra-cytoplasmiques dans les neurones et les glies,
ainsi que d’une atrophie musculaire (pour revue, voir (Ince & Wharton, 2007)).

L’atteinte des cellules de Betz (sous-population des NMCS) se traduit par une perte des
corps cellulaires, une diminution du nombre d’épines dendritiques, une dégénérescence axonale et
une perte de la myéline (Hammer et al., 1979; Mochizuki et al., 1995; Nihei et al., 1993; Sasaki &
Iwata, 2000). L’atteinte des MnBS se traduit également par une atrophie et une perte des corps
cellulaires ; il existe cependant des variations selon les segments spinaux analysés (Ince & Wharton,
2007).

De plus, les neurones et les glies présentent une accumulation de dépots arrondis ou
filiformes de protéines agrégées appelés inclusions (Nihei et al., 1993). Ces inclusions peuvent étre
le résultat d’un mauvais repliement protéique di a des mutations, des dommages protéiques tels que
I’oxydation ou I’accumulation de protéines présentes en grande quantité. Parmi ces inclusions on
retrouve des corps de Bunina et des inclusions ubiquitinylées (Leigh et al., 1988). Chez de
nombreux patients atteints de SLA, il a ét¢é montré que ces inclusions ubiquitinylées se composent
majoritairement de protéines TDP-43 ubiquitinylées et phosphorylées (Neumann et al., 2006). On
observe également des boursouflures des axones, ainsi que 1’accumulation intra-cytoplasmique de
neurofilaments phosphorylés, des anomalies mitochondriales et une fragmentation de 1’appareil de
golgi (Ince & Wharton, 2007; Strong et al., 2005).

D’autres caractéristiques pathologiques sont associées a des genes spécifiques. Par
exemple, les cas de SLA causés par les expansions répétées d’hexanucléotides dans le gene
C90ORF72 montrent des foci d’ARN intra-nucléaires (DelJesus-Hernandez et al., 2011) et des
inclusions cytoplasmiques neuronales contenant la protéine séquestosome-1 (codées par le gene
SOSTM1), distinctes des inclusions de TDP-43 qui sont également présentes chez ces individus (Al-
Sarraj et al., 2011). Les cas de SLA porteurs de mutations sur les génes SODI ou FUS présentent
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des inclusions de protéines SOD1 ou FUS anormales, respectivement, et non de TDP-43 (Farrawell
et al., 2015; Rademakers et al., 2010).
Une activation et une prolifération de cellules non neuronales, astrocytes et microglies sont

¢galement fréquentes dans la SLA (Hammer et al., 1979; Ince & Wharton, 2007; Nagy et al., 1994).

Néanmoins, les données histopathologiques, qui proviennent de tissus post-mortem de
patients SLA au stade terminal de la maladie, ne permettent pas de comprendre comment et
pourquoi les NMCS et les MnBS sont altérés a chaque stade clinique, depuis ’apparition des
symptomes jusqu’au déces. Aussi, 1’établissement de modeles animaux de SLA s’est avéré
indispensable pour avoir acces a ces stades plus précoces et mieux comprendre les mécanismes

physiopathologiques de la SLA.

3. Modéles animaux

La découverte de genes impliqués dans la SLA a conduit au développement de nombreux
modeles animaux. Ces modeles récapitulent certains aspects de la maladie et sont utilisés pour
améliorer notre connaissance sur les mécanismes physiopathologiques de cette pathologie et pour

tester et mettre au point des molécules a potentiel thérapeutique.

3.1 Modéles murins SOD1

La génération des premiers modeles animaux de SLA est venue de la découverte, en 1993,
par Rosen et collaborateurs des mutations du gene SODI associées a la maladie (Rosen et al.,
1993). A ce jour, plusieurs modéles de rongeurs, principalement murins, exprimant une forme
mutée du gene SODI ont été¢ générés (Tableau 4). La plupart de ces modeles sont des souris
transgéniques qui surexpriment des formes mutées de la SOD1 humaine, mais il existe également
des modéles de rats (Howland et al., 2002). Les souris SODI°”** furent les premiéres générées
(Gurney et al., 1994) suivies par d’autres telles que SODI“*" et SOD17"%. Parallélement, un autre
modele murin surexprimant une forme mutée du geéne murin Sod/ a été généré par Ripps et

collaborateurs en 1995, les souris Sodl 86k

ou la glycine (G) en position 86 a ét¢ remplacée par
I’arginine (R). Cette mutation est équivalente a la mutation SODI® retrouvée chez certains
patients (Ripps et al., 1995). C’est sur ce modele que ces travaux de thése ont été réalisés.

Ces différents modeles murins développent de facon similaire la plupart des symptomes de
la SLA. Ces modeles different cependant au niveau de I’age d’apparition des symptomes et de la
vitesse de progression de la maladie, en fonction de 1’origine murine ou humaine du gene muté, de

la mutation, du niveau d’expression du transgéne et du fond génétique (Alexander et al., 2004;

Heiman-Patterson et al., 2011).
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Bien que les souris SODI** soient le modéle le plus utilisé, les souris Sod]***
présentent des avantages par rapport a ce dernier. Tout d’abord, ces souris portent un nombre ¢élevé
de copies du gene Sod! murin muté en position G86R et surexpriment la protéine murine SODI,
permettant d’éviter une toxicité (Ripps et al., 1995) liée a une différence inter-espece, telle qu’elle
pourrait étre observée chez des souris surexprimant le géne humain SODI. D’autre part,

. . A
contrairement aux souris SODI%

qui surexpriment une forme active de 1’enzyme, la mutation
G86R abolit I’activité¢ de I’enzyme (Ripps et al., 1995) (Tableau 4), permettant de s’affranchir d’une
toxicité liée a une augmentation de I’activité basale superoxyde dismutase.

Cette caractéristique a ¢galement comme avantage de permettre 1’utilisation de souris

R : : A
1686 , contrairement aux souris SODI1%

sauvages comme contrdle des souris Sod qui, du fait de la
surexpression d’une forme active de I’enzyme (Hayward et al., 2002), nécessitent d’utiliser un
controle surexprimant une forme sauvage de I’enzyme SODI1. En outre, il a ét¢é montré que la
surexpression de la forme sauvage humaine de I’enzyme est neurotoxique (Elroy-Stein et al., 1986)
et que les souris contrdles qui surexpriment cette forme développent une axonopathie (Dal Canto &
Gurney, 1994).

Jusqu’a I’age de 75 jours environ, les souris Sod!“**® sont présymptomatiques. Une perte
de poids est observée a partir de 75 jours (Dupuis et al., 2004). Vers 80-90 jours, elles commencent
a présenter les premiers symptomes moteurs modérés (altération de 1’extension des pattes arriere,
lorsque suspendues par la queue), ainsi qu’une altération des activités ¢électriques spontanées
caractéristique d’une dénervation (Figure 14), sans pour autant présenter de paralysie ni de perte des
MnS. Les symptomes évoluent alors rapidement vers une paralysie des pattes arriére aux alentours
de 95 jours, puis totale conduisant a la mort de I’animal entre 105 et 120 jours (Dupuis et al., 2000;
Halter et al., 2010; Ripps et al., 1995).

D’un point de vue histopathologique, les souris Sod1**

se caractérisent par une atrophie
musculaire, un démantelement des JNM et une dégénérescence des fibres myélinisées dans le nerf
sciatique (axones des MnS) (Dupuis et al., 2000; Ripps et al., 1995) (Figure 14D). Les travaux du
laboratoire (INSERM U1118) suggérent que le muscle jouerait un role important (potentiellement
initiateur) dans la pathologie et que ’atteinte musculaire précederait 1’atteinte des MnS et conduirait
a un démantelement des JNM (Dupuis et al., 2002; Jokic et al., 2006). En effet, une altération du
métabolisme ¢énergétique et une modification de D’expression de geénes ont été observées

précocement (stade présymptomatique) dans le muscle (Dupuis et al., 2003; Halter et al., 2010;

Henriques, et al., 2015; Palamiuc et al., 2015).
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Figure 14. Caractérisation du modeéle murin transgénique So

La lignée Sod19%® se caractérise par une longue phase asymptomatique durant laquelle aucun déficit moteur

évident n’est observé, de méme qu’aucune altération histologique frappante (A-B-D, 75 jours). Aux
alentours de 90 jours, les animaux développent les premiers symptomes : une perte de poids (E), une
paralysie progressive débutant au niveau des pattes arriére (B-C) conduisant au déces de ’animal vers 105
jours. A 105 jours, les anomalies histhopathologiques sont évidentes (105 jours), telles que la
dégénérescence des MnS (A et D fléches rouge), un atrophie des fibres des nerfs sciatiques (D, cercle jaune)
et une atrophie des fibres musculaires (D, fléches rouges) (adaptée de (Dupuis et al., 2000, 2004; Halter et
al., 2010)).

Christine MARQUES 68



Chapitre III Sclérose Latérale Amyotrophique

Au stade final, ces souris se caractérisent par une diminution de la taille des MnS dans la
corne ventrale de la moelle épini¢re suggérant une perte de cette population (Dupuis et al., 2000;
Halter et al., 2010; Ripps et al., 1995; Rouaux et al., 2007) (Figure 14), ainsi qu’une perte
d’interneurones calrétinine positifs, corrélés au début de la réaction astrocytaire et la présence
d’inclusions avec des neurofilament phosphorylés (Morrison et al., 1998). Cependant, avant mes
travaux de these, la dégénérescence des NMCS dans ce modele murin n’avait pas €té vérifiée.

Les différents modéles murins SODI présentent des altérations histologiques relativement
similaires. Il existe néanmoins quelques différences concernant la réaction gliale. Les modeles
SOD1°%® et SOD1%°’® présentent une réaction gliale présymptomatique contrairement aux souris
Sod1“*™® et SOD1°*** qui n’en présentent pas avant le début des symptdomes (Morrison et al., 1998).
De méme, la présence de vacuoles intra-cytoplasmiques est observée au stade présymptomatique

R
1980k et aucune vacuole

chez les souris les SODI®*® et SOD1°*** contrairement aux souris Sod
n’est observée chez les souris SODI®®® (Morrison et al., 1998). Chez les souris SODI*,
I’altération des JNM semble se produire avant la dégénérescence des MnS (Fischer et al., 2004).
Enfin, une diminution de la taille et une perte des NMCS d¢s les stades présymptomatiques ont été
mises en évidence chez les souris SOD1°”* et SOD 177! (Leichsenring et al., 2006; Ozdinler et
al., 2011; Zang & Cheema, 2002).

D’autre part, des études menées chez des modeles murins de SODI ont montré des
dysfonctionnements moléculaires des le développement embryonnaire, tels qu'une hyperexcitabilité
neuronale (van Zundert et al., 2008; Williamson & Cleveland, 1999). Cela laisse supposer que la

maladie pourrait commencer tot dans la vie d’un point de vue biologique, mais ne devenir

cliniquement apparente que beaucoup plus tard.

3.2 Autres modéles murins

L’identification des mutations dans les génes codant pour 7DP-43 (pour revue, voir (Tsao
et al., 2012)), FUS (Scekic-Zahirovic et al., 2016, 2017) et C9ORF72 (Chew et al., 2015; Liu et al.,
2016) a permis le développement de nouveaux modeles transgéniques. Bien que ces modeles restent
encore peu caractérisés, par rapport aux modeles SODI, certains ont montré des caractéristiques
typiques des patients SLA.

Parmi les différents modeles TDP-43 générés, le modele développé par Wegorzewska et

ses collégues surexprime le géne mutant 7DP-43"""

sous controle du promoteur prion (souris Prp-
TDP-43""T). Ces animaux présentent une perte des neurones de la couche V du cortex moteur, une
perte des MnS et une atrophie musculaire. Des agrégats de protéines ubiquitinylées cytoplasmiques
sont observés dans les neurones pyramidaux de la couche V du cortex (moteur et frontal) et des

MnS (Wegorzewska et al., 2009).
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Au sein du laboratoire (INSERM U1118), Luc Dupuis et son équipe ont généré¢ un modele
murin knock-in de FUS, permettant I’expression d’une forme tronquée de la protéine FUS (Scekic-
Zahirovic et al., 2017). Ces souris présentent un phénotype moteur léger, des inclusions
cytoplasmiques de FUS et d’ubiquitine dans les MnS ainsi qu’une perte des MnS (Scekic-Zahirovic
etal., 2017).

Enfin, Liu et ses colleégues ont récemment développé un modele murin de SLA / DFT, les
souris BAC C9orf72, présentant les caractéristiques phénotypiques et moléculaires observées chez
ces patients : une paralysie progressive accompagnée d’une dégénérescence des larges neurones
pyramidaux de la couche V du cortex moteur et des MnS, ainsi qu’une dénervation des JNM (Liu et
al., 2016).

Ces nouveaux mode¢les, trés prometteurs, nécessitent encore une meilleure caractérisation,
notamment en ce qui concerne la perte des NMCS, a I’instar de ce qui a ét¢é commencé avec les

modeles SOD].

4. Mécanismes physiopathologiques

L’¢étude des modeles animaux, surtout des lignées de souris porteuses de mutations SOD/,
a permis d’améliorer notre compréhension des processus physiopathologiques de la SLA. Ceux-ci
incluent le stress oxydant, le dysfonctionnement mitochondrial, le stress du réticulum
endoplasmique, 1’altération du métabolisme des ARN, I’agrégation des protéines, une altération de
I’autophagie et du transport axonal, I’implication de cellules non neuronales et 1’excitotoxicité
(Figure 15). Tous ces mécanismes ont €té décrits principalement dans la moelle épiniere et pour les

MnS. A I’heure actuelle, on ne sait pas s’ils affectent également les NMCS.

4.1 Stress oxydant

Le stress oxydant résulte du déséquilibre entre la production d’especes réactives de
I’oxygene, les radicaux libres, et la capacité du systeme biologique a les €éliminer ou a réparer les
dommages induits par ces especes toxiques. Comme indiqué précédemment, 1’enzyme SODI est
une protéine antioxydante impliquée dans la détoxification cellulaire permettant ainsi 1’¢limination
des radicaux libres. L’identification de mutations sur le geéne codant cette enzyme a conduit a

considérer le stress oxydant comme facteur étiologique potentiel de la SLA.
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Figure 15. Mécanismes physiopathologiques identifiés comme étant impliqués dans la SLA

Les mécanismes physiopathologiques identifiés comme impliqués dans la SLA ont été décrits principalement
dans la moelle épiniére et pour les MnS. Ils incluent le stress oxydant (1), le dysfonctionnement
mitochondrial (2), le stress du réticulum endoplasmique (3), ’altération du métabolisme des ARN (4)

I’agrégation des protéines (5), une altération du cytosquelette et du transport axonal (6), la
neuroinflammation (7) et I’excitotoxicité (8) (adaptée de (Taylor et al., 2016)).
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Différentes hypothéses pouvant expliquer les mécanismes de toxicité de la protéine SOD1
mutante ont été proposées. Les premicres hypothéses initialement basées sur une altération de
I’activité dismutase incluent : (1) la perte de la fonction dismutase conduisant & une augmentation
de radicaux superoxydes (Beckman et al., 1993; Deng et al., 1993); (2) un mécanisme dominant
négatif par lequel la protéine SOD1 mutante, inactive, inhiberait la fonction de la protéine SOD1
non mutée (Rosen et al., 1993); ou (3) une augmentation de 1’activit¢ SOD1 conduisant a des
niveaux accrus de peroxyde d’hydrogene et de radicaux hydroxyles (Rosen et al., 1993). Cependant,
des recherches ultérieures ont révélé que les mécanismes de la toxicité des mutants SODI1 ne sont
pas si simples. En effet, il a ét¢ montré que d’autres souris exprimant des mutants de SOD1 qui
conservent une activité dismutase complete, comme la mutation G93A, développent la SLA
(Hayward et al., 2002). De plus, les souris dont le géne Sod!/ a été invalidé ne développent pas de
SLA (Reaume et al., 1996). Ainsi, il est maintenant proposé que les mutations SOD/ conferent a
I’enzyme une toxicité par un gain de fonction d’origine inconnue. De nouvelles hypothéses ont
alors émergg. Il a été proposé que les mutations pourraient induire une altération de la structure de
I’enzyme, entrainant une instabilité conformationnelle et un mauvais repliement, ou encore des
activités catalytiques aberrantes (Araki et al., 2012; Museth et al., 2009; Perry et al., 2010).

L’analyse du sérum des patients atteints de SLAf et SLAs a montré une augmentation de
marqueurs de dommages due aux radicaux libres (Mitsumoto et al., 2008; Simpson et al., 2004).
Des niveaux ¢élevés de dommages oxydatifs ont ét€ rapportés sur des protéines (Shaw, Ince, et al.,
1995), des lipides (Simpson et al., 2004), de I’ADN (Bogdanov et al., 2000) et de I’ARN (Chang et
al., 2008) dans des tissus de patients atteints de SLA.

Dans les modeles murins SODI, il a été montré que I’oxydation des ARNm est un
événement précoce et que certains ARNm sont plus susceptibles a I’oxydation, notamment ceux
impliqués dans la chaine de transport d’¢lectrons mitochondriale, la biosynthese, le repliement et de
dégradation des protéines, la my¢linisation et le cytosquelette (Chang et al., 2008). Ainsi, il apparait
que le stress oxydant interagit avec d’autres processus physiopathologiques impliqués dans la mort

des motoneurones et décrits ci-dessous.

4.2 Dysfonctionnement mitochondrial

Les mitochondries sont des organites cellulaires responsables de la production d’ATP, la
maintenance de I’homéostasie du calcium et la régulation intrinséque de 1’apoptose.

De nombreuses preuves indiquent un dysfonctionnement mitochondrial dans la SLA (pour
revue, voir (Faes & Callewaert, 2011)). Des anomalies structurelles et morphologiques
mitochondriales dans le muscle squelettique, les MnS et le cortex moteur ont d’abord été identifiés

chez des patients atteints de SLA (Hirano et al., 1984; Sasaki & Iwata, 1999; Wiedemann et al.,
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1998). Ces observations ont été retrouvées chez les modeles murins SODI, ou il a été observé des
mitochondries agrégées, vacuolées, fragmentées ou gonflées dés les stades présymptomatiques (Dal
Canto & Gurney, 1994; Jaarsma et al., 2001; Kong & Xu, 1998). Ces changements morphologiques
sont associés a des dysfonctionnements mitochondriaux. Des changements dans 1’activité des
différents complexes de la chaine de transfert d’électrons ont été décrits chez les patients atteints de
SLA et dans des mode¢les murins SOD1 (Coussee et al., 2011; Mattiazzi et al., 2002; Wiedemann et
al., 1998, 2002).

Bien que le mécanisme exact par lequel I’enzyme SOD1 mutée perturbe la fonction
mitochondriale n’est pas complétement €tabli, quelques explications ont été proposées. Chez la
souris SODI9** il a ét¢ montré que la protéine SODI mutée s’accumule dans I’espace
intermembranaire mitochondrial et empéche I’importation de protéines mitochondriales (Liu et al.,
2004; Wong et al., 1995). Les mitochondries sont importantes dans le contrdle de 1’apoptose
puisqu’elles libérent le cytochrome ¢ de 1’espace intermembranaire permettant 1’activation des
caspases. Les agrégats de la protéine SOD1 mutée peuvent donc interagir avec des €léments anti-
apoptotiques mitochondriaux provoquant ainsi une activation anormale de I’apoptose par la
libération du cytochrome c dans le cytoplasme (voir partie I11.4.9 ; (Pasinelli et al., 2004)).

D’autre part, une altération de la capacité¢ de régulation de la concentration en calcium par

A ror y
19934 4 été observée au stade

la mitochondrie dans le cerveau et la moelle épiniere de souris SOD
présymptomatique (Damiano et al., 2006). Cette altération peut rendre les motoneurones plus
susceptibles a 1’augmentation intracellulaire de calcium liée a I’excitotoxicité glutamatatergique
(voir partie 111.4.8).

Dans I’ensemble, ces données suggerent que le dysfonctionnement mitochondrial, observé
avant la perte des MnS, pourrait étre un facteur important de la perte de cette population neuronale

et de la pathogenese de la SLA.

4.3 Stress du réticulum endoplasmique

Le RE est le site de synthése, de repliement et de transport de lipides et de protéines
membranaires ou sécrétées, et également un lieu de stockage du calcium. Physiologiquement,
I’accumulation de protéines mal repliées provoque le stress du RE. Il peut également étre induit par
une perturbation de I’homéostasie calcique, du fait que le repliement protéique est fortement
dépendant du calcium. Ce stress induit une réponse appelée réponse UPR (unfolded protein
response), induite par des senseurs transmembranaires du RE. Celle-ci a pour fonction de ralentir
temporairement ’arrivée de nouvelles protéines dans le RE, d’augmenter les capacités de
repliement de 1’organite en stimulant la synthése de protéines chaperonnes, et d’accroitre la

dégradation des protéines mal repliées. Bien que ces mécanismes soient initialement
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cytoprotecteurs, ’activation prolongée de la réponse UPR due a une incapacité¢ a restaurer
I’homéostasie du RE peut déclencher un processus apoptotique (Kaufman, 2002).

Des altérations morphologiques du RE ont été observées dans la moelle épiniére de
patients SLA (Oyanagi et al., 2008) et des souris SODI®”** (Dal Canto & Gurney, 1994),
correspondant a une dilatation, une fragmentation et un détachement des ribosomes. Les études de
ces modeles murins ont montré que les mutations de la protéine SOD1 provoquent une mauvaise
conformation de I’enzyme, sa rétention dans le RE et la formation d’agrégats (Kikuchi et al., 2006;
Tobisawa et al., 2003). Il a été également montré que cette enzyme interagit avec des protéines
chaperonnes de la réponse UPR, telle que Derline-1 qui est impliquée dans la voie de dégradation
protéique. L’inhibition de cette voie entraine une accumulation de protéines mal repliées dans le
RE, le stress du RE et I’apoptose cellulaire (Nishitoh et al., 2008).

La réponse UPR est déclenchée par 1’activation de trois senseurs protéiques, IRE1 (iron
regulatory element 1), ATF6 (activating transcription factor 6) et PERK (PRKR-like ER kinase).
Une augmentation de marqueurs de cette réponse UPR, dont ces trois protéines précédemment
citées, est observée dans la moelle épiniere des patients SLA (Atkin et al., 2008) et des souris
SOD1°*** (Atkin et al., 2006; Kikuchi et al., 2006; Saxena et al., 2009).

Dans I’ensemble, ces données suggerent une contribution de la protéine SOD1 mutée dans
I’établissement du stress du RE et de la réponse UPR et une implication de ces mécanismes dans la

mort des MnS et la pathogenese de la SLA.

4.4 Altération du métabolisme des ARN

L’altération du métabolisme des ARN est suspectée depuis la découverte de mutations sur
les genes codant pour TDP-43 et FUS, des protéines de liaison a ’ARN et a I’ADN essentiellement
nucléaires impliquées dans de multiples aspects du métabolisme de I’ARN (Lagier-Tourenne et al.,
2012). Les mutations sur les geénes TARDBP et FUS en condition de SLA conduisent a la
redistribution de ces protéines vers le cytosquelette (Kwiatkowski et al., 2009; Neumann et al.,
2006; Scekic-Zahirovic et al., 2016, 2017; Vance et al., 2009), ou elles s’accumulent sous forme de
granules de stress (Mackenzie et al., 2010). Cette redistribution a pour conséquence un
appauvrissement de protéines de liaison a I’ARN dans le noyau et pourrait étre a 1’origine d’une
perte considérable de leurs fonctions nucléaires.

Par ailleurs, chez la souris et dans des neurones humains différenciés a partir de cellules
pluripotentes, la réduction de I’expression de TDP-43 ou de FUS a été associée a une modification
de I’expression et de I’épissage de plusieurs centaines de geénes (Lagier-Tourenne et al., 2012;
Polymenidou et al., 2011). Ces ¢études ont montré que les deux protéines sont fortement impliquées

dans le traitement de pré-ARNm contenant de longues séquences introniques, dont certains sont des
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cibles communes aux deux protéines (Lagier-Tourenne et al., 2012; Polymenidou et al., 2011). Les
mécanismes par lesquels ces protéines conduisent a la pathogenese de la maladie (perte de fonction
nucléaire et/ou gain de fonction cytosolique) sont en cours d’étude. Récemment, une étude a été
menée sur le modele murin exprimant une forme tronquée de la protéine FUS qui conduit a sa
redistribution cytoplasmique. Des altérations d’expression et d’épissage d’ARNm en accord avec le
phénotype li¢ a une perte de fonction nucléaire de FUS ont été observées (Scekic-Zahirovic et al.,
2016).

Dans les cas de mutations SOD1, un mécanisme d’altération du métabolisme des ARN
impliquant le stress oxydatif a été proposé¢. Comme vu précédemment, une oxydation des ARNm
est détectée a des stades précoces chez des patients SLA et des souris transgéniques SODI et est
associée a une baisse du niveau protéique (Shaw et al, 1995, Chang et al, 2008). En effet, il a été
montré qu’une oxydation des ARNm peut entrainer un décrochage des ribosomes conduisant a une
diminution du niveau protéique (Shan et al., 2007) et peut induire des erreurs de traduction
conduisant a la production de courtes séquences polypeptidiques (Tanaka et al., 2007).

Ainsi, ces études montrent que le métabolisme des ARN joue un rdle central dans la survie

des MnS et serait impliqué dans la pathogenese de la SLA.

4.5 Formation d’agrégats protéiques

Comme évoqué précédemment (partie 111.2), 1’analyse post-mortem de tissus de patients
atteints de SLA a permis la mise en évidence de divers types d’agrégats protéiques dans la moelle
épiniere et différentes régions du cerveau telles que le cortex moteur, frontal et temporal,
I’hippocampe et le cervelet (Al-Chalabi et al., 2012; Brettschneider et al., 2013). Ces inclusions
contiennent des protéines différentes dont certaines d’entre elles s’agrégent aprés mutation (telles
que SODI, TDP-43, FUS), tandis que d’autres peuvent se retrouver simplement piégées dans ces
agrégats (telles que Bcel-2, HSP70) (Pasinelli et al., 2004; Watanabe et al., 2001).

Les inclusions les plus fréquemment observées sont des inclusions ubiquitinylées. Elles
sont présentes dans les MnBS (Matsumoto et al., 1993) et dans le TCS des patients SLA (Sasaki &
Maruyama, 1994), et sont également retrouvées dans le cortex frontal et temporal de patients
atteints de SLA-DFT (Neumann et al., 2006). La plupart des cas de SLA présentent également des
corps de Bunina (Okamoto et al.,, 2008). De plus, des agrégats riches en hyaline et en
neurofilaments sont également retrouvés dans les MnS des souris SOD1%*** (Zhang et al., 1997).

D’autre part, I'un des principaux constituants protéiques des inclusions ubiquitinylées dans
la SLA est la forme phosphorylée de la protéine TDP-43. Les agrégats TDP-43 phosphorylés sont
présents dans le cytoplasme de cellules neuronales et gliales de la majorité des cas de SLA

(Mackenzie et al., 2007; Neumann et al., 2006).
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Cependant, la contribution de ces agrégats a la toxicité des motoneurones n’est pas encore
clairement établie. En effet, il reste a déterminer si ces inclusions sont: 1) responsables de la
toxicité cellulaire, 2) de simples produits inoffensifs de la neurodégénérescence ou 3) bénéfiques
pour la cellule en ce qu’elles permettent de séquestrer des protéines anormales et potentiellement
toxiques. Plusieurs hypothéses ont été avancées pour expliquer comment les agrégats de SOD1
pourraient produire une toxicité cellulaire. La premicre est un effet néfaste sur la machinerie de
dégradation protéique et notamment les voies du protéasome et de 1’autophagie (Chen et al., 2012;
Kabashi et al., 2004). D’autre part, ces agrégats pourraient séquestrer d’autres protéines importantes
au bon fonctionnement de la cellule, telles que la forme sauvage de la protéine SOD1. En effet, des
agrégats de protéine SOD1 sauvage ont été¢ observés dans la moelle épiniere de patients atteints de
SLAs (Gruzman et al., 2007) et proviendraient de 1’oxydation initiale de la protéine (Ezzi et al.,
2007). Cette oxydation en affectant son bon repliement la rendrait propice a 1’agrégation et
potentiellement toxique pour les motoneurones (Rakhit et al., 2002), notamment via une altération
du transport axonal (Bosco et al., 2010).

Ainsi, si la présence d’agrégats protéiques est observée chez les patients SLA, leur role
dans la pathogenese de la maladie n’est pas encore clairement établi. En effet, il n’a pas encore été
déterminé si ces agrégats sont toxiques ou bénéfiques pour les neurones et s’ils sont une cause ou

une conséquence de la neurodégénérescence.

4.6 Altération de ’autophagie

L’autophagie est un mécanisme cellulaire qui permet 1’élimination des protéines mal
repliées et d’organites protégeant ainsi la cellule de composés toxiques pouvant induire une mort
cellulaire (Cipolat Mis et al., 2016). Lors de ce processus, les composés toxiques vont se retrouver
piégés dans un autophagosome qui va ensuite fusionner avec un lysosome, formant un
autolysosome, afin de permettre leur dégradation.

Une dérégulation de 1’autophagie est observée dans les MnS des patients et des modeles
animaux de la maladie (Morimoto et al., 2007; Song et al., 2012). En effet, une augmentation de
marqueurs d’autophagie a été observée dans les échantillons post-mortem de moelle épinicre de
patients (Sasaki, 2011) ainsi que dans les modeles animaux de la maladie (Li et al., 2008) suggérant
ainsi une activation de ce mécanisme. Des inclusions cytoplasmiques de marqueurs typiques de
I’autophagie, LC3-II et P62/SQSTMI, ont par ailleurs été retrouvées dans les MnS de patients
SLAs suggérant une activation et une altération de ce mécanisme (Sasaki, 2011). Une accumulation
anormale de marqueurs protéiques de I’autophagosome a été retrouvée chez les patients SLA,
suggérant une altération de la fusion finale avec les lysosomes (Tresse et al., 2010), et par

conséquent une absence d’élimination des agrégats protéiques qui caractérise la SLA (Neumann et
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al., 2006). La fusion entre 1’autophagosome et le lysosome étant dépendante du transport axonal, il

a été suggéré que l’altération de ce transport observé chez les souris SODI%%

pourrait étre
responsable de cette accumulation d’autophagosomes ainsi que des défauts de fusion entre
I’autophagosome et le lysosome (Nixon, 2007).

Bien que le lien entre ’autophagie et la mort des MnS n’ait pas encore été établi, des
¢tudes ont montré un role bénéfique de I’augmentation de 1’autophagie dans les modéles murins

(Crippa, Carra, et al., 2010). Ainsi, la dérégulation de ce systéme autophagique pourrait jouer un

role dans la physiopathologie de la SLA.

4.7 Altération du cytosquelette et du transport axonal

Les NMCS et MnBS sont des cellules fortement polarisées avec des axones pouvant
atteindre plus d’un meétre de longueur. Par ces caractéristiques, ces neurones sont fortement
dépendants du transport axonal. Le transport antérograde, du corps cellulaire vers les synapses
permet de fournir des composants synthétisés dans leur corps cellulaire (ARN, protéines et
organites). Le transport rétrograde, des synapses vers le corps cellulaire, permet quant a lui de
transporter des substances essentielles a la croissance et la survie neuronale (facteurs
neurotrophiques). Le cytosquelette est constitué de microtubules, de neurofilaments et de filaments
intermédiaires, ainsi que les protéines motrices, les kinésines et les dynéines qui sont essentiels pour
le maintien de I’architecture de 1’axone et le bon fonctionnement des transports.

La désorganisation du cytosquelette axonal, et en particulier des neurofilaments, est une
autre caractéristique de la SLA. Des mutations rares ont été identifiées dans les genes codants pour
les neurofilaments a chaine lourde (Al-Chalabi et al., 1999) et la périphérine (Corrado et al., 2011).
Ces deux protéines ont ét¢ observées dans des inclusions cytoplasmiques intraneuronales chez les
patients et les souris SOD1%** (Corbo & Hays, 1992). Une réduction des ARNm de la sous-unité
légere des neurofilaments a été également observée dans la moelle épiniére de patients (Wong et al.,
2000).

D’autre part, dans le modéle murin SOD1, une altération du transport axonal est observée
(Zhang et al., 1997). Chez les souris Sod1“**®, il a été noté une augmentation de I’expression de
KIFAP 3 (kinesin-associated protein 3) une kinésine impliquée dans le transport antérograde,
protéine dont I’expression réduite chez des patients atteints de SLAs a été corrélée a une
augmentation de leur survie (Dupuis et al., 2000; Landers et al., 2009). En outre, I’introduction
d’une mutation sur le géne codant la dynactine chez les souris (un activateur de la protéine dynéine
impliquée dans le transport rétrograde) provoque des défauts de transport axonal associés a une

mort des MnS (Laird et al., 2008).
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Par ailleurs, le transport appropri¢ des granules de transport d’ARN et d’autres facteurs par
les microtubules est régulé par plusieurs protéines de liaison a I’ARN, dont certaines ont été¢ mises
en cause dans le contexte de la SLA, comme TDP-43. Il a ét¢ montré que des mutations de
TARDBP nuisent au transport axonal des granules d’ARN chez la drosophile et dans les cultures de
motoneurones dérivés de personnes atteintes de SLA (Alami et al., 2014).

D’apreés ces données, il semble donc que des altérations du cytosquelette et des
perturbations du transport axonal contribuent a la pathogenese de la SLA. Une des hypothéses de
susceptibilit¢ des NMCS et MnBS s’appuie sur ces données et suggere que ces neurones, du fait de
leurs projections axonales particulicrement longues, seraient d’autant plus affectés par les

altérations du transport axonal.

4.8 Neuroinflammation

La neuroinflammation se caractérise par une activation des cellules gliales résidentes,
astrocytes et microglies, et I’invasion du SNC par des lymphocytes T. Il est maintenant admis que la
SLA se manifeste en partie par un mécanisme « cellulaire non-autonome », c’est-a-dire que la
maladie est le résultat d’une combinaison de dommages causés au sein des motoneurones et des
cellules environnantes gliales. Ce concept est né d’¢études réalisées chez les souris transgéniques

SOD] résumées ci-dessous.

4.8.1 Role des cellules gliales

En 1997, Bruijn et ses collegues ont montré que les astrocytes, présentant des agrégats de
la protéine SOD1 mutée, sont fortement activés chez ces souris (Bruijn et al., 1998) ce qui suggere
une contribution des cellules gliales a la pathogenése de la maladie. Cependant, la surexpression de
la protéine SOD1 mutée sélectivement dans les astrocytes conduit a une réaction astrocytaire sans
dégénérescence des MnS (Gong et al., 2000), indiquant que I’expression de la SOD1 mutée dans les
MnS est nécessaire pour déclencher la maladie. D’autre part, il a ét¢ montré que la délétion de la
protéine SOD1 mutée sélectivement dans les astrocytes (Yamanaka et al., 2008) ou les microglies
(Boillée et al., 2006) prolonge la survie des souris, sans pour autant retarder le déclenchement de la
maladie. Ces résultats confirment I’étude de Clément et collaborateurs qui, par le biais de souris
chiméres, ont montré que la survie des souris exprimant la protéine SOD19”** dans les MnS est
augmentée lorsqu’ils sont entourés de cellules non neuronales sauvages (Clement et al., 2003). A
I’inverse, la délétion de la protéine SODI1 mutée sélectivement dans les motoneurones retarde le
déclenchement de la maladie, mais ne ralentit pas la vitesse de progression lorsque la maladie est
initiée (Boillée et al., 2006; Ralph et al., 2005; Yamanaka et al., 2008).

Les oligodendrocytes forment la gaine de myéline autour des axones des neurones

centraux. Ils contribuent également a la fonction des neurones en fournissant du lactate, un
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métabolite énergétique, via le transporteur MCT1 (Monocarboxylate transporter 1). 11 a été montré
qu'une réduction de la synthése de la protéine SOD1 mutée au début de la maturation des
oligodendrocytes produit un retard d’apparition de la maladie plus important que lorsqu’une
suppression similaire est effectuée seulement dans les motoneurones (Kang et al., 2013; Yamanaka
et al., 2008). Par ailleurs, les patients SLAs présentent une réduction de I’expression de MCT1, qui
est retrouvée chez les souris SOD/I (Lee et al., 2012).

Dans leur ensemble, ces résultats démontrent que la survie des motoneurones dépend a la
fois de mécanismes intrinseéques et extrinseques qui mettent en évidence un rdle des différents sous-

types de cellules gliales.

4.8.2 Réaction neuroinflammatoire

Les microglies sont les cellules immunitaires innées qui constituent la premiére ligne de
défense contre des infections ou des dommages du SNC. Les microglies activées libérent toute une
gamme de cytokines et de chemokines pro-inflammatoires ou anti-inflammatoires. Lors de la
réponse microgliale, les microglies, a I’état activé « M1 », libérent d’abord des facteurs pro-
inflammatoires (TNFa, Tumor Necrosis Factor o ; 1L-1PB, interferon-1f ; NO, Nitric oxid ; 1FN-y,
interferon y) pour €liminer ou limiter les dommages. Lorsqu’elles passent a I’état activé « M2 »,
elles libérent alors des facteurs anti-inflammatoires (IL-4 et IL-10, interleukines 4 et 10 ; IGF-1,
insuline growth factor 1) pour réparer les dommages (Philips & Rothstein, 2015). Par ailleurs, les
microglies fonctionnent en étroite interaction avec les lymphocytes T inflammatoires ainsi qu’avec
les astrocytes dans la médiation de cette réponse inflammatoire.

Comme il a ét¢ mentionné dans la partie 2 de ce chapitre, une réaction microgliale (ou
microgliose) a été identifiée dans le cortex et la moelle épiniere des patients et des modéles murins
SODI (Alexianu et al., 2001; Alshikho et al., 2016; Brettschneider et al., 2012; Corcia et al., 2012;
Henkel et al., 2004, 2006; Hensley et al., 2003; Kawamata et al., 1992; McGeer & McGeer, 2002;
Meissner et al., 2010; Nguyen et al., 2001; Poloni et al., 2000; Sasaki & Maruyama, 1994; Troost et
al., 1992; Turner et al., 2004; Ziircher et al., 2015). En effet, il a été observé une surexpression de
marqueurs microgliaux, tels que CD11b (ou Itgam, Integrin alpha M) et Ibal (ou Aifl, allograft
inflammatory factor 1), ainsi qu’une surexpression de marqueurs associés a la présentation
antigénique comme ICAM-1 (Intercellular adhesion molecule 1), permettant le recrutement des
lymphocytes T inflammatoires par les cellules microgliales (Alexianu et al., 2001; Corcia et al.,
2012; Henkel et al., 2004, 2006; Turner et al., 2004). De méme, il a été¢ observé une augmentation
de cytokines pro-inflammatoires telles que la proté¢ine MCP-1 (Monocyte Chemoattractant Protein-
1) ainsi que de chemokines par les microglies (Henkel et al., 2004, 2006; Hensley et al., 2003;
Meissner et al., 2010; Nguyen et al., 2001; Poloni et al., 2000).
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Dans les modéles animaux SODI%"*, I’augmentation de la microgliose est observée trés
peu de temps apres la dénervation des JNM dans la corne ventrale de la moelle épiniere (Alexianu
et al., 2001). Au niveau du cortex cérébral, une activation microgliale a été observée a proximité des
dendrites apicales des NMCS (Jara et al., 2012, 2017; Ozdinler et al., 2011), ainsi que chez les
patients SLA (Jara et al., 2017). Cette microgliose surviendrait précocement dans le cortex moteur
de ces souris (Jara et al., 2017).

Les astrocytes sont impliqués dans 1’homéostasie ionique, le recyclage des
neurotransmetteurs et le soutien métabolique aux neurones environnants. Comme la microglie, la
fonction des astrocytes est fortement influencée par les lymphocytes T, les neurones et
éventuellement les oligodendrocytes. Face a des dommages environnants, les astrocytes réagissent
suivant un processus appelé astrogliose, en augmentant 1’expression de certains marqueurs tels que
GFAP (Glial fibrillary acidic protein) et ALDHIL1 (aldehyde dehydrogenase 1 family, member
L1) et en produisant des signaux inflammatoires.

Dans le cerveau des patients atteints de SLA, 1’astrogliose est observée a la fois dans la
substance grise et dans la substance blanche et n’est pas limitée au cortex moteur (Kushner et al.,
1991; Nagy et al., 1994). Dans la moelle épiniere, une astrogliose accrue est observée dans la corne
ventrale et dorsale (Schiffer et al., 1996).

A . A
De méme chez les souris SOD1¢%

, une astrogliose a été observée dans la moelle épiniere
(Levine et al., 1999) et s’accentuerait avec la progression de la maladie (Keller et al., 2009). Une
astrogliose a également été observée a proximité des dendrites apicales des NMCS (Jara et al.,
2012; Ozdinler et al., 2011). D’autre part, Il a ét€ montré que les astrocytes sécretent des médiateurs
inflammatoires (tels que NGF, nerve growth factor) pouvant étre toxiques pour les motoneurones
(Pehar et al., 2004).

Bien que ces données montrent une activation des astrocytes et des microglies dans la
SLA, leur contribution dans la pathogenése reste encore a éclaircir. Il n’a pas encore été clairement

déterminé si les astrocytes et les microglies contribuent a la dégénérescence des neurones moteurs

ou s’ils sont le résultat de la mort neuronale.

4.9 Excitotoxicité

Le glutamate, principal neurotransmetteur excitateur du SNC, permet la communication
entre les NMCS et les MnBS via I’activation des récepteurs AMPA (a-amino-3-hydroxy-5-methyl-
4-isoxazole-propionic acid) et NMDA (N-methyl-D-aspartate) (Simeone et al., 2004). Apres sa
libération dans la fente synaptique, I’excés du glutamate est capturé par les transporteurs de
glutamate EAAT2 (GLT-1 chez les rongeurs) et EAAT1 (GLAST chez les rongeurs) exprimés par

les astrocytes, empéchant ainsi une stimulation post-synaptique excessive (Vandenberg, 1998).
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L’excitotoxicité est un processus pathologique résultant de 1’activation excessive des récepteurs au
glutamate et aboutissant a une altération neuronale. Elle peut étre due a une augmentation du
relargage de glutamate, une diminution de sa recapture ou une augmentation de la sensibilité post-
synaptique. Cette activation excessive induit une entrée massive de calcium dans le neurone
entrainant des dommages, via l’activation de protéases, de lipases et de nucléases calcium-
dépendantes et conduit a la mort neuronale (pour revue voir (Heath & Shaw, 2002)).

L’excitotoxicité est étroitement liée a d’autres caractéristiques importantes de la SLA,
telles que la perturbation du sodium et du calcium intracellulaire, 1’activation d’enzymes
protéolytiques et génératrices d’espéces réactives de 1’oxygene, des anomalies mitochondriales et
du déséquilibre énergétique (Arundine & Tymianski, 2003). De nombreuses ¢tudes soutiennent le
role important de I’excitotoxicité¢ dans la physiopathologie de la SLA (Heath & Shaw, 2002; Van
Den Bosch et al., 2006). En particulier, des taux trés élevés de glutamate dans le liquide céphalo-
rachidien des patients SLA ont été observés (Perry et al., 1990; Shaw, Forrest, et al., 1995). Celui-ci
résulterait, tout au moins en partie, d’une diminution de la recapture du glutamate par les astrocytes.
En effet, une altération du transport de glutamate via le récepteur EEAT2 astrocytaire a été
identifiée dans le cortex moteur et la moelle épinicre des patients atteints de SLA (Bristol &
Rothstein, 1996), et une perte de ce récepteur a également été observée dans les modeles murins
SODI (Howland et al., 2002; Trotti et al., 1999) (Figure 15).

L’activation excessive des récepteurs AMPA et NMDA est considérée comme 1’une des
principales causes d’excitotoxicité, dont les effets néfastes sont principalement médiés par les voies
dépendantes du calcium (Grosskreutz et al., 2010). Des études in vitro ont montré que les MnBS
sont particulierement vulnérables a 1’excitotoxicité médiée par le récepteur NMDA (Sanelli et al.,
2007) et AMPA (Carriedo et al., 1996). Une diminution des sous-unités GluR2 des récepteurs
AMPA (Williams et al.,, 1997) ainsi qu’un défaut de modification post-transcriptionnelle de
I’ARNm de ces sous-unités GluR2 (Kawahara et al., 2004) ont été observés dans les motoneurones
de la moelle épini¢re de patients. Ces modifications post-transcriptionnelles rendent le récepteur
AMPA trés perméable au calcium (Kwak et al., 2010; Williams et al., 1997), et les neurones qui les
expriment particulierement vulnérables.

Enfin, la protéine SOD1 mutée pourrait modifier directement I’homéostasie du calcium. En
effet, Allen et ses collaborateurs (2011) ont montré que des agrégats de protéines SOD1 mutées
formeraient des pores membranaires présentant une conductance aux ions. Ces pores qui rendent les
membranes perméables au flux d’ions conduiraient a une augmentation de la concentration en
calcium intracellulaire (Allen et al., 2012). Cette découverte suggere que la protéine SOD1 mutée

peut contribuer aux dommages excitotoxiques des motoneurones sans contribution glutamatergique.
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Ainsi, I’excitotoxicité pourrait jouer un role important dans la pathogenese de la SLA et

contribuer au dysfonctionnement des NMCS et des MnBS au cours de la maladie.

4.10 Apoptose neuronale

L’apoptose est une mort cellulaire programmée impliquée dans les processus
physiologiques du développement, du vieillissement, et du maintien de I’homéostasie tissulaire. Ce
processus permet de controler le nombre de cellules générées et d’¢éliminer de maniére
physiologique les cellules endommagées ; tout dysfonctionnement de ce mécanisme peut éEtre
délétere. Une altération de ce mécanisme a été rapportée dans la pathogenése de maladies
neurodégénératives, telles que la SLA (pour revue, voir (Sathasivam et al., 2001).

Les principaux acteurs moléculaires contribuant au contrdle de I’apoptose comprennent : la
famille d’oncoprotéines Bcl-2, constituées de protéines pro- et anti-apoptotiques impliquées dans la
régulation de la survie ou la destruction des cellules; la famille des caspases, des enzymes
protéolytiques qui interviennent lors de la phase d’exécution de D’apoptose; et la famille
d’inhibiteurs de 1’apoptose qui empéchent D’activation de caspases spécifiques. Deux voies
principales déclenchant 1’activation des caspases ont été identifiées : 1) la voie mitochondriale
impliquant la libération d’un facteur pro-apoptotique des mitochondries, le cytochrome ¢, 2) la voie
extracellulaire impliquant 1’activation de récepteurs de surface cellulaire spécifique par des ligands
inducteurs de mort cellulaire (tel que Fas) (Sathasivam et al., 2001; Shaw, 2005). Des protéines pro-
apoptotiques (Bad, Bax) et des protéines anti-apoptotiques (Bcl2, Bcl-XL) mitochondriales régulent
la libération de cytochrome c. Une perturbation de 1I’équilibre entre ces deux classes protéiques
provoque la libération du cytochrome c dans le cytoplasme conduisant a I’activation de la caspase 9,
qui elle-méme active les caspases 1 et 3 (Shaw, 2005).

Chez les souris SODI”* la libération cytosolique du cytochrome ¢ a été observée
(Kirkinezos et al., 2005; Tan et al., 2014), et les niveaux de protéines pro-apoptotiques Bad et Bax
sont augmentés alors que ceux des protéines anti-apoptotiques Bcl2, Bel-xL et XIAP sont diminués
dans la moelle épiniere (Guégan et al., 2001; Ishigaki et al., 2002). D’autre part, il a ét¢ également
observé une activation des caspases 1 et 3 dans les MnS et les astrocytes des souris SODI% % et
SOD %" (L1 et al., 2000; Pasinelli et al., 1998, 2000). Enfin, I’administration de minocycline,
impliquée dans I’inhibition de la libération de cytochrome c, retarde ’apparition de la maladie et

augmente la survie des souris transgéniques (Van Den Bosch et al., 2002; Zhu et al., 2002).

Ainsi, les études menées notamment sur des tissus post-mortem de patients SLA et les
modeles murins SODI ont permis une meilleure compréhension des mécanismes moléculaires

impliqués dans la physiopathologie la maladie. Ceci a permis le développement de nombreuses
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stratégies thérapeutiques qui ont fait I’objet d’études précliniques puis cliniques. Cependant, hormis
le Riluzole et I’Edaravone, aucune stratégie ne s’est avérée efficace chez I’homme et la
compréhension de la pathologie humaine reste de ce fait encore limitée (Eisen, 2009; Perrin, 2014).
Cependant, il est important de noter que la grande majorité de ces études s’est concentrée
sur la moelle épiniere et les MnBS. Les mécanismes liés au dysfonctionnement et a la mort des
NMCS restent quant a eux méconnus. Il est alors possible d’envisager que : 1) la dégénérescence
des NMCS ait un role prépondérant dans I’atteinte des MnBS, 2) que la dégénérescence des NMCS

réponde a des mécanismes moléculaires qui leurs sont propres et qui n’ont pas encore ¢t¢ identifiés.

Ces dernieres années, le développement de nouvelles techniques de marquage et
d’isolement des NMCS, parallélement au développement de techniques de séquencage adaptées aux
petits échantillons cellulaires, permettent a présent d’envisager I’identification des voies de
signalisation a 1’origine du dysfonctionnement et de la dégénérescence des NMCS dans la SLA.
Dans ce contexte, un des objectifs de ce travail de thése a été d’initier I’identification des
mécanismes moléculaires qui sous-tendent cette dégénérescence, dans le but, a plus long terme, de
développer de nouvelles approches thérapeutiques. Pour cela, nous avons tiré profit d’un modéele

19%R | qui récapitulent les symptomes observés chez les patients SLA

murin SODI, les souris Sod
(voir partie II1.3) mais dont la dégénérescence des NMCS était restée jusqu’a ces travaux de thése

non révélée.
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Chapitre IV Place du cortex cérébral
et des Neurones Moteurs Cortico-Spinaux dans la recherche sur la SLA

Si le cortex cérébral et les NMCS ont ét¢ longtemps négligés par les recherches
précliniques, de récents travaux dans les domaines de la génétique, de I’imagerie et de
I’histopathologie des patients SLA suggerent un role potentiel majeur du cortex cérébral non
seulement dans la pathophysiologie de la maladie, mais également dans son étiologie. Elles
soulignent la nécessité d’intégrer a présent 1’é¢tude du cortex cérébral et des NMCS dans les

recherches précliniques menées sur la maladie.

1. Altérations du cortex cérébral et des NMCS chez les patients SLA

1.1 Données d’imagerie médicale

Les nombreuses analyses d’imagerie médicale du SNC menées chez les patients SLA ont
montré des anomalies fonctionnelles et structurales du cortex cérébral (pour revue, voir (Chio et al.,

2014)).

1.1.1 Anomalies fonctionnelles

Le fonctionnement cortical peut étre facilement évalué in vivo en utilisant la SMT. Cet
outil clinique non invasif permet d’évaluer le fonctionnement des neurones a projection sous-
cérébrale, tels que les cellules de Betz ou NMCS, mais également des réseaux neuronaux
intracorticaux dans le M1. Au cours de la derniére décennie, les études fonctionnelles basées sur
cette technique ont fourni des informations importantes sur la pathogenése de la SLA, en particulier,
sur le role du dysfonctionnement cortical (pour revue, voir (Vucic et al., 2013)).

La SMT a permis d’identifier une diminution de I’inhibition intracorticale par les
interneurones inhibiteurs, rendant les neurones moteurs corticaux hyperexcitables dans les cas
sporadiques et familiaux de patients SLA (Shibuya et al., 2017; Vucic et al., 2008; Vucic &
Kiernan, 2006) (Figure 16). De plus, selon une récente étude menée par Shibuya et ses collegues,
cette diminution s’accentuerait avec la progression de la maladie (Shibuya et al., 2017). De fagon
intéressante, il apparait que ce dysfonctionnement cortical est un phénomene précoce dans la SLA,
qui précede le début du dysfonctionnement des motoneurones spinaux (Menon, Kiernan, et al.,
2015; Vucic & Kiernan, 2006). Aujourd’hui, ce dysfonctionnement cortical est reconnu comme une
caractéristique précoce et importante dans les cas familiaux de la SLA, incluant les phénotypes liés
aux mutations dans les génes SODI (Vucic et al., 2008), FUS (Blair et al., 2010) et C9ORF72
(Geevasinga, Menon, Nicholson, et al., 2015).

Ainsi, ces ¢études fonctionnelles soulignent I’'importance du dysfonctionnement des
populations d’interneurones corticaux dans la pathogenese de la SLA, idée soutenue par des études

réalisées sur des modeles murins (discutées dans la partie IV. 2.).
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Cortex cérébral

- Diminution de 1’inhibition
- Hyperexcitabilite
- Neuroinflammation

- Perte neuronale
- Amincissement de M1, des
lobes frontaux, temporaux,

pariétaux et occipitaux

Tractus cortico-spinal

Dégénérescence

Figure 16. Atteintes du cortex cérébral chez les patients SLA

Principales atteintes structurales (cadres bleus) et fonctionnelles (cadres verts) détectées par analyses
d’imagerie médicale chez les patients SLA (adaptée de (Chio et al., 2014)).
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1.1.2 Anomalies structurales

Les techniques de neuro-imagerie ont également révélé des anomalies importantes au
niveau de la structure corticale chez les patients SLA. Un amincissement cortical au niveau du M1
et du lobe temporal a été observé par IRM quantitative chez les patients (Verstraete et al., 2012). De
plus, il apparait que I’amincissement cortical au niveau du lobe temporal est corrélé a une
progression plus agressive de la maladie (Verstraete et al., 2012). Ainsi, ces atteintes corticales ne
se limitent pas au cortex moteur et sont présentes ¢galement au niveau du lobe frontal, du lobe
pariétal et du corps calleux. Elles sont associées a la gravité de la maladie, a sa progression, et sont
a ’origine d’atteintes cognitives. Ces atteintes sont observées dans les différents phénotypes de
SLA (Chio et al., 2014; Turner et al., 2012) (Figure 16). L’atteinte du M1 s’accompagne ¢galement
d’une dégénérescence du TCS mise en évidence par imagerie par tenseur de diffusion (ITD), au
niveau du cerveau et de la moelle épiniere (Chio et al., 2014; Turner et al., 2012).

La spectroscopie par résonance magnétique nucléaire (RMN) et la tomographie par
émission de positrons (TEP) ont par ailleurs révélé que 1’amincissement cortical s’accompagne
d’une perte neuronale. Celle-ci a été mise en évidence par une baisse des concentrations de N-
acétylaspartate ainsi que d’une diminution du nombre de récepteurs GABA-A (acide 7v-
aminobutyrique-A) et Sérotonine-1A sur les neurones excitateurs et inhibiteurs (TEP) (Chio et al.,
2014; Eisen & Weber, 2001; Turner et al., 2012). La TEP a également permis de détecter une
neuroinflammation cérébrale étendue chez des patients SLA (Turner et al., 2004).

Les études de connectivité¢ structurale par ITD ont révélé une atteinte des réseaux
neuronaux dans la région cérébrale aux alentours des régions motrices primaire et secondaire chez
les patients SLA (Verstraete et al., 2011). Les zones affectées semblent s’étendre au cours du temps,
vers les régions de projection de ces neurones telles que les lobes frontaux et pariétaux, suggérant
un mode de propagation de la SLA basé sur la connectivité structurale (Verstraete et al., 2014).
Cette hypothese est soutenue par 1’é¢tude menée par Kassubek et ses collegues (2014) sur les tractus
impliqués dans la maladie montrant une atteinte séquentielle de différents tractus (Kassubek et al.,
2014). Des études récentes de modélisation renforcent cette hypothése, en montrant que la
propagation de la maladie est déterminée par la topologie des réseaux neuronaux corticaux et sous-

corticaux (discutées plus en détail dans la partie IV.4) (Schmidt et al., 2016).

Dans I’ensemble, ces données d’imagerie soutiennent une atteinte premiere du cortex, d’un
point de vue fonctionnel (désinhibition et hyperexcitabilité corticale) et structural (amincissement
cortical, perte neuronale). En outre, elles suggerent une propagation corticofuge de la pathologie, le

long des projections des neurones situés dans les régions premierement affectées.
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1.2 Données cliniques

L’observation des signes de I’atteinte des NMCS et des MnBS (détaillée dans la partie 111
3.1), a fourni le premier indice selon lequel les mécanismes corticaux sont importants dans la
pathogenese de la SLA. En effet, rappelons que les signes de ’atteinte des NMCS, chez les patients
SLA, se traduisent par des mouvements lents, un signe de Babinski, une spasticité et une
hyperréflexie. Néanmoins, avant de développer des signes cliniques prononcés et caractéristiques de
la maladie, les patients atteints de SLA sont souvent conscients d’une variété de petites atteintes.
Ces atteintes sont principalement controlées par des aires corticales impliquées dans la motricité
avec notamment le M1, le M2 et les TCS et TCB. Ces atteintes incluent par exemple une altération
de la marche caractérisée par une démarche maladroite et hésitante. Il est également observé une
altération du contrdle fin de la main et des mouvements oro-faciaux, tels que ceux effectués lors de
la manipulation de I’objet et de la phono-articulation (pour revue voir (Eisen, 2009; Eisen et al.,

2014).

1.3 Données histopathologiques

Les analyses post-mortem de cerveaux de patients SLA indiquent une perte importante des
NMCS de la couche V (Hammer et al., 1979; Mochizuki et al., 1995; Nihei et al., 1993; Sasaki &
Iwata, 2000). Les NMCS restants présentent quant a eux une atrophie du corps cellulaire, une
dégénérescence des dendrites apicales et une diminution des épines dendritiques (Nihei et al., 1993)
(Figure 17). Une augmentation du pigment lipofuscine dans les NMCS de patients SLA a été
observée. Ce pigment, impossible a dégrader ou a ¢liminer par exocytose, composé de débris de
molécules, apparait dans les cellules au cours du vieillissement normal et perturbe le
fonctionnement cellulaire. Sa présence au sein des NMCS résiduels des cerveaux de patients SLA
témoigne donc de 1’altération sélective du bon fonctionnement de ces cellules (Hammer et al.,
1979).

De plus, comme I’a indiqué le chapitre 3, la majorité des patients SLA présentent des
agrégats intra-cytoplasmiques de TDP-43 phosphorylée (Brettschneider et al., 2013), hormis les
patients porteurs de mutation SODI ou FUS (Farrawell et al., 2015; Rademakers et al., 2010).
Enfin, des foci intra-nucléaires d’ARN, des agrégats de dipeptides et de P62 sont également
présents dans le cerveau de patients SLA présentant des expansions répétées de CIORF72 (Ash et
al., 2013; Mori et al., 2013). Ainsi, sachant que la formation d’agrégats intra-cytoplasmiques peut
étre associée a un dysfonctionnement et une dégénérescence neuronale, I’identification de telles

inclusions dans le cortex cérébral est le signe d’une atteinte corticale.
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Figure 17. Atteintes histopathologiques du cortex et des NMCS chez les patients SLA

a-b. Les analyses histopathologiques des cerveaux de patients SLA révelent une perte des cellules de Betz
comparée aux contrdles. Cette perte est révélée par marquage immunohistochimique de SMI-32 (marqueur
des neurofilaments). Les cellules de Betz résiduelles présentent des somas plus petits chez les patients SLA
que chez les contrdles (a.D et b). ¢. Une perte des interneurones positifs pour la Parvalbumine est également
observée, chez les patients SLA, comparés aux contrdles (tirée de (Nihei et al., 1993)).

Christine MARQUES 89



Chapitre IV Place du cortex cérébral
et des Neurones Moteurs Cortico-Spinaux dans la recherche sur la SLA

Ces dommages ne sont pas limités a la couche V du cortex ou résident les NMCS. Sasaki
et Iwata (1999) ont détecté une altération de terminaisons présynaptiques axosomatiques sur les
NMCS, caractérisée par une augmentation du nombre de mitochondries et la présence d’agrégats
formés de mitochondries et de vésicules présynaptiques. Ces altérations sont le signe d’une atteinte
de la connectivité et de ce fait d’une atteinte de la réception d’informations par les NMCS (Sasaki
& Iwata, 1999). On observe également un rétrécissement cellulaire d’autres types neuronaux,
particulierement dans la couche III, la perte d’interneurones exprimant la Parvalbumine (Figure 17)
et une gliose sous-corticale (Nihei et al., 1993). Des amas d’astrocytes réactifs ont été observés non
seulement dans le cortex moteur, mais ¢galement dans les régions corticales non motrices et sous-

corticales chez les patients SLAs et SLAf (Nagy et al., 1994).

Ainsi, les études post-mortem de patients SLA montrent des preuves histologiques d’une
atteinte du cortex et des NMCS chez ces patients. En outre, prises dans leur ensemble, ces études
récentes d’imagerie structurale et fonctionnelle soulignent un dysfonctionnement cortical précoce et
apportent des ¢léments en faveur de I’hypothése d’une origine corticale de la SLA (développées

dans la partie IV. 4).

2. Altérations du cortex cérébral et des NMCS dans les modéles
murins de SLA

2.1 Dégénérescence progressive des NMCS

Les premieres études précliniques des NMCS dans la SLA ont été menées chez les souris
transgéniques SODI. Le marquage rétrograde depuis le funicule dorsal de la moelle épiniere (lieu
de passage des axones des NMCS) a permis de mettre en évidence une perte progressive de NMCS
chez les souris SOD1°%**"" (Zang & Cheema, 2002) et les souris SOD1°*** (Ozdinler et al., 2011),
ainsi qu’une perte de leurs axones (Ozdinler et al., 2011; Zang & Cheema, 2002) (Figure 18A et B).
Cette perte neuronale serait associée a des mécanismes apoptotiques (Ozdinler et al., 2011). Ces
résultats ont été¢ récemment confirmés par injection virale d’AAV-eGFP (virus adénoassociés
permettant I’expression d’une protéine fluorescente verte) dans le funicule dorsal de la moelle
épiniere, de maniére a marquer non seulement les corps cellulaires, mais également les
prolongements dendritiques (Yasvoina et al., 2013). Enfin, des résultats similaires ont été obtenus

. . A
par croisement des souris SOD1 93

aux souris UCHL1-eGFP qui expriment le géne eGFP sous le
controle du promoteur du géne ubiquitine carboxy-terminal hydrolase L1 (UCHLI), et permettent

de visualiser les neurones pyramidaux de la couche V du cortex cérébral (Yasvoina et al., 2013).
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Figure 18. Atteinte du cortex et des NMCS dans un modéle murin SOD1 de SLA

A. Une diminution du nombre de NMCS a été mise en évidence par marquage rétrograde des NMCS par
injection de Fluorogold dans le funicule dorsal de la moelle épiniére cervicale chez les souris Sodl“*** par
rapport aux controles. B. La perte des NMCS a lieu dés 60 jours, un stade présymptomatique de la maladie.
C. Cette perte s’accompagne d’une dégénérescence de leur dendrite apicale (tirée de (Jara et al., 2012;
Ozdinler et al., 2011)).
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Outre cette perte progressive de la population de NMCS dans ces modéles murins de SLA,
les souris SOD19*** présentent également une dégénérescence des dendrites apicales des NMCS
caractérisée par une diminution du nombre d’épines dendritiques et la présence de vacuoles. Cette
dégénérescence affecte essentiellement les dendrites présentes au niveau des couches II et III, et
serait associée a une augmentation de I’autophagie (Fogarty et al., 2015, 2016; Jara et al., 2012;
Yasvoina et al., 2013) (figure 18C). Les dendrites basales des NMCS semblent elles aussi affectées
chez ces souris, avec une ¢longation et une plus grande ramification en présymptomatique (Jara et
al., 2012; Saba et al., 2015), suivie d’un rétrécissement et d’une diminution de la densité des épines
en symptomatique (Fogarty et al., 2016). L’altération des dendrites et épines dendritiques des
NMCS, et notamment celles des dendrites apicales qui sont spécialisées dans le recueil
d’informations excitatrices depuis le thalamus et le cortex cérébral controlatéral, pourrait étre une
des causes de I’hyperexcitabilité qui caractérise les NMCS des souris SOD1%*** (voir 1V.4.2.2.
Hyperexcitabilité¢ des NMCS dans les modeles SOD).

D’autres modeles murins de la SLA, plus récents, n’ont pas encore fait 1’objet d’une
caractérisation aussi détaillée de la dégénérescence des NMCS. Cependant les souris 7DP-43"""
surexprimant un mutant du géne humain 7ARDBP, sous controle du promoteur du Prion,
développent des symptomes moteurs similaires a ceux de la SLA (Herdewyn et al., 2014;
Wegorzewska et al., 2009). Bien que ce mod¢le soit critiqué, car ces souris décedent de problemes
gastro-intestinaux avant le développement complet des symptomes moteurs (Esmaeili et al., 2013),
elles présentent néanmoins une accumulation cytoplasmique d’agrégats ubiquitinylés dans les
neurones de la couche V du cortex cérébral, une altération des dendrites apicales, une astrogliose et
microgliose restreintes a cette méme couche, ainsi qu’une dégénérescence du TCS (Herdewyn et al.,
2014; Wegorzewska et al., 2009; Zhang et al., 2016). De plus, des modeles murins d’expansions
d’hexanucléotides G4C, du geéne C9ORF72 ont également été récemment générés (Chew et al.,
2015; Liu et al., 2016). L’injection, au sein du SNC, d’AAV permettant I’expression du gene
C90ORF72 et de 66 expansions de G4C, a permis la mise en évidence, parmi d’autres
caractéristiques, d’une perte de neurones corticaux, notamment dans la couche V de I’aire motrice
(Chew et al., 2015). De méme, la génération d’un modele transgénique BAC surexprimant un
mutant de C9ORF72 a permis la mise en évidence de symptomes similaires a la SLA et la DFT,
accompagnés, entre autres, d’une perte de neurones dans la couche V du cortex moteur et d’une
astrogliose corticale (Liu et al., 2016).

Enfin, si plusieurs modeles murins de mutation du géne FUS ont ét¢ développés, aucun a
I’heure actuelle n’a testé ou rapporté 1’altération de NMCS, ce qui ne signifie pas pour autant
qu’elle n’existe pas.

Ainsi, dans la plupart des modéles murins générés récemment, la dégénérescence des
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NMCS n’a pas été directement testée (par des marquages rétrogrades ou immunologiques avec des
anticorps spécifiques de la couche V du cortex cérébral, et un comptage rigoureux) comme cela a
été fait dans les modeles SODI%* et SODI**“!" Cependant, 1’altération (ubiquitinylation et
gliose) et la diminution de la densit¢ des neurones de la couche corticale V suggérent que les

modeles TDP-43 et C9ORF72 récapitulent également une dégénérescence des NMCS.

Dans I’ensemble, ces ¢tudes précliniques, bien que peu nombreuses, montrent une atteinte
des NMCS telle que celle observée chez les patients SLA. Elles n’ont cependant pas encore permis

d’identifier des mécanismes moléculaires qui pourraient étre responsables de leur dégénérescence.

2.2 Hyperexcitabilité des NMCS

Chez les souris SOD19°**, une hyperexcitabilité (Fogarty et al., 2015; Saba et al., 2015) et
une augmentation de I’expression du transporteur vésiculaire du glutamate 2 (VGLUT2) (Saba et
al., 2015) par les neurones de la couche V du cortex cérébral ont été rapportées. Ces résultats sont
en accord avec I’étude de Pieri et collaborateurs qui a montré que les neurones corticaux provenant
de souris SODI1°%**, en culture primaire, présentent des propriétés intrinséques d’hyperexcitabilité
(Pieri et al., 2009). De méme, les souris 7DP-43"*""" présentent une hyperexcitabilité des neurones
excitateurs de la couche V du M1 (Zhang et al., 2016).

Bien que le rdle de I’hyperexcitabilit¢ dans la SLA fasse 1’objet de discussions, ces
dernieres données favorisent 1’hypothése d’une étiologie excitotoxique de la SLA (Foran & Trotti,
2009; le Verche et al., 2011) : ’hyperexcitabilit¢é des NMCS pourrait induire une augmentation du
relargage du glutamate dans le tronc cérébral et la moelle épiniere, et ainsi contribuer a

I’excitotoxicité qui affecte les MnBS.

2.3 Atteinte des interneurones inhibiteurs corticaux

L’hyperexcitabilit¢ des NMCS pourrait résulter d’une augmentation des afférences
excitatrices (quantitative ou qualitative), d’une diminution des afférences inhibitrices (quantitative
ou qualitative), ou d’altérations intrinseques de [’excitabilit¢ neuronale. Les mod¢les murins
SOD1°%** et TDP-43"""T ont récemment fourni de premiers éléments de réponse. En effet, les
souris SODI19%* présentent une diminution du nombre d’interneurones inhibiteurs exprimant la
calrétinine (CR) dans les couches supérieures II/III durant la phase symptomatique (Clark et al.,
2017). De plus, une diminution initiale de la densité d’interneurones inhibiteurs exprimant le
neuropeptide Y est observée lors de I’apparition des symptomes, suivie d’une augmentation au
stade final de la maladie chez ces mémes animaux (Clark et al., 2017). Ces résultats indiquent une
altération probable de la balance excitation/inhibition corticale, et suggerent qu’une altération des

populations d’interneurones inhibiteurs pourrait contribuer a une modification de 1’activité
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¢lectrophysiologique des NMCS.
Par ailleurs, I’hypothése d’une origine corticale de [’excitotoxicit¢ dans la SLA est

r r r . Lo A315T
soutenue par une ¢étude récente menée chez les souris transgéniques 7DP-43 i

(Zhang et al.,
2016). Ces animaux présentent une hyperactivité des neurones de la couche V du cortex moteur
(M1) accompagnée d’une diminution de la densit¢ des synapses GABAergiques sur les corps
cellulaires de ces neurones (Zhang et al., 2016). De plus, une altération de 1’activité de deux
populations d’interneurones inhibiteurs est observée : une hyperactivation des interneurones
exprimant la SST et une hypoactivation des interneurones exprimant la PV. Les auteurs proposent
un mécanisme selon lequel les interneurones SST hyperactifs seraient a 1’origine de
I’hyperexcitabilité des neurones excitateurs de la couche V, en inhibant les interneurones PV, qui en
retour n’assureraient plus une inhibition suffisante des neurones excitateurs de la couche V (Zhang
et al., 2016). Pour tester cette hypothese, les auteurs ont ¢liminé les interneurones SST et mis en
évidence une restauration de 1’activité physiologique des neurones excitateurs de la couche V, une
réduction de la charge d’agrégats positifs pour 1’ubiquitine et un maintien de cette population
cellulaire (Zhang et al., 2016).

Dans leur ensemble, ces données récentes soulignent un réle important des interneurones
inhibiteurs corticaux non seulement dans I’excitabilité des NMCS (en accord avec les observations

chez les patients (4.1)), mais également dans la pathophysiologie de la SLA.

3. Initiation et propagation de la dégénérescence dans la SLA : le
débat

La question de savoir ou la SLA débute et de quelle manicre elle se propage reste encore
aujourd’hui sujette a débat. Le neurologue Jean-Martin Charcot proposait une dégénérescence
initiale des NMCS dans SLA, suivie d’une dégénérescence des MnBS (Charcot & Joffroy, 1869),
selon un mode de propagation antérograde, aussi appelé descendant. Une atteinte indépendante des
deux populations neuronales fut ensuite proposée (Kiernan & Hudson, 1991; Pamphlett et al.,
1995), ainsi que I’hypothése d’une propagation rétrograde ou ascendante (Gowers, 1888) qui

semble avoir conquis le terrain des recherches précliniques (Figure 19).

3.1 Atteintes indépendantes des NMCS et des MnBS

L’hypothese d’atteintes indépendantes des NMCS et des MnBS est essentiellement basée
sur des ¢tudes neuropathologiques comparant les densités de NMCS et de MnBS dans les régions
corticales et spinales d’innervation des muscles de la main. Ces études ont montré une absence de
corrélation entre les atteintes corticales (NMCS) et spinales (MnBS) (Kiernan & Hudson, 1991;
Pamphlett et al., 1995).
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Figure 19. Hypothéses du site d’apparition et de la progression de la SLA

Trois hypothéses d’initiation et de propagation de la dégénérescence dans la SLA ont été proposées. Une
hypothése antérograde proposée par Jean-Martin Charcot, débutant dans le cortex cérébral avec une
dégénérescence initiale des NMCS qui se propage vers les MnBS. Une hypothése de propagation rétrograde
débutant des extrémités axonales des MnBS et se propageant vers le corps cellulaire. Enfin, une hypothése
d’une atteinte indépendante des deux populations neuronales (adaptée de (Geevasinga et al., 2016)).
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Néanmoins, ces méthodes de corrélation post-mortem ont été critiquées (Eisen & Weber,
2001). De plus, les observations cliniques montrent que 1’extension des symptomes ne se produit
pas au hasard. En effet, les symptomes, tels que la faiblesse et I’atrophie s’aggravent
progressivement au début de leur apparition et se propagent généralement vers des régions
contigués, d’une région a I’autre, ou d’un co6té du corps vers le coté controlatéral (Pradat et al.,
2015; Ravits, 2014; Ravits et al., 2007; Ravits & La Spada, 2009). Cette propagation contigué est
désormais avérée et reconnue ; et I’hypotheése d’atteintes indépendantes des populations de NMCS

et de MnBS est désormais désuéte.

3.2 Propagation rétrograde, ascendante ou « dying-back »

L hypothése d’une propagation rétrograde de la SLA, propose, quant a elle, que la maladie
commencerait dans les cellules musculaires, ou au niveau de la jonction neuromusculaire (JNM), se
répandant ensuite des MnS vers les NMCS du cortex (Chou & Norris, 1993). Cette hypothése
repose sur 1’observation d’une dégénérescence wallérienne des axones des MnBS, c’est-a-dire
depuis I’extrémité de 1’axone vers le corps cellulaire (Dal Canto & Gurney, 1994; Fischer et al.,
2004).

Différents mécanismes conduisant a la perte progressive des MnBS dans la SLA ont été
suggérés par cette hypothese. L’une des théories est qu'une accumulation de complexes insolubles
pourrait étre responsable de ’altération de la terminaison axonale. Cette altération axonale, pouvant
se traduire par une perturbation de 1’activité de la dynéine par exemple, pourrait inhiber le transport
rétrograde vers le corps cellulaire des MnBS, de facteurs neurotrophiques libérés par les cellules
post-synaptiques des muscles striés squelettiques. Ces altérations confereraient ainsi des dommages
sélectifs aux MnBS.

Un autre mécanisme qui a été proposé est une expression ou une activité aberrante de
protéines impliquées dans le guidage axonal, contribuant aux changements pathologiques précoces
de connexions des MnBS avec les muscles. L’expression anormale de protéines de guidage axonal
influencerait le transport axonal et la fonction synaptique et conduirait finalement a une perte des
MnBS (pour revue, voir (Dadon-Nachum et al., 2011)).

Les principaux arguments en faveur de cette hypothése de propagation rétrograde résultent
d’une part de I’observation que ’atteinte de la JNM préceéde la dégénérescence des MnS (Fischer et
al., 2004), et d’autre part que ’accumulation de la protéine SOD1 mutée dans les cellules de
Schwann peut servir de base a la dénervation synaptique (Arbour et al., 2015).

Cependant, la dégénérescence wallérienne des MnBS ne permet pas d’affirmer que ces
neurones dégénérent les premiers et induisent dans un second temps la dégénérescence des NMCS.

En outre, d’autres arguments allant a I’encontre de cette hypothese existent. En effet, selon Pun et
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ses collaborateurs, la dénervation serait le reflet d’une vulnérabilité sélective des propriétés de
I’axone des motoneurones et non du muscle cible ou de la JNM (Pun et al., 2006), remettant en
question une atteinte premiere des muscles ou des JNM. D’autre part, I’observation chez les patients
SLA d’un dysfonctionnement de régions corticales non motrices, responsables de déficits cognitifs,
semble difficile a concilier avec une dégénérescence rétrograde (Turner et al., 2009; Vucic et al.,
2013). Enfin, I’absence d’une atteinte du cortex cérébral dans les maladies affectant uniquement les
MnS, telles que la maladie de Kennedy, constitue un autre argument contre cette hypothése (Eisen

& Weber, 2001; Hirota et al., 2000).

3.3 Propagation antérograde, descendante ou « dying-forward »

L’hypothese de propagation antérograde initialement proposée par le Dr Charcot (Charcot
& Joffroy, 1869) a été réévaluée par Eisen et ses collegues en 1992 (Eisen et al., 1992), suggérant
une atteinte premic¢re des NMCS qui entraine une dégénérescence des MnBS de la corne antérieure
de la moelle épiniere par un mécanisme d’excitotoxicité glutamatergique antérograde. Récemment,
cette hypothese connait un renouveau a la faveur de données grandissantes et complémentaires. Les
arguments, passé€s et récents, en faveur d’une origine corticale de la maladie sont détaillés et

discutés dans la partie suivante.

4. Arguments en faveur d’une origine corticale de la maladie

L’origine de la SLA fait encore débat. Néanmoins, de récents travaux menés dans les
domaines de la génétique, de la clinique, de 1’imagerie, et des analyses post-mortem des patients

SLA, suggérent un rdle initiateur du cortex cérébral.

4.1 Arguments génétiques

Les avancées considérables de la génétique au cours de ces derni¢res années ont permis la
découverte de nouvelles mutations sur les génes TARDBP en 2008, FUS en 2009 et C9ORF72 en
2011, qui représentent a eux trois 50% des cas familiaux de SLA. La découverte de ces genes a
permis de renforcer le lien entre la SLA et une autre maladie neurodégénérative, la démence fronto-
temporale (DFT), puisque la mutation de ces génes est ¢galement a 1’origine de cas de DFT (Ling et
al., 2013) (cf. Figure 3 du chapitre 3). La DFT se caractérise par une perte neuronale et une atrophie
du cortex frontal et temporal, sans affecter le TCS et les MnBS de la moelle épiniere. Les patients
DFT présentent des altérations comportementales (apathie, changement des habitudes alimentaires)
et du langage (Ling et al., 2013; van Langenhove et al., 2012).

Au-dela de la génétique, le lien entre SLA et DFT est également pathologique. En effet, la

grande majorité des patients atteints de SLA (97%), qu’il s’agisse de cas familiaux ou sporadiques,

Christine MARQUES 97



Chapitre IV Place du cortex cérébral
et des Neurones Moteurs Cortico-Spinaux dans la recherche sur la SLA

et jusqu’a 45% des patients atteints de DFT présentent des inclusions cytoplasmiques
phosphorylées de la protéine TDP-43 (Ling et al., 2013; Neumann et al., 2006; van Langenhove et
al., 2012).

Ainsi, ces données génétiques et pathologiques indiquent un lien étroit entre SLA et DFT,
dont le dénominateur commun est I’atteinte du cortex cérébral, qu’il s’agisse du cortex moteur
(SLA) ou du cortex frontal ou temporal (DFT). Par conséquent, ceci laisse supposer une origine

corticale de ces deux maladies.

4.2 Arguments cliniques

Un pourcentage non négligeable de patients souffrant de SLA ou de DFT partagent des
symptomes caractéristiques de [’autre maladie : environ 15% des patients atteints de SLA
développent des déficits comportementaux et cognitifs typiques de la DFT, et environ 15% des
patients atteints de DFT développent des troubles moteurs typiques de la SLA (Burrell et al., 2011;
Ling et al., 2013; Ringholz et al., 2005). Ainsi, ces deux maladies sont actuellement considérées
comme les deux extrémes d’un continuum clinique unique (Lillo & Hodges, 2009; Lomen-Hoerth
et al., 2002).

D’autre part, chez les patients SLA, les fonctions des muscles oculaires, innervés par les
MnB oculomoteurs et adbucens (Brettschneider et al., 2013; Biittner-Ennever, 2006; Okamoto et
al., 1993), et des muscles contrélant les sphincters, innervés par les MnS du noyau d’Onuf
(Carvalho et al., 1995), sont bien préservées ce qui indique une résistance de ces populations
spécifiques de MnBS a la dégénérescence dans la maladie. Sachant que ces motoneurones sont
dépourvus de connexions monosynaptiques directes avec les NMCS, ces données offrent un
argument supplémentaire en faveur d’une étiologie corticale de la SLA (Biittner-Ennever, 2006;
Eisen et al., 1992; Kiernan et al., 2011; Vucic et al., 2014).

Par ailleurs, des ¢études indiquent une atteinte prépondérante du groupe musculaire thénar
de la main (par rapport au groupe hypothénar) corrélée a une atteinte plus importante des MnS et
des NMCS les innervant. Au niveau cortical, la représentation du groupe musculaire thénar étant
plus grande que le groupe hypothénar, ces travaux suggerent que 1’atteinte musculaire de la main
serait corrélée a la représentation corticale et a la quantité de connexions corticales directes regues
(Menon et al., 2014; Weber et al., 2000). En outre, I’hyperexcitabilité corticale apparait comme
¢tant a I’origine de ces signes (Menon et al., 2014). D’autre part, une étude a montré que chez les
patients présentant un début d’atteinte des membres supérieurs dans la SLA, 1’atteinte était plus
susceptible de se manifester du c6t¢ du membre dominant (Turner et al., 2011). Du fait qu’il existe

des différences d’excitabilité corticale entre les hémispheéres dominants et non dominants (Reid &
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Serrien, 2012), il a été proposé que les changements d’excitabilité corticale observés chez les
patients SLA pourraient contribuer a ces cas de SLA (Turner et al., 2011).

Dans I’ensemble, ces données indiquent une relation somatotopique entre les atteintes des
NMCS et des MnS dans la SLA, avec atteinte plus importante des muscles ayant une plus grande
représentation corticale et fonctionnelle. En considérant que le cortex moteur est organisé en terme
de mouvements et non de muscle et qu’un muscle peut étre activé par plusieurs NMCS, les
mouvements permettant la dextérit¢ de la main seraient grandement dépendant du groupe
musculaire thénar, dont la représentation corticale et fonctionnelle est plus importante (Weber et al.,

2000).

Enfin, comme mentionnées précédemment, des études d’imageries ont montré
I’importance de I’hyperexcitabilité dans le dysfonctionnement cortical et ont apporté des arguments
supplémentaires en faveur d’une origine corticale. En effet, il ressort de ces études que les patients
atteints de SLA présentent une hyperexcitabilit¢ corticale initiale précédant le début du
dysfonctionnement des motoneurones spinaux dans la SLA (Menon, Kiernan, et al., 2015; Vucic &
Kiernan, 2006). De plus, les études longitudinales effectuées sur des patients asymptomatiques
porteurs de mutations SOD/ (Vucic et al., 2008), FUS (Blair et al., 2010) et C9ORF72 (Geevasinga,
Menon, Nicholson, et al., 2015) ont révélé que 1’hyperexcitabilité corticale se développe avant
I’apparition des symptomes cliniques de la SLA. De plus, comme indiqué précédemment,
I’hyperexcitabilité corticale pourrait €tre responsable de I’excitotoxicité glutamatergique qui
caractérise la maladie (Geevasinga et al., 2016) et de la dégénérescence des MnBS selon un
mécanisme transsynaptique antérograde (Eisen et al., 1992). En outre, 1’efficacité, bien que
modeste, de 1’agent anti-glutaminergique Riluzole (Bensimon et al., 1994; Lacomblez et al., 1996)
soutient I’importance de 1’excitotocicité dans la maladie (voir I11.1.6).

Dans leur ensemble, ces études humaines cliniques, neurologiques, histopathologiques et

¢lectrophysiologiques confortent I’hypothése d’une étiologie corticale de la SLA.

4.3 Arguments pathologiques

L’examen approfondi de la pathologie TDP-43 sur des cerveaux post-mortem de patients
SLA a montré que, chez les patients les moins atteints par la pathologie, les inclusions étaient
essentiellement retrouvées dans le cortex moteur, le tronc cérébral et la moelle épinicre
(Brettschneider et al., 2013). En se basant sur la densité¢ d’inclusions phosphorylées TDP-43 dans
d’autres régions du cerveau, et sur un grand nombre de patients, les auteurs ont proposé 1’hypothése
d’une propagation corticofuge de la pathologie, depuis le cortex moteur vers ses sites de projection.

Cette propagation se ferait, selon 4 stades : débutant dans le cortex cérébral (stade 1) elle s’étendrait
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progressivement aux sites de projection des neurones corticaux excitateurs : le cortex préfrontal, le
gyrus post-central, le tronc cérébral (le noyau rouge, la formation réticulée et les noyaux
précérébelleux) (stade 2), d’autres aires préfrontales, des aires sensorielles post-centrales, le
striatum (stade 3), et enfin I’hippocampe (stade 4) (Braak et al., 2013; Brettschneider et al., 2013)
(Figure 20).

De manicre intéressante, 1’étude des tractus du cerveau de patients SLA (ITD) vient
renforcer cette hypothese corticofuge (Kassubek et al., 2014). En effet, cette étude montre une
atteinte primaire du TCS (stade 1), suivie successivement des tractus cortico-rubral et cortico-
pontique (stade 2), puis du tractus cortico-striatal (stade 3) et enfin de la portion proximale de la
voie perforante (stade 4) (Kassubek et al., 2014). De plus, une étude récente de connectome par
IRM a confirmé elle aussi ces ¢étapes de progression de la neuropathologie, et a montré que la
propagation de la maladie est dépendante de la topologie des réseaux cérébraux (Schmidt et al.,
2016).

Enfin, il a été récemment observé que la perte de la protéine TDP-43 nucléaire n’entraine
pas la formation de grands agrégats intra-cytoplasmiques de TDP-43 phosphorylées dans les
cellules de Betz, contrairement a ce qui est observé dans les MnBS. Les auteurs ont formulé
I’hypothése d’une propagation corticofuge des protéines TDP-43 solubles et toxiques, des cellules
de Betz premic¢rement affectées vers les MnBS avec lesquels elles établissent des connexions

directes, conduisant a une dérégulation de TDP-43 dans ces motoneurones (Braak et al., 2017).

L’ensemble de ces données pathologiques soutiennent, elles aussi, 1’hypothése d’une

altération primaire du cortex moteur dans la SLA, et d’un rdle initiateur de la maladie.

4.4 Arguments précliniques

A ces études conduites sur les patients et tissus post-mortem, s’ajoutent de nouveaux
arguments issus de recherches précliniques récentes menées sur le cortex cérébral de souris
transgéniques SOD].

Des changements morphologiques et fonctionnels sont observés dans les NMCS des les phases
présymptomatiques chez les souris SOD1°”**. En effet, la dégénérescence des dendrites apicales,
des ¢épines dendritiques et [’hyperexcitabilit¢ neuronale ont ¢été identifiées comme des
caractéristiques précoces de 1’atteinte de ces neurones dans les modeles murins analysés (Fogarty et

al., 2015; Jara et al., 2012; Ozdinler et al., 2011; Saba et al., 2015).
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Figure 20. Hypothése de propagation de la pathologie TDP-43 selon un schéma de type
corticofuge dans la SLA

La propagation de la pathologie TDP-43 se ferait selon 4 stades. Stade I : les 1ésions débuteraient dans le
cortex cérébral, Stade 2 : elles s’étendraient progressivement aux sites de projection des neurones corticaux
excitateurs : le cortex préfrontal, le gyrus post-central et le tronc cérébral (le noyau rouge, la formation
réticulée et les noyaux précérébelleux). Stade 3 : puis vers d’autres aires préfrontales, des aires sensorielles
post-centrales, le striatum présente des lésions. Stade 4 : a ce stade, I’hippocampe est affecté (adaptée de
(Braak et al., 2013)).
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Afin d’aborder un réle potentiel du cortex cérébral dans 1’apparition et la progression de la

SLA, une inhibition du transgéne SODI%*

a ¢té réalisée par injection d’ARN short hairpin
(ARNsh) dans le cortex moteur de rats transgéniques. Les auteurs ont montré que la diminution de
I’expression de la protéine mutée SODI1, dans le cortex moteur uniquement, était suffisante pour
retarder I’apparition de la maladie, prolonger significativement la survie des MnS et des JNM des

rats transgéniques SOD***

(Thomsen et al., 2014). Si cette premiere approche n’a pas permis
d’éliminer la protéine SOD1 mutée de la totalité du cortex cérébral ou d’une population cellulaire
particuliere, telle que les NMCS, elle a néanmoins permis de montrer que le cortex cérébral joue un
role prépondérant dans I’apparition et la progression de la SLA, et est en faveur d’une étiologie
corticale de la maladie. Ces données fournissent un argument supplémentaire en faveur de

I’importance des processus pathogéniques corticaux dans la SLA.

Dans leur ensemble, ces données génétiques, cliniques, histophatologiques et précliniques,
convergent en faveur d’une origine corticale de la maladie. Dans ce contexte, les NMCS
représentent une population neuronale particulierement pertinente, non seulement parce qu’ils
dégénérent au cours de la SLA, mais aussi et surtout en qualité d’intermédiaires uniques entre le
cortex cérébral et le tronc cérébral et la moelle épinicre. Ainsi, quels que soient les mécanismes
responsables de leur dysfonctionnement initial, les NMCS pourraient étre responsables de la
transmission d’un « message neurodégénératif » (excitotoxicité, inclusion ou autre) depuis le cortex

cérébral, selon un mécanisme antérograde (ou descendant).

Christine MARQUES 102



PROBLEMATIQUE
ET
OBJECTIF DE LA THESE



PROBLEMATIQUE ET OBJECTIF DE LA THESE

Comme nous avons pu le voir, parmi les neurones du cortex, les NMCS se distinguent par
leur capacité¢ unique a collecter, intégrer et transmettre les informations corticales vers le tronc
cérébral et la moelle épinicre. Ceci leur confére un rdéle important d’initiateur et de modulateur de
mouvements volontaires. Leur intégrité et leur bon fonctionnement sont donc indispensables pour
I’exécution correcte de ces mouvements.

Dans la SLA, les NMCS dégénéerent conjointement avec les MnBS, conduisant a une
altération de la motricité, a une paralysie progressive et au décés des patients. Malgré cette
définition clinique et I’importance de la composante corticale pour I’exécution des mouvements, les
recherches précliniques se sont jusqu’a présent surtout intéressées aux mécanismes de la
dégénérescence des MnBS. Le manque d’¢tudes des NMCS reléve notamment de ’absence de
marqueurs moléculaires permettant de distinguer des populations neuronales corticales individuelles
parmi I’hétérogénéité cellulaire du cortex. Cependant, le développement ces dernieéres années de
nouveaux outils moléculaires issus des ¢tudes du développement cortical offre la possibilité de les
étudier précisément en conditions normales et pathologiques. Un petit nombre d’études ont ainsi pu
étre menées chez des modeles murins SOD, et ont montré une perte des NMCS telle que rapportée
chez les patients SLA, faisant de ces souris de bons modeles d’étude de cette population cellulaire.

En outre, les récentes études génétiques, d’imagerie et d’histopathologie des patients SLA
suggerent un roéle potentiellement initiateur du cortex dans la maladie. Face a 1’absence de
traitement curatif de la SLA et malgré les nombreuses études menées sur les MnBS, il apparait
nécessaire d’intégrer, a présent, I’étude du cortex et des NMCS dans les recherches précliniques
menées sur la maladie. En dépit des différences anatomiques existantes entre la souris et ’homme,
ces derniers présentent une similarité au niveau cellulaire, et notamment neuronale. Cela nous laisse
présager que les études menées chez la souris sur les mécanismes de dégénérescence des NMCS
permettront d’identifier ceux indispensables a leur survie, leur protection et leur maintien et
pourraient étre transposables a ’homme.

Mes travaux de theése s’inscrivent dans un projet de recherche visant a étudier la
contribution de la dégénérescence des NMCS a la pathophysiologie de la SLA. L hypothese de
travail sur laquelle repose ce projet est que la dégénérescence spécifique des NMCS ne constitue
pas un aspect secondaire de la SLA, mais contribue activement a son déclenchement et a sa
progression. Dans ce contexte, mon travail de thése avait un objectif double :

1) déterminer la dynamique spatio-temporelle de la perte des NMCS dans le modéle murin Sod1“%*
et initier la caractérisation de la pathologie corticale qui [’accompagne, et 2) identifier les

mécanismes moléculaires qui sous-tendent leur dégénérescence sélective au cours de la maladie.
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Pour répondre a ces objectifs :

e Jai caractérisé la perte des NMCS dans le modéle murin Sod9**® utilisé au laboratoire, par le
biais de marquages rétrogrades. Pour ce faire, j’ai développé une technique de comptage
permettant d’estimer soit la population globale, soit des sous-populations de NMCS. Avec I’aide
de Mathieu Fischer, Assistant Ingénieur au laboratoire, j’ai également développé un plugin dans
le logiciel ImageJ pour automatiser les comptages de NMCS (publication 1 en cours de

rédaction, partie I des résultats).

* J’ai développé une approche expérimentale permettant, pour la premiere fois, de purifier les
NMCS a partir de cerveaux individuels de souris adultes, en conditions physiologiques ou

pathologiques (publication 2 « protocole » en cours de rédaction, partie II des résultats).

e J’ai purifié les NMCS de souris sauvages et Sod**

, a deux ages présymptomatiques et deux
ages symptomatiques afin de conduire une large ¢tude transcriptomique en RNA-seq et mettre en
évidence, pour la premicre fois, les mécanismes moléculaires régissant leur dégénérescence

(publication 1 en cours de rédaction, partie I des résultats).

* Parallélement, j’ai débuté la comparaison des pathologies spinale (bien connue) et corticale (peu

décrite) dans les souris Sod 19"

. Pour cela, j’ai compilé les multiples données de la littérature
afin de générer une liste de génes candidats dont 1I’expression est connue pour €tre modifiée en
conditions de SLA, dans les modeles murins et/ou chez les patients, afin de conduire des études
d’expression génique puis d’histologie. Cette étude a pour objectif de mieux comprendre les
changements moléculaires et cellulaires qui opeérent au sein du cortex cérébral lors de la

dégénérescence des NMCS (premicres données en vue d’un nouvel article, partie III des

résultats).

Mon travail de thése permettra de dégager, pour la premicre fois, les mécanismes
moléculaires responsables de la dégénérescence des NMCS dans la SLA, et de mieux définir le
microenvironnement dans lequel elle prend place. A plus long terme, ces travaux sont destinés au
développement de stratégies thérapeutiques alternatives, dans le domaine de la SLA ainsi que

d’autres maladies neurodégénératives affectant les NMCS.
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En paralléle de ce travail, j’ai collaboré a deux projets :

* un projet développé par 1’équipe d’Heather Durham (Department of Neurology/Neurosurgery
and Montreal Neurological Institute, McGill University, Montreal, Quebec H34 2B3, Canada),
portant sur le role du complexe de remodelage de la chromatine, nBAF (neuronal Brgl/Brm
Associated Factor) dans I’attrition dendritique des MnS en réponse a 1’expression de mutants
de FUS ou de TARDBP (Tibshirani et al., sous presse a Human Molecular Genetics)
(Annexe 2)

* un projet développ¢ par Luc Dupuis, au laboratoire, portant sur le role de la dégénérescence des
neurones sérotoninergiques dans le développement de la spasticité dans la SLA (El Oussini et

al., sous presse a Annals of Neurology) (Annexe 3)

Les résumés de ces deux publications sont présentés en Annexe.
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1. La perte précoce des neurones moteurs cortico-spinaux implique
de nouveaux acteurs moléculaires dans la sclérose latérale
amyotrophique

(Publication 1, en préparation)

L’¢état des lieux résumé précédemment a mis en avant un ensemble d’arguments en faveur
d’un réle initiateur du cortex cérébral dans la SLA (Eisen et al., 2017; Geevasinga et al., 2016).
Seuls médiateurs de I’information motrice entre le cortex cérébral et la moelle épiniere, les NMCS
qui dégénerent dans la SLA pourraient jouer un rdle central dans I’apparition et la progression de la
maladie. L’ensemble de ces considérations souligne la nécessité d’intégrer les NMCS dans les
recherches précliniques qui jusqu’a présent ont fait 1’objet de treés peu d’études.

Basé sur I’hypothése d’une contribution active des NMCS dans la maladie, ce travail de
thése a consisté, pour la premicre fois, a apporter une caractérisation précise de la dynamique
spatio-temporelle de la perte des NMCS et a identifier les mécanismes moléculaires qui la sous-
tendent.

Afin de procéder a une caractérisation, des marquages rétrogrades des NMCS ont été

r . r . R
réalisés chez les souris sauvages et Sod1“*

a deux ages présymptomatiques (60 et 75 jours) et
deux ages symptomatiques (90 jours et stade final).

Une premiere évaluation de 1’état de la population totale des NMCS a été réalisée par
injection du Fluorogold (FG) au niveau de la partie cervicale de la moelle épiniére ou passent les
axones des NMCS. Les NMCS FG-positifs présents sur 8 coupes espacées a intervalle régulier
selon 1’axe rostro-caudal, ont été¢ comptés de maniere automatisée grace a un plugin que nous avons

développé sur le logiciel ImageJ. Nos résultats montrent que les souris Sod]“%*

présentent une
perte progressive des NMCS FG-positif devenant significative a partir de 90 jours (19%, p<0,01), et
atteignant 33% (p<0,001) de perte au stade final de la maladie. Afin de confirmer ces résultats et de
vérifier que la perte des NMCS FG-positifs observée n’est pas le résultat d’une altération du
transport rétrograde du FG, une révélation par hybridation in situ du géne de la mu-crystalline
(Crym), exprimé dans la couche V du cortex cérébral, et notamment par les NMCS a été réalisée.
Une perte progressive des neurones Crym-positifs a été observée en accord avec nos résultats
précédents. Par conséquent, I’ensemble de ces résultats indique que la diminution du nombre de

G86R
1 au

NMCS FG-positifs est le résultat d’une perte progressive des NMCS chez les souris Sod
cours de la maladie et non uniquement d’une incapacit¢ a transporter le FG des terminaisons

axonales vers les corps cellulaires.
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L’analyse plus précise de la distribution de la population totale des NMCS le long de 1’axe
rosto-caudal a révélé que la dégénérescence des NMCS est inégale le long de cet axe, débutant au
niveau des régions les plus caudales a 90 jours puis se propageant vers les régions plus rostrales au
stade final de la maladie. Des études ont montré que ces régions caudales se composent de NMCS
projetant sur les MnS lombaires (NMCSy omp) innervant les membres postérieurs (Kamiyama et al.,
2015). Par conséquent, nous avons voulu savoir si la perte neuronale observée dans les régions
caudales correspond a cette sous-population neuronale. Pour cela, une deuxiéme série d’injections
de FG a ¢été réalisée dans la partie lombaire de la moelle épiniére aux mémes ages que
précédemment. La quantification des NMCSy ,p indique une perte plus importante et plus précoce
que le reste de la population, significative des 60 jours.

Sachant que les souris Sod%*® développent les premiers symptomes au niveau de ces
membres, nous avons ensuite testé¢ 1’existence d’une possible relation somatotopique entre les
atteintes corticales, spinales et musculaires. La comparaison de la perte des NMCSy omp, des MnS
lombaires et de 1’état des JNM a été réalisée et a montré une perte des NMCSomp bien avant
I’atteinte des MnS lombaires. En effet, celle-ci, évaluée par le biais d’analyses fonctionnelles
(EMQG) et histologiques (MnS et JNM), n’est observée significative qu’au stade final de la maladie.

J . R
Dans leur ensemble, ces données montrent que, chez les souris Sod1“*R |

a
dégénérescence des NMCS se produit selon une relation somatotopique telle que décrite dans un
petit nombre d’études portant sur les patients SLA (Mochizuki et al., 1995; Ravits & La Spada,
2009; Zhang, Mao, et al., 2014). De plus, la comparaison de la dynamique spatio-temporelle de la
dégénérescence des NMCSiomp au cours de la maladie a celle des MnS indique que les NMCS
seraient affectés bien avant les MnS. Cela suggere que dans la SLA, la dégénérescence pourrait se
propager de maniere descendante, du cortex cérébral vers la moelle épinicre et souligne donc le role

primordial des NMCS dans la pathologie SLA et la nécessité d’identifier les mécanismes qui sous-

tendent leur dégénérescence.

Afin de mettre en évidence les signalisations moléculaires qui régissent la dégénérescence

19%0R ot de leurs

des NMCS, ces derniers ont été purifiés a partir du cortex cérébral de souris Sod
controles sauvages a deux ages présymptomatiques (30 et 60 jours) et deux ages symptomatiques
(90 et 105 jours). Une population contréle de NCP qui ne dégénére pas au cours de la maladie, a été
purifiée en parall¢le, et les deux populations neuronales ont été soumises au séquencage de leurs
ARN (RNA-seq). Les génes communs a 1’analyse des NCP ont été ensuite retirés de la liste de
genes issue de I’analyse des NMCS afin de ne conserver que les génes dont le changement
d’expression est spécifique aux NMCS et potentiellement impliqués dans leur dégénérescence

spécifique.
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L’analyse statistique des données de RNA-seq, a permis de mettre en évidence des
dérégulations transcriptomiques des 1’age présymptomatique de 30 jours, avant méme 1’observation
d’une perte des NMCS, puis s’amplifiant aux stades symptomatiques en accord avec la
dégénérescence des NMCS détectée. Ces dérégulations conduisent & un enrichissement en genes
impliqués dans les processus de survie, de mort, ou encore de réponse immunitaire et
neuroinflammatoire. La population controle des NCP présente, quant a elle, un nombre de genes
dérégulés relativement faible et constant au cours de la maladie, en accord avec 1’absence de
dégénérescence de cette population neuronale (Ozdinler et al.,, 2011). Différents profils
d’expressions géniques ont pu étre observés reflétant différentes réponses cellulaires face au
processus de dégénérescence tels que la mise en place de mécanismes de mort cellulaire ou de
survie par I’expression de genes développementaux. Sur la base de leur profil d’expression, de leur
pertinence fonctionnelle et des données de la littérature, une premiere liste de génes candidats a été
¢tablie aux ages présymptomatiques. Parmi ces premiers candidats, certains genes avaient déja été
mis en cause dans un contexte de SLA, par le biais d’analyses similaires conduites sur les MnBS
tels que le géne Scnlb. D’autres en revanche n’ont auparavant jamais fait 1’objet d’un lien avec la
maladie. Ces derniers pourraient permettre de dégager des signalisations moléculaires précoces
conduisant au dysfonctionnement initial, a la dégénérescence progressive et a la perte ultime des
NMCS. La validation de ces genes candidats sur tissu murin est actuellement en cours.

Apres validation sur tissus murins et humains, les meilleurs candidats seront soumis a des
analyses fonctionnelles dans des modeles simplifiés in vitro et in vivo chez le rongeur, par des
approches de gain ou perte de fonction et/ou des approches pharmacologiques afin de comprendre
leur implication dans la mort des NMCS. A plus long terme, ces études ont pour but de développer
de nouvelles stratégies thérapeutiques basées sur le maintien d’une population saine et fonctionnelle

de NMCS.
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ABSTRACT

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is clinically defined as the combined degeneration of the
corticospinal and corticobulbar motor neurons (CSMN) along with the bulbar and spinal motor neurons
(SMN). While a growing body of evidence points to the cerebral cortex has the potential initiation site
of ALS, little is known about the spatiotemporal dynamics of CSMN degeneration, and the molecular
pathways involved. Here, we used retrograde labelling in combination with rigorous sampling and
counting of either the whole CSMN population or only the lumbar-projecting CSMN and showed that in
Sod19**®, CSMN loss occurs in a somatotopic manner and precedes motor symptom appearance and
SMN degeneration. To gain insights into the molecular mechanisms that selectively trigger CSMN
degeneration, we purified adult CSMN from the cerebral cortex of healthy or diseased mice and
conducted a time course of RNA sequencing analysis from early presymptomatic ages to the end stage
of the disease. The results identify new and early molecular players in ALS, and provide a foundation
for the development of therapeutic approaches based on the maintenance of healthy and functional

CSMN.
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INTRODUCTION

In clinics, ALS is described as the combined degeneration of bulbar and spinal motor neurons (SMN, or
lower motor neurons) and corticospinal and corticobulbar motor neurons (CSMN, or upper motor
neurons). If SMN degeneration, which ultimately leads to respiratory muscle failure, is recognized as
the main cause of death in ALS, the cause of SMN degeneration itself remains an unresolved question,
and the attempts to promote SMN survival have failed to translate into successful therapies for ALS
patients.

ALS presents with both sporadic and familial forms. SOD 1, which encodes the Cu-Zn superoxide
dismutase 1, was the first gene linked to ALS, and accounts for about 12% of the familial cases' . Its
discovery enabled the development of multiple animal models that largely contributed to the discoveries
of the molecular pathways involved in SMN degeneration and more broadly spinal pathology4’5.

Yet, a growing body of evidence from the genetics, clinics and pathology of patients, along with
first preclinical studies, point to the cerebral cortex as a potential site of initiation of the disease®’.
Recent genetic data have established a clear link between ALS and frontotemporal dementia (FTD), a
neurodegenerative disease that affects the frontal and temporal cortices and results in behavioural and
cognitive deficits. Indeed, several common genes have been identified as mutated in ALS and FTD
familial cases, and a significant proportion of ALS and FTD patients present, over time, with
overlapping symptoms of both diseases®. In addition, the vast majority of ALS patients, whether of
familial or sporadic origin, and as much as 45% of FTD patients present with TDP-43 pathology, i.e.
toxic intra-cytoplasmic inclusions of the phosphorylated form of the TDP-43 protein®. Together,
genetic, clinical and pathological data have linked ALS and FTD, currently seen as the two extremes of
a single clinical continuum, with identified common denominators amongst which is a shared affected
region of the central nervous system, the cerebral cortex.

Extensive examination of the TDP-43 pathology in post-mortem brains from ALS patients has
shown that the motor cortex is the most affected region of the brain, along with the brain stem and
spinal cord’. Importantly, the intensity of the pathology seems to follow a sequential spreading pattern,
arising from the motor cortex and progressing to the projection sites of excitatory cortical projection
neurons, according to the so-called corticofugal hypothesis™'’. Longitudinal diffusion tensor imaging
analyses have since then confirmed the corticofugal hypothesis in patients'', pointing to the motor
cortex as the first affected region in ALS.

Both sporadic and familial ALS patients present with early cortical hyperexcitability'”.
Longitudinal studies in presymptomatic SOD/ mutation carriers revealed that the cortical
hyperexcitability develops prior to the clinical onset of ALS" and has been suggested as responsible for
the glutamatergic excitotoxicity that characterizes the disease', and for the degeneration of SMN via an

anterograde transsynaptic mechanism'.
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Finally, a knock-down of the pathogenic SOD1°** in the motor cortex of transgenic rats has been
reported as sufficient to significantly extend the survival of transgenic rats’, demonstrating for the first
time the involvement of the cerebral cortex in ALS.

Altogether, this growing amount of evidence points to the cerebral cortex as a starting point of
ALS. In this context, the CSMN, as the appointed intermediary between the cerebral cortex and the
spinal cord, appear as particularly relevant to disease onset and progression. While a limited number of
studies reported on the specific degeneration of CSMN in SODI mouse models'>'’, little is known
about its exact spatiotemporal dynamics, and the molecular mechanisms involved in CSMN initial

dysfunction, progressive degeneration and ultimate loss.
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RESULTS

The population of CSMN progressively degenerates in Sod1°*** mice

S6R
1 G

To test whether Sod mice recapitulate a progressive loss of CSMN, we performed a series of

retrograde labelling of the whole CSMN population by the injection of Fluorogold from the cervical
portion of the spinal cord of wild type and Sodl“**®
(60d: n=5 WT and 6 Sod1°"®) and 75 days (75d: n=6 WT and 3 Sod1“**") and two symptomatic ages of

90 days (90d: n=5 WT and 6 Sod°**®) and 105 days (105d: n=5 WT) or end stage (ES: n=5 Sod1“**%)

animals, at two presymptomatic ages of 60 days

(Fig. 1a). Microscopic analysis of coronal sections revealed labelled pyramidal cells located in the
cerebral cortex, spanning from Bregma 2.10 mm to Bregma -1.70 mm (Supplementary Fig. 1). Analysis
of one rostro-caudal level Bregma 0.74 mm, revealed labelled cells located in the layer V of the cerebral
cortex, spanning from the secondary motor cortex medially to the primary somatosensory cortex
laterally (Fig. 1b), in both wild type and Sod!“**® animals. Importantly, we observed a marked decrease
of labelled CSMN in the cortex of Sod!“**® mice over time (Fig. 1b,c).

To measure the gradual loss of the whole population of labelled CSMN in Sod!“**® animals, we
quantified the number of CSMN present in both hemispheres of eight equally spaced coronal sections
along the rostro-caudal axis and matched between the two genotypes (Supplementary Fig. 1), using a
plugin of the ImageJ software that we developed for the need of this study (Supplementary Fig. 2, and
Methods). The results show that the population of retrogradely labelled CSMN progressively decreased
over time in Sodl“**® animals compared to theirwild type littermates (Fig. 1d). This decrease became
significant at the symptomatic age of 90 days, and reached a loss of 33.3% by the end of the disease
(60d: 2,904.5 + 88.3 for Sod1?™ vs 3,176.0 + 102.7 for WT; 75d: 2,703.7 + 88.6 vs 3,057.3 + 168.5;
90d: 2,635.3 £ 77.6 vs 3,255.8 £ 135.8; ES/105d: 2,180.4 + 151.3 vs 3,271.4 + 52.0; Fig. 1d).

To confirm these results and exclude that the loss of CSMN could be due to a defective
retrograde transport of Fluorogold by the axons of the Sod/“**® CSMN, we took advantage of the
selective expression of the mu-Crystallin gene (Crym) by the CSMN, along with other excitatory
projection neurons of the cortical layer V'. In situ hybridization for Crym followed by quantification
(Supplementary Fig. 3), at one single rostro-caudal level (Bregma 0.14 mm) and within the layer V of
the secondary and primary motor and the most medial primary sensorimotor areas only, at 60d (n=3 WT
and 3 Sod1°°®), 90d (n=4 WT and 4 Sod1%*™®), 105d (n=4 WT and 4 Sod1°**®) and 115d/ES (n=3 WT
and 3 Sod19°™®), revealed a progressive decline of Crym-positive neurons in Sod1“**®

their wild type littermates (90d: 86.1% £ 2.9; 105d: 69.2% = 8.9; ES: 52.9% + 9.4 relative to the

mice compared to

corresponding WT population; Supplementary Fig. 3). Altogether, while the data do not rule out the
possibility that retrograde transport may be affected in CSMN over time, they indicate that the decline
of Fluorogold-labelled CSMN is not solely the result of a defective uptake or transport of the tracer,
and, together with the decrease of Crym-positive neurons in areas where CSMN are located, rather

1 G86R

reflect the progressive loss of this neuronal population in Sod mice over time.
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CSMN degeneration spreads in a caudo-rostral manner in Sod**® mice

CSMN are topographically organized along the rostro-caudal and the medio-lateral axes, and project
accordingly to different portions of the spinal cord"™ . Sampling the whole population of CSMN along
the rostro-caudal axis (Supplementary Fig. 1) enabled to test whether their degeneration was
homogeneous, or rather affected more selectively sub-populations. We thus quantified the number of
CSMN present on each of the eight selected coronal sections (Fig. 2) of wild type and Sod%*® brains
over time. Using this approach, we observed that the number of CSMN was uneven along the rostro-
caudal axis, and that CSMN were overall more numerous in the most caudal sections (Fig.2 and
Supplementary Fig. 1). At the presymptomatic ages 60d and 75d, Sod1**® brains displayed less CSMN
than their wild type counterparts, at every level analysed, but no significant difference could be detected
between the two genotypes (Fig. 2). At 90d, we observed a significant reduction of CSMN in the caudal
sections only, and this reduction was uneven amongst these sections, with a greater decrease observed at
the most caudal levels (section 5: 11.86% loss; 6: 19.23%; 7: 19.21%; 8: 29.59%; 9: 28.43%; Fig. 2). At
105d, with the exception of section 3, the loss of CSMN was significant at every level. Within the
caudal part, section 9 remained the most severely affected, with a loss of 44.48%, but overall, the most
impacted section was the rostral section 2, with a loss of 68.67% (Fig. 2). Together, the data show that

S6R
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CSMN degeneration is not even along the rostro-caudal axis in Sod mice, starts with the most

caudally located ones, and progresses rostrally over time.

Loss of lumbar-projecting CSMN occurs prior to lumbar spinal motor neuron degeneration

Because CSMN that innervate the hind limbs are mostly located caudally'®, we reasoned that they might
account for the majority of the neuronal loss observed in the most caudal sections we analysed. To test
this hypothesis, we performed a second set of retrograde labelling and injected Fluorogold from the
lumbar portion of the spinal cord of wild type and Sod1%*"
(60d: n=4 WT and 3 Sod1°**%; 75d: n=4 WT and 3 Sod1“***) and symptomatic ages (90d: n=5 WT and

5 Sod1°*; 105d: n=4 WT and ES: n=4 Sod1°**®) (Fig. 3a). Microscopic analysis of coronal sections

animals, at the same presymptomatic ages

revealed labelled cortical cells, spanning from Bregma -0.46 mm to Bregma -1.70 mm (Supplementary
Fig. 4). Each of the three levels considered showed a marked loss of CSMN from 60 days on (section 8,
Bregma -1.06 mm, Fig. 3, and sections 7 and 9, Bregma -0.46 and -1.70 mm respectively, data not
shown). Sampling and counting the Iumbar-projecting CSMN revealed a marked loss of this
subpopulation in the Sod1“**®
60 days on and progressed over time (60d: 656.3 + 16.2 for Sod1“*™ vs 750.3 +27.0 for WT; 75d:
591.7+£529 vs 788.5+17.6; 90d: 499.2+30.8 vs 810.5+16.8; ES/P105: 509.8+76.0 vs

810.5 £ 16.8; Fig. 3b). Altogether, the data show that in the Sod“**® animals, lumbar-projecting CSMN

mice compared to their wild type littermates, which was significant from

start degenerating earlier, and to a greater extent than the overall CSMN population.

S6R
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The paralysis, which progressively affects the Sod mice, typically starts in the hind limbs. In

accordance with this, spinal motor neurons (SMN) were shown to degenerate in the lumbar portion of
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the spinal cord®"*

. In order to compare the time course of lumbar-projecting CSMN degeneration to
that of lumbar SMN, we counted the number of ChAT-positive neurons present in the ventral horn of
the lumbar spinal cord of wild type and Sod“** animals over time (60d: n=5 WT and 6 Sod1*"*; 75d:
n=6 WT 3 Sod1°"%; 90d: n=5 WT and 6 Sod1“***; 105d/ES: n=5 WT 5 Sod1°"%; Fig. 3d,e.f). We failed

to detect any significant difference between Sod*

and wild type mice before the end stage of the
disease (15.3 £ 0.3 vs 19.3 £ 0.6 respectively, corresponding to a loss of 20.7%; Fig. 3¢). To exclude the
contribution of gamma motor neurons that do not degenerate during the course of ALS, and to restrict
the counting to large, alpha motor neurons, we next counted the number of large (400 pm” or above)
ventral ChAT-positive neurons (Fig. 3f). We observed an important and significant loss of large ChAT-
positive neurons at end stage of the disease (65.27%, p<0.001), and a milder and non-significant loss at
90 days of age (19.19%, p=0.237). Together, the data suggest that lumbar SMN degenerate late during
the course of the disease, and that their degeneration does not involve a massive neuronal loss, but
rather the shrinkage of their somas.

SMN degeneration in mutant Sod/ mouse models of ALS follows a Wallerian progression,
starting from the neuromuscular junction and progressing retrogradely to the soma>. To determine
when lumbar SMN degeneration starts, we performed electromyographic recordings in the
gastrocnemius (data not shown) and the tibialis anterior (Supplementary Fig. 5a,b) muscles of both hind
limbs of Sodl“*** mice, prior to their harvesting. Using this technique, neuromuscular junction
denervation was evident on 100% of end stage animals, and 66.66% of 90 day-old animals, but not on
younger animals (Supplementary Fig. 5a,b). To confirm these results, we investigated the status of the
neuromuscular junctions of the tibialis anterior muscle by immunofluorescence (Supplementary
Fig. 5¢,d). In both wild type and Sodl“**® animals we observed healthy and innervated neuromuscular
junctions, along with a small proportion of partly denervated neuromuscular junctions that displayed
discrete disconnections of the axonal terminal (Supplementary Fig. 5d). The proportion of partly
denervated neuromuscular junctions was stable across ages and genotypes (Supplementary Fig. 5¢),
indicating that their occurrence likely reflects a mild alteration of the tissue during the process of

86R
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bundles preparation. Importantly, in Sod animals only, we detected fully denervated junctions that

had lost their axonal terminal (Supplementary Fig. 5d). This phenotype was present only from 90 days

86R
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on, and progressed over time (17.7% of Sod mice at 90 days, 76.9% at end stage, Supplementary

Fig. 5¢). Thus, the data indicate that lumbar SMN degeneration starts after 75 days of age in Sodl“**F
mice.

Taken together, the data show that in a mouse model of ALS where paralysis starts in the hind
limbs, CSMN degeneration occurs in a somatotopic manner, with lumbar-projecting CSMN affected
earlier and to a greater extent than the rest of the CSMN population. In addition, the data indicate that
CSMN loss occurs before the appearance of the first signs of SMN degeneration. The spatiotemporal

dynamics of CSMN degeneration during the course of the disease in Sod“*™® mice suggests that CSMN
are likely affected before the SMN, and highlights their clinical relevance.
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Purification of adult CSMN under healthy and neurodegenerative conditions

In order to start deciphering the molecular mechanisms that govern CSMN degeneration, we compared
the gene expression profiles of CSMN purified from the cerebral cortex of adult wild type and Sod
mice. CSMN were retrogradely labelled by injecting green fluorescent microbeads into the cervical
portion of the dorsal funiculus at 25 days of age (Fig.4ab). Animals were harvested at two
presymptomatic ages, 30 and 60 days, and two symptomatic ages, 90 and 105 days (Fig. 4b). CSMN
were microdissected, dissociated and purified by fluorescence-activated cell sorting (FACS)
(Supplementary Fig. 6a). In parallel, a second population of cortical neurons, the callosal projection
neurons (CPN) located in the layers II/III of the cerebral cortex, above the labelled CSMN, were also
purified (Fig. 4a and Supplementary Fig. 6a). CPN and CSMN are close neuronal populations that share
many features: they arise from a same pool of cortical progenitors, are excitatory projection neurons and
use the glutamate as a neurotransmitter, extend axons far away from their somas and express some
common molecular markers. Yet, as opposed to CSMN, CPN do not degenerate in ALS, and CPN from
Sod1°" mice remain unaffected in spite of the ubiquitous transgene overexpression (data not shown).
We thus reasoned that the comparison between the two neuronal populations would enable us to
distinguish genes deregulated in CSMN only, and likely to be involved in their degeneration, from
genes deregulated in both CSMN and CPN, and likely to not have a detrimental effect on neuronal
survival. Importantly, CSMN and CPN were purified from the same animals. qPCR (data not shown)
and RNA sequencing (RNAseq) analyses (Supplementary Fig. 6b) confirmed that purified CSMN
expressed typical markers of cortical layer V subcerebral projection neurons such as Bclllb, Crym,
Fezf2, Ntngl and Pcp4, and did not express typical upper layer projection neuron markers such as Cux/,
Cux2, Lhx2, Plxndl or Ptn'"*** (Supplementary Fig. 6b). Conversely, CPN expressed typical cortical
upper layer projection neuron markers, and not cortical layer V subcerebral projection neuron markers

(Supplementary Fig. 6b).

RNAseq analysis reveals early transcriptional alterations that increase as CSMN degenerate

The comparison between WT and Sod/**" CSMN samples revealed respectively 25 and 42
significantly up- and down-regulated genes at 30 days, 6 and 36 up- and down-regulated genes at 60
days, 333 and 424 up- and down-regulated genes at 90 days, and 55 and 194 up- and down-regulated
genes at 105 days of age (Fig. 4c). The comparison between WT and Sod“**® CPN samples revealed
respectively 52 and 82 up- and down-regulated genes at 30 days, 15 and 18 up- and down-regulated
genes at 90 days, and 27 and 33 up- and down-regulated genes at 105 days of age (Fig. 4c).
Comparisons between the two neuronal populations at each age revealed few common genes: 2 up-
regulated genes at 30 days, 3 up-and 3 down-regulated genes at 90 days and 1 up and 1 down-regulated
genes at 105 days (Fig. 4c). Together, the data show that significant transcriptional deregulations occur
selectively in CSMN at presymptomatic ages, and as early as 30 days. They become much more

numerous when degeneration becomes detectable at the level of the whole CSMN population, at 90
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days of age, and remain considerable in the later symptomatic age of 105 days. In comparison, CPN
transcriptional deregulations remain modest at all ages analysed. Importantly, very few common genes
are found between the two neuronal populations, confirming the absence of degeneration of the CPN
population and suggesting that the two neuronal populations cope differently with the overexpression of

the mutant Sod 1%}

transgene.

To obtain insights into the mechanisms of CSMN degeneration, we conducted gene ontology
(GO) analysis for biological processes on the genes selectively deregulated in CSMN only (Fig. 4d).
The 30 days and 60 days lists were too short to return results in GO. Analysis at 90 days resulted in one
single category, the single-organism metabolic process that comprised 99 genes and had a fold
enrichment of 1.58 (Fig. 4d). Gene ontology (GO) analysis for cellular components revealed the
involvement of the cytoplasm, intracellular, and intracellular membrane-bound organelles, the
endoplasmic reticulum and extracellular organelles, vesicles and exosome (data not shown). Together,
the data reflects important alterations in cellular functions, in accordance with the degeneration that
takes place in CSMN at this age. At 105 days, GO analysis for biological processes returned the
involvement of four major processes (Fig. 4d). The first two categories, positive regulation of biological
processes (79 genes, fold enrichment of 1.68) and regulation of response to stimulus (54 genes, fold
enrichment of 1.85) included genes involved in inflammation and immune response, such as
chemokines, antigens, stimulator of interferon and members of the complement (data not shown). In the
third and fourth categories, regulation of multicellular organismal process (50 genes, fold enrichment of
2.08) and single-organism process (142 genes, fold enrichment of 1.33), most of the genes were found
in relation to development (Fig. 4c). Together, the data suggest that as CSMN degeneration progresses,
neuroinflammation and immune response may be induced, and developmental processes may be

reactivated.

RNAseq analysis reveals various patterns of transcriptional regulations

Next, we separated the up- from the down-regulated CSMN-specific differentially regulated genes and
compared them across ages (Fig. 5a). With the threshold initially set up, we found few common genes
across ages. Yet, the hierarchical clustering of the CSMN gene expression profiles by the z-score
represented on heatmaps, revealed subgroups of genes amongst the up- and down-regulated genes
(Fig. 5b). Three main profiles that could be identified amongst the up-regulated genes are: genes
similarly up regulated at all ages, as illustrated by Emb, Fgf9, Gmpr, Nrip3, Parml or Tekt 5 (Fig. 6a);
genes with increased expression over time, such as Adamtsl5, Lhfpl5 of Tmem74 (Fig. 6b); genes with
decreased expression over time, such as Amn, Postn or Tspanl7 (Fig. 6¢). Such dynamics may also exist
between the down-regulated genes, but were more difficult to identify with the chosen method of
analysis. We identified mostly genes that displayed constant down-regulation such as Fnbpl/, Ndst3 and
Prssi2 (Fig. 6d).
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Confirmation of Scn1b early up-regulation by immunofluorescence

To confirm the RNAseq results, we undertook a series of validations by histological approaches, using
in situ hybridization and immunohistochemistry (data not shown) or immunofluorescence (Fig. 7) on
wild type and Sod1“**® brains. Amongst genes of interest, Scnlb was found significantly up-regulated at
both 30 and 60 days of age in Sod“*® CSMN compared to wild type CSMN, and while its expression
decreased over time in transgenic samples, it remained greater than in wild type samples at all ages

S6R -
1¢ mice, we ran an

considered (Fig. 7a). To confirm Scnlb up-regulations in CSMN for Sod
immunofluorescence on brain coronal sections from 60 day-old wild type (n=6) and Sodl G8R (n=6)
animals. SCN1B was found at low levels in the cerebral cortex of wild type mice and was more easily
detected medially in the retrosplenial cortex and in the layer V of the neocortex laterally (Fig. 7b),
confirming the higher expression in CSMN versus CPN observed by RNAseq (Fig. 7a). In transgenic
animals, SCN1B expression was overall higher than in their wild type counterparts. Closer examination
of the layer V revealed SCN1B expression in the cytoplasm of large cells, and a large increase of
expression in cortical layer V from Sod“**® brains compared to their wild type littermates. Importantly,
co-localization with DAPI revealed that in Sodl“**® brains, SCNIB expression was found in cells
presenting either healthy (Fig. 7b, arrows) or pyknotic nuclei (Fig. 7b, arrowheads), while only healthy
nuclei could be detected within the wild type layer V SCN1B-positive cells. Taken together, these data

confirms that Senlb is up-regulated in Sod1“**® CSMN at presympotmatic ages, and that its increased

expression correlates with neurodegeneration.
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DISCUSSION

Here, we report that CSMN degeneration and loss start very early in Sod*™ mice, prior to SMN first
signs of degeneration, and occur in a somatotopic manner. In addition, we show that excitatory neuron
populations can be purified from individual adult mouse cerebral cortex under healthy and diseased
conditions, and be transcriptionally profiled by RNAseq. Comparison between genes found deregulated
in Sod19**® CSMN and CPN at various pre- and symptomatic ages enabled to identify genes selectively

deregulated in CSMN only, and likely to be involved in their specific degeneration.

CSMN degeneration, along with SMN degeneration, is a sine qua non condition to diagnose ALS. In
clinics, CSMN dysfunction and degeneration translate into slowness of motion, clonus, hypereflexia, the
Babinski sign and spasticity®'*. These symptoms are extremely difficult to assess in rodents. To
circumvent this difficulty, CSMN degeneration in animal models has been assessed by histology. Zang
and Cheema (2002) were the first authors to apply retrograde labelling techniques and showed that
SODI19**™ mice recapitulate CSMN degeneration'’. These data were confirmed in the SOD1%*
mouse model by Ozdinler and collaborators (2011) who also demonstrated the decrease of multiple
layer V subcerebral projection neuron-specific markers'®. These first studies demonstrated that mutant
SODI mouse models of the disease recapitulated CSMN degeneration as observed in post-mortem
tissues”'*. Here, we first employed retrograde labelling to show that mice overexpressing a mutant of
the murine Sod! gene also display progressive loss of CSMN (Fig. 1). We confirmed these results by

86R
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showing that the motor areas of Sod mice present with decreased numbers of cortical layer V

Crym-positive neurons over time in comparison with controls (Supplementary Fig. 3). Importantly,

RNAseq analysis of purified CSMN revealed that Crym expression is maintained over time in CSMN,

86R
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in both wild type and Sod conditions, ruling out the possibility that the progressive diminution of

.. . S86R
Crym-positive neurons in Sodl®

mice could result from a decreased expression of its mRNA.
Together, the Fluorogold and Crym-positive neurons counting enabled to conclude that CSMN cell
bodies progressively disappear from the brain of Sod1“**® mice, and that this is not due only to potential

affected retrograde transport or to the decreased expression of selective markers.

As opposed to the former studies, we developed an approach to sample the whole CSMN population.
This enabled to demonstrate that CSMN loss is not even along the rostro-caudal axis and affects
primarily the caudally located ones (Fig.2), suggesting that CSMN degeneration may occur in a

somatotopic manner. Indeed, CSMN are organized topographically along the rostro-caudal and medio-

26,27,28 18,19,29

lateral axes both in human and in rodents . In mice, most of the caudally located CSMN

innervate the hind limbs via projections to the lumbar portion of the spinal cord'®. Interestingly,
similarly to mutant SOD1 patient carriers who present with first motor symptoms in the legs®, Sod 1"

21,22

mice develop first motor symptoms in the hind limbs in which muscles are innervated by SMN

located in the lumbar portion of the spinal cord. Retrograde labelling of lumbar projecting CSMN
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(Fig. 3) revealed an early, marked and progressive decrease in Sodl?" mice compared to their wild
type littermates, demonstrating that this murine model also recapitulates the somatotopic relationship
between the impaired body regions and the affected cortical areas, which characterizes the disease in

31-33

patients” 7, and this, in spite of the differences between the mouse and human corticospinal tract

organization and projections within the spinal cord.

A growing body of recent evidence points to the cerebral cortex as a starting point of ALS in patients.
As appointed intermediary between the cerebral cortex and the spinal cord, the CSMN may convey
neurodegeneration from the brain to the spinal cord. How this transmission would occur remains an
open question. Another possibility would be that a minimal number of properly functioning CSMN is
mandatory for SMN function and survival. Here, we show that lumbar-projecting CSMN are lost in
Sod19°® mice long before the appearance of the motor symptoms (Fig. 3 and Supplementary Fig. 5). It
is thus possible that SMN degeneration simply arise when the spinal neurons cannot cope any more with
the progressive loss of upstream CSMN. It would thus be particularly interesting to test this hypothesis
by determining how SMN would behave in response to an experimentally induced selective death of

CSMN.

Transcriptomics, amongst other techniques, has largely contributed to our understanding of the

molecular pathways leading to SMN degeneration (reviewed in **

), and will likely largely contribute
to our understanding of the molecular mechanisms behind CSMN degeneration as well. With this in
mind, we sought to decipher the transcriptomic alterations that progressively take place in CSMN as
they degenerate in Sodl“**® mice. To this end, we adapted a method of purification of cortical excitatory
neuron populations developed by researchers in the field of corticogenesis'’ to the field of
neurodegeneration (Fig. 4 and Supplementary Fig. 6). We thus purified CSMN and CPN from the

cerebral cortex of wild type and Sodl"

mice at various adult ages, corresponding to pre- and
symptomatic ages, and conducted RNAseq analysis. To our knowledge, this is the first report on cortical
projection neuron purification by FACS from the adult mouse brain. In addition, this new technique
offers the advantage to use the neurons of a single mouse brain as one true replicate, instead of pooling

together the neurons from several animals'”’

, providing an adapted response to ethical requirements
related to animal numbers and to statistical analysis requirements. Importantly, the use of purified
neurons as opposed to whole tissue, in this case the whole cerebral cortex or the whole cortical motor
areas, insures to unravel CSMN-specific genes that may not come out of whole tissue analysis. While
the whole tissue could have been used as control, as this has been done for instance to highlight SMN-
specific deregulated genes from the rest of the spinal cord of ALS patients versus controls®, we have
chosen instead the CPN as control. Indeed, the cerebral cortex is composed of up to 80% of
glutamatergic excitatory projection neurons amongst which CSMN constitute only a discrete neuronal

population. In a mouse model where mutant Sod/ gene is ubiquitously overexpressed, it is likely that

common deregulated genes may be found across multiple cortical excitatory neuronal populations,
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whether or not they degenerate during the course of ALS.

Comparison amidst CSMN-specific and CPN-specific deregulated genes between wild type and
Sod19*® mice, at pre- and symptomatic ages enabled to identify genes that may be central to selective
CSMN degeneration in the context of ALS. Interestingly, we found that the numbers of CPN-specific
deregulated genes remain constant over time (Fig. 4c), in accordance with the maintenance of this

neuronal population in Sod"

mice (data not shown). The numbers of CSMN-specific deregulated
genes instead increases with time to pick at 90 days of age (Fig. 4c), which corresponds to the age at
which a significant decrease of CSMN numbers, can be monitored in these animals (Fig. 1), reflecting,
as expected, major transcriptional alterations taking place when neurodegeneration starts affecting the
whole CSMN population. Temporal analysis of the CSMN-specific deregulated genes revealed different
profiles (Fig. 5,6). Specifically, amongst the up-regulated ones, we identified three main temporal
profiles: genes similarly up-regulated at all four time points, genes up-regulated at early time points and
decreasing over time, and genes which expression increases with time. These may reflect i) a cell-type
specific effect of constant overexpression of the mutant Sod/ gene, ii) an overall decreased survival or
increased degeneration of the whole CSMN population, iii) potential attempts of CSMN to counteract
degeneration, potentially by re-expressing developmental genes (Fig. 4d). Interestingly, few numbers of
genes are found specifically deregulated in CSMN at the presymptomatic ages of 30 and 60 days
(Fig. 4c). Amongst them, some might be responsible for the initial dysfunction, progressive
degeneration and ultimate death that affect CSMN over time. This might be the case of Scnib (Fig. 7)
that we found up-regulated in CSMN at the transcriptional level (Fig. 7a) and at the protein level
(Fig. 7b). Scnilb encodes the sodium voltage-gated channel beta-subunit 1, and has been linked to
epilepsy and cardiac diseases”. Voltage-gated sodium channels are multimeric protein complexes
essential for the action potential generation, and consist of a central pore-forming alpha-subunit and two
beta-subunits. Sodium channel beta-1 subunits modulate channel voltage-dependence and gating, cell
surface expression of the channel, and cell-cell and cell-matrix adhesion. Interestingly, Scn /b was found
up-regulated in Me5 neurons from Mecp2”” mice, a model of Rett syndrome, in comparison to wild

types, and may be at least partly responsible for the hyperexcitability of the Me5 neurons in this

40 86
1 ]G bR

model™. It is thus possible that Scnib up-regulation in Sod CSMN may result in neuronal
hyperexcitability and potentially contribute to the cortical hyperexcitability that characterizes
symptomatic and presymptomatic ALS patients". Further functional analyses are required to reveal the
role of Scnlb and other early-deregulated genes in CSMN function and survival, while their validation
on patient tissues will be necessary to confirm their relevance to the Human disease. With these current
limitations in mind, the data have the potential to inform the development of targeted therapies based on

the maintenance of a properly functional population of CSMN in ALS.
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MATERIAL AND METHODS

Animals

All animal experiments were performed under the supervision of authorized investigators and approved
by the local ethical committee of Strasbourg University (CREMEAS, agreements # 00766.01 and 1534—
2015082617403748). Transgenic male mice with the G86R murine Sod/ missense mutation’' were
obtained from the animal facility of the Faculty of Medicine, University of Strasbourg. Non-transgenic
age-matched male littermates served as controls. Mice received water and regular rodent chow ad
libitum. Sod1°**® animals were followed daily, and disease progression was rated according to a clinical
scale going from score 4 to 0, as we previously described *. End stage animals were harvested between

22
score 1 and 0 *.

Retrograde labelling of CSMN

Mice were deeply anaesthetized with intraperitoneal (i.p.) injection of ketamine (Imalgéne 1000®,
Merial, France; 100 mg/kg body weight) and xylazine (Rompun 2%®, Bayer, Germany; 13 mg/kg body
weight) solution and placed on a heating pad. A precise laminectomy was performed in cervical (C3-
C4) or lumbar (L1-L2) region of the spinal cord, depending on the experiment, and the animals were
positioned below a nanojector (Nanoject II, Drummond Scientific, PA, USA) mounted on a stereotaxic
micromanipulator. Using pulled glass capillaries, the dura was punctured, the capillary lowered to the
dorsal funiculus and five pressure microinjections of 23 nl of Fluorogold (Fluorchrome, CO) or green
fluorescent microbeads (Green Retrobeads, Lumafluor Inc., NC, USA), were performed on each side of
the dorsal funiculus.

For cervical CSMN quantification, Sod/“**® mice and their wild type littermates were injected at
55, 70, 85 and 100 days of age. Five days after Fluorogold injection, or upon reaching end stage of the
disease, the animals were deeply anaesthetized by an i.p. injection of ketamine/xylazine (100 mg/kg;
13 mg/kg) and subjected to electromyographic recordings of the tibialis anterior and the gastrocnemius
muscles of both limbs. The animals were then transcardially perfused with cold 0.1M PBS, followed by
cold 4% PFA in 0.1M PBS. The brain, spinal cord, tibialis anterior and gastrocnemius muscles were
collected.

For lumbar CSMN quantification, Sod**®

mice and their wild type littermates were injected at
55, 70, 85 and 100 days of age. Five days after Fluorogold injection, or upon reaching end stage of the
disease, the animals were perfused and the brains were collected.

For FACS experiments, Sodl“**® mice and their wild type littermates were injected with
microbeads at 25 days of age, and CSMN purification were performed at 30, 60, 90 and 105 days of

age.

CSMN quantification

Brains from Fluorogold injected animals were cut in 40 um thick coronal sections on a Leica VT 1000S
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vibratome (Leica Biosystems, Germany) and mounted on slides with DPX mounting solution (06522-
100ML; Sigma-Aldrich, MO, USA). Sections were imaged under an Axiolmager.M2 fluorescence
microscope (Carl Zeiss, Germany) equipped with a structured illumination system (ApoTome.2; Carl
Zeiss), a highly sensitive black and white camera (Hamamatsu, Japan) and the ZEN 2 software (Carl
Zeiss). For mice injected in the cervical portion of the spinal cord, all FG-positive neurons present on
both hemispheres of eight equally spaced coronal sections, separated by 480 um, spanning from to
relative to Bregma were counted. For mice injected in the lumbar portion of the spinal cord, all FG-
positive neurons present on both hemispheres of three equally spaced coronal sections, separated by
480 um, spanning from to relative to Bregma were counted. CSMN quantification was performed using
a plugin of ImageJ (1.48k; NIH, MD, USA) (Supplementary Fig. 2). In brief, the plugin creates first a
reversed image and performs a noise reduction with the ‘Median filter’. A Gaussian blur filtered image
is then created and subtracted from the non-blurred image. The result is handled by the ‘rolling ball
radius Subtract Background’ algorithm. The edges of the cells are the sharpened and enhanced by the
‘Unsharp Mask filter’. The user then sets the threshold that will be used for the determination of black
and white pixels of the binarized image version. The image is then binarized with the ‘Make Binary
function’ and subjected to several morphological operations to close and fill holes in cells (‘erode and
dilate’), eliminate small objects and separate touching cells by ‘watershed segmentation’. If needed, the
user can further separate touching cells (white line drawing between cells), complete the filling of the
holes (black brush drawing) and define a ROI. Cells are then counted with the ‘Analyse particles’

function. The plugin automatically exports the results as a spreadsheet file and an image file.

In situ hybridization and Crym-positive neuron quantification

cDNA clone for Crystallin-mu (Crym) is a kind gift from the Arlotta lab. Riboprobes were generated as
previously described'’. Nonradioactive in situ hybridization was performed on 40 pm vibratome coronal
brain sections 0.14 mm anterior to Bregma. Selected sections were mounted on Superfrost plus slides
(Thermo Fisher Scientific, MA, USA) and processed using reported methods™'. Bright field 10X tiles
images were acquired with a Eclipse E800 (Nikon, Japan) microscope equipped with a Digital Sight
DS-Ril camera (Nikon) and run by the Nis Elements 4.0 software (Nikon). Crym-positive neurons were
manually counted, on both hemispheres, within layer V, from M2 medially to S1 laterally by two

experimenters blinded to the age and the genotype.

Spinal motor neuron quantification

The C1-C4 cervical, T1-T4 thoracic and L1-L4 lumbar levels of spinal cord were cut on a vibratome
into coronal sections of 40 um. For each region, four nonadjacent sections spaced by 320 pm were
labelled by immunohistochemistry as previously described®, using a goat anti-choline acetyltransferase
(ChAT) antibody (Merk Millipore, MA, USA) and a biotinylated donkey anti-goat IgG (Jackson
ImmunoResearch, PA, USA). Two images (one per ventral horn) per section were captured using an

Axiolmager.M2 microscope (Carl Zeiss) equipped with a high-resolution B/W camera (Hamamatsu)
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and run by the ZEN 2 software (Carl Zeiss). Two types of counting were performed by experimenters
blinded to the age, genotype and portion of the spinal cord: 1) total number of ChAT-positive neurons
and 2) ChAT-positive neurons with an area >400 um®. Cells bodies sizes were determined using ImageJ

(NIH).

Electromyography

Electromyography was performed as previously described (Rouaux et al., 2007), in both the tibialis
anterior and the gastrocnemius muscles. Briefly, mice were anaesthetized with a solution of
ketamine/xylazine (100 mg/kg; 13 mg/kg) and kept under a heating pad to maintain a physiological
muscle temperature (= 31°C). A concentric needle electrode (Medtronic, MN, USA) was inserted into
the muscle, and a monopolar needle electrode (Medtronic) was inserted into the tail of the mouse to
ground the system. Electrical activity was monitored on muscles of both limbs for at least 2 min.
Spontaneous activity was differentiated from voluntary activity by visual inspection. Only spontaneous

activity with a peak-to-peak amplitude of at least 50 uV was considered to be significant.

Neuromuscular junction staining and morphological analysis

Tibialis anterior muscles were dissected into bundles and processed for immunofluorescence with a
rabbit anti-synaptophysin antibody, a rabbit anti-neurofilament antibody (Eurogentec, Belgium)
followed by Alexa-conjugated donkey anti-rabbit 488 (Jackson ImmunoResearch) and rhodamine-
conjugated o-bungarotoxin (Sigma-Aldrich), as previously described (ref). Neuromuscular junctions
(NMlJs) analysis was performed by an independent age and genotype-blinded observer, directly under
Axiolmager.M2 microscope (Carl Zeiss) equipped with a high-resolution B/W camera (Hamamatsu)
and run by the ZEN 2 software (Carl Zeiss). On average 500 NMJs per animals were examined. NMJs
were considered as partially denervated when the presynaptic nerve terminal labelled with
synaptophysin was partially observed from the postsynaptic region labelled with a-bungarotoxin, and
denervated when the presynaptic nerve terminal was totally absent. Representative NMJs were imaged

using the same microscope setting.

CSMN and CPN purification

86R : .
19%® mice. Mice were

Purification of CSMN and CPN were performed in parallel from same WT or Sod
deeply anaesthetized with an i.p. injection of ketamine/xylazine (100 mg/kg; 13 mg/kg) before
decapitation. The brains were placed into a stainless steel coronal brain matrix (Harvard Apparatus,
MA, USA), and 1 mm sections were transferred under a fluorescence SMZ18 microscope (Nikon). The
layer V containing labelled CSMN and the upper layer II/IIl above were microdissected from four
coronal sections and collected in separate tubes filled with iced HABG (Hibernate A (BrainBits, UK),
B27, Glutamax (Gibco; Thermo Fisher Scientific) and 0.IN NaOH). The microdissected tissues were
enzymatically digested with 34 U/ml papain at 37°C for 30 min. Cells were mechanically dissociated by

gentle trituration in iced HABG, filtered through 70 pm cell strainer (Falcon; Corning, NY, USA) and
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subjected to density centrifugation through a three-density step gradient of Percoll (Sigma-Aldrich) as
described”. Upon centrifugation, the cell pellets were resuspended in cold PBS and fixed with 70%
ethanol for 30 min at 4°C. Fixed cells were centrifuged to eliminate ethanol and resuspended in 0.1M
PBS complemented with RNAse inhibitors (Promega, WI, USA). Microbeads-labelled CSMN were
purified using the FACS Ariall (BD Biosciences, NJ, USA), based on their fluorescence, size and
granularity. Unlabelled CPN were purified by FACS based on their size and granularity. Approximately
2,000 CSMN and exactly 2,000 CPN were obtained from each adult mouse brain and were used as
individual biological replicates for RNA sequencing. Upon purification, neurons were centrifuged and

frozen as cell pellets.

RNA sequencing

Full-length cDNA were generated from frozen cell pellets using the SMART-Seq v4 Ultra Low Input
RNA kit for Sequencing (Clontech, CA, USA) according to the manufacturer’s instructions. 11 cycles
of cDNA amplification were performed using the Seq-Amp polymerase. 600 ng of pre-amplified cDNA
were then used as input for Tn5 transposon tagmentation by the Nextera XT kit (Illumina, CA, USA)
followed by 12 cycles of library amplification. Following purification using Agencourt AMPure XP
beads (Beckman Coulter, CA, USA), the size and concentration of the libraries were assessed on an
Agilent 2100 Bioanalyzer. The libraries were then loaded in the flow cell at a concentration of 3 nM,
clusters were generated by using the Cbot and sequenced on the Illumina HiSeq 4000 system as paired-

end 2x50-base reads, following Illumina’s instructions.

RNA sequencing analyses

Comparisons between the Sod/“**® and WT CSMN, and the Sod!?*® and WT CPN samples were
performed at each age using the method proposed by Love et al. (2014) “ implemented in the DESeq2
Bioconductor library (DESeq2 v1.6.3). Two models were adjusted for the CSMN and CPN respectively
at each age. Independent filtering based on the mean of normalized counts was performed in order to
filter out the genes that have no or little chance of showing significance evidence of differential
expression. Genes with high Cook’s distance were also filtered out. Resulting p-values were adjusted
for multiple testing using the Benjamini and Hochberg (1995)" method. Average of read counts
normalized and divided by gene length for each condition and an estimation of the log2Fold-Change for
each comparison was made. A threshold of |log2FoldChange| > 1 and adjusted p-value <0.05 was

chosen to identify significantly differentially expressed genes between Sodl“*™®

and WT samples for
each age and neuronal population. To create a heatmap, z-scores were calculated from the relative
averages and the standard deviation of either CSMN or CPN gene expression levels. An unsupervised
hierarchical clustering using uncentered Pearson correlation and average linkage was generated with

Gene Cluster 3.0 and the dendrogram was created with Java Treeview 1.1.614.
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Enrichment analyses

Enrichment analyses of the over-representation of biological processes were carried out with the Gene

Ontology Consortium website (Gene Ontology Consortium, Genome Res. 2001; 8:1425-33).

Immunofluorescence

Immunofluorescence for SCN1B was carried on as previously described (Arlotta, 2005) on 60 day-old
brain coronal sections (Bregma -1.70), using rabbit anti-SCNIB (Cell Signaling Technology, MA,
USA) and Alexa 546 goat anti-rabbit antibodies (Invitrogen, CA, USA) together with DAPI (Sigma-
Aldrich).

Statistical analyses

Data are expressed as the means + SEM (standard error of the mean). Statistical analyses were
performed using GraphPad Prism 6 (GraphPad, CA, USA). Multiple t-tests corrected for multiple
comparisons using the Holm-Sidak method were used to analyse CSMN and SMN counting, occurrence

of denervated NMJ and of positive EMG recordings.
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: CSMN progressively degenerate in Sod1**® mice.

a. Schematic of the experimental design. b. Representative negative fluorescence images of brain coronal sections
(Bregma 0.74 mm) showing Fluorogold-labelled CSMN in the cerebral cortex of wild type and Sod“** mice of 60, 75, 90 and
105 days of age (wild type) or end stage (Sod1%™). Red shapes indicate the positions where close-ups were acquired. ¢. Close-
ups showing the progressive loss of labelled CSMN over time in the cerebral cortex of Sod“**® mice (lower panels) compared
to their wild type littermates (upper panels). d. Bar graph representing the average number of CSMN present on eight equally
spaced coronal sections along the rostro-caudal axis and representing the progressive loss of CSMN over time in the brains of
Sod1“**% mice (orange) compared to their wild type littermates (grey). *** p<0.001. Scale bars: 200 pm in b. and 50 pm in c.

Figure 2: In Sod1 G36R

mice, CSMN degeneration starts caudally and progresses rostrally
Graphs representing the average number of Fluorogold-labelled CSMN counted on both hemispheres of equally spaced coronal
sections 2 (Bregma 2.10 mm) to 9 (Bregma -1.70 mm) of Sod!“**® mice (orange) and their wild type littermates (grey) at 60,

75,90 and 105 days of age (wild type) or end stage (Sod]GMR). * p<0.05; *** p<0.01; *** p<0.001.

Figure 3: Lumbar-projecting CSMN degenerate before lumbar SMN

a. Schematic of the experimental design. b. Bars graph representing the average number of CSMN present on three equally
spaced caudal coronal sections and representing the early and progressive loss of lumbar-projecting CSMN over time in the
brains of Sod1%*® mice (orange) compared to their wild type littermates (grey). ¢. Representative negative fluorescence images
of brain coronal sections (Bregma -1.06 mm) showing the decreased number of Fluorogold-labelled CSMN in the cerebral
cortex of Sod1“**® mice at 60 days of age and at end stage, compared to their wild type littermates. d. Representative images of

coronal sections of the spinal cord of wild type and Sodl“**

mice at 60 days of age and at 105 days / end stage showing
ChAT-positive neurons present in the ventral part of the spinal cord. Arrows indicate large ChAT-positive neurons, arrowheads
indicate smaller or shrank ChAT-positive neurons. e. Bar graph representing the average number of ChAT-positive neurons
counted in the ventral part of lumbar spinal cord sections of wild type (grey) and Sod“**® mice (orange) at 60, 75, 90 and 105
days of age / end stage. f. Bar graph representing the average number of large ChAT-positive neurons, with an area > 400 pm2,
counted in the ventral part of lumbar spinal cord sections of wild type (grey) and Sod“**® mice (orange) at 60, 75, 90 and 105

days of age / end stage.* p<0.05; *** p<0.01; *** p<0.001. Scale bars: 100 pm in ¢. and 50 pm in d.

Figure 4: RNAseq analysis on purified CSMN and CPN from adult wild type and Sod! GER mice

a. Schematic representation of the experimental design. b. Schematic representation of ages of CSMN labelling and CSMN and
CPN harvesting. ¢. Venn diagrams showing the relative numbers of deregulated genes between the two neuronal populations at
each age analysed. d. Gene ontology analysis of enriched biological processes at symptomatic ages. #, number of genes in the
category; FE, fold enrichment.

Figure 5: Analysis of CSMN-specific up- and down-regulated genes across ages

a. Venn diagrams showing the numbers of CSMN-specific up- (orange, left panel) and down-regulated genes (blue, right
panel) at each four ages analysed. b. Heatmaps representing the hierarchical clustering of CSMN-specific up- (left) and down-
regulated genes (right). Each column represents a condition, each line a gene. The heatmap colors indicate the z-score of gene
expression level. The Z-scores were calculated from the relative averages and the standard deviation of either CSMN or CPN
gene expression levels. Orange corresponds to high expressions, blue to low expressions.

Figure 6: Profiles of the expression of CSMN-specific up- and down-regulated genes
Graphs representing relative gene expressions across sample types and over time. a. CSMN-specific up-regulate genes with a
stable expression. b. CSMN-specific up-regulate genes with increased expression over time. ¢. CSMN-specific up-regulate

genes with decreased expression over time. d. CSMN-specific down-regulated genes.

Figure 7: Validation of Scnlb presymptomatic up-regulation in SodI G86R CSMN

a. Graph representing Scnlb relative expression across sample types and over time. b. Representative fluorescence images of
brain coronal sections (Bregma -1.70 mm) showing SCN1B expression (yellow) and DAPI staining (blue) in the cerebral
cortex of 60 day-old wild type and Sod!“**® mice. Arrows point to healthy nuclei, arrowheads to pyknotic nuclei. Scale bars:
200 um and 50 pm in close-ups.
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Marques et al., Figure 1
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Marques et al., Figure 2
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Marques et al., Figure 4
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Marques et al., Figure 5
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Marques et al., Figure 6
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Marques et al., Figure 7
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SUPPLEMENTARY FIGURE LEGENDS

Supplementary Figure 1: Retrograde labelling of CSMN as a result of Fluorogold injections in the cervical portion of
the spinal cord

Representative negative fluorescence images of brain coronal sections numbered 1 (Bregma2.58 mm) to 10 (Bregma -
2.30 mm) showing Fluorogold-labelled CSMN in the cerebral cortex of a 90 day-old wild type mouse. Upon Fluorogold
injection into the cervical portion of the dorsal funiculus, labelled CSMN were consistently observed from section 2
(Bregma 2.10 mm) to 9 (Bregma -1.70 mm). Scale bar: 1 mm.

Supplementary Figure 2: ImageJ plugin developed to quantify the number of CSMN on thick vibratome sections

a. Opening of the original image. b. Application of the ‘Invert’ function and of the ‘Median’ filter. ¢. Creation and subtraction
of a Gaussian blur filtered image from the non-blurred image, followed by the application of the ‘Subtract Background’
algorithm. d. Sharpening and edge enhancement with the ‘Unsharp Mask’ filter. e. Manual Threshold adjustment for the
creation of a black and white image. f. Image binarization with the ‘Make Binary’ function followed by successive ‘erode and
dilate’ operations to close and fill holes in cells, and watershed segmentation of touching cells. g. Additional manual watershed

and holes filling if needed, and ROI drawing. h. Cell counting within the ROI, with the Analyse particles function.

Supplementary Figure 3: The population of Crym-positive neurons progressively disappears from the layer V of the
motor cortex of Sod1°*** mice

a. Representative images of in situ hybridization on brain coronal sections (Bregma 0.14 mm) of end stage Sodl“**® and 115
day-old wild type control mice showing decreased Crym expression in the layer V of the cerebral cortex. Dotted red rectangles
indicate the areas where Crym-positive neurons were counted. b. Close-ups of the M1 area. ¢. Bar graph representing the
percentage of Crym-positive neurons in Sodl“**® mice (orange) relative to their wild type littermates (grey). * p<0.05; **
p<0.01. Scale Bar =200 pm in a. and 100 pm in b.

Supplementary Figure 4: Retrograde labelling of CSMN as a result of Fluorogold injections in the lumbar portion of
the spinal cord

Representative negative fluorescence images of brain coronal sections numbered 1 (Bregma 2.58 mm) to 10 (Bregma -
2.30 mm) showing Fluorogold-labelled CSMN in the cerebral cortex of a 90 day-old wild type mouse. Upon Fluorogold
injection into the lumbar portion of the dorsal funiculus, labelled CSMN were consistently observed from section 7 (Bregma -

0.46 mm) to 9 (Bregma -1.70 mm). Scale bar: 1 mm.

Supplementary Figure 5: In Sod1 ¥R mice, NMJ denervation starts at P90

a. Bar graph representing the proportion of animals presenting or not (grey) some denervation (orange) during
electromyography (EMQG) recording. b. Representative images of innervated and denervated muscles assessed by EMG. ¢. Bar
graph representing average proportions of innervated (grey), partly denervated (orange) of fully denervated (red)
neuromuscular junctions (NMJ) upon staining and microscopic analysis of one tibialis anterior muscle of wild type Sodl“**®
mice at 60, 75, 90 and 105 days of age or end stage (ES). d. Representative maximum intensity projection images of z-stacks of
typical innervated, partly or fully denervated NMJ from 90 day-old Sodl**® and wild type mice. * p<0.05; *** p<0.001. Scale

Bar=10 pm.

Supplementary Figure 6: Adult CSMN and CPN purification by FACS

a. Representative image of a brain coronal section showing green fluorescent microbeads-labelled CSMN within layer V of the
motor and somatosensory areas, and representing the two microdissected areas (left), along with representative FACS plots
(right) of CPN (top) and CSMN (bottom) purifications. b. RNAseq gene expression profiles of typical cortical layer V
subcerebral projection neuron markers showing their enrichment in purified CSMN versus CPN at all ages and for both
genotypes. ¢. RNAseq gene expression profiles of typical cortical layer II/III callosal projection neuron markers showing their

enrichment in purified CPN versus CSMN at all ages and for both genotypes.
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Marques et al., Supplementary Figure 1

FLUOROGOLD - Retrograde Labelling from the Cervical Spinal Cord
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Marques et al., Supplementary Figure 2
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Marques et al., Supplementary Figure 3
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Marques et al., Supplementary Figure 4

FLUOROGOLD - Retrograde Labelling from the Lumbar Spinal Cord
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Marques et al., Supplementary Figure 5
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Marques et al., Supplementary Figure 6
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2. Développement d’une approche expérimentale permettant la
purification de populations de neurones corticaux a partir de
cerveaux individuels de souris adultes

(Publication 2, en préparation)

Pour comprendre le role spécifique des différents types cellulaires et leur implication
physiologique ou dans certaines pathologies ou leur atteinte est observée, il est nécessaire de les
identifier et de les isoler spécifiquement de la densité et de I’hétérogénéité cellulaire du cortex
cérébral. Une avancée majeure a cet égard est venue du développement de nouvelles techniques
permettant de marquer précisément des types cellulaires spécifiques de manicre fluorescente, grace
a la génétique (Feng et al., 2000; Kuhlman & Huang, 2008; Lobo et al., 2006; Madisen et al., 2010;
Miyoshi & Fishell, 2006) ou bien a 1’aide de traceurs fluorescents rétrogrades (Katz & larovici,
1990). Ces techniques rendent possible 1’isolement de cellules spécifiques fluorescentes de leurs
voisines non marquées par des procédures de tri cellulaire, telles que la cytométrie de flux ou FACS
(fluorescence-activated cell sorting). Elles se révelent étre extrémement utiles pour des études in
vitro (Catapano et al., 2001; Junger & Junger, 1998) ou pour des analyses moléculaires (Arlotta et

al., 2005; Molyneaux et al., 2005, 2009; Ozdinler & Macklis, 2006) par exemple.

Ces nouvelles méthodes associ¢es au développement d’outils de séquencage ont été
essentiellement utilisées dans les ¢études du développement cortical ou elles ont permis
d’approfondir les connaissances des mécanismes moléculaires qui controlent le développement de
populations neuronales immatures ou postnatales précises du cortex cérébral (Arlotta et al., 2005;
Catapano et al., 2001; Junger & Junger, 1998; Lodato et al., 2014; Molyneaux et al., 2005, 2009;
Ozdinler & Macklis, 2006). Cependant, I’étude des processus moléculaires impliqués dans le
maintien d’une population saine de neurones corticaux adultes ou dans sa mort dans le cas de
maladie neurodégénérative n’a, jusqu’a présent, jamais été réalisée. Cela peut s’expliquer en partie
par les propriétés intrinseques de ces populations qui les rendent plus fragiles et plus difficiles a
isoler.

Il semblait donc particulierement important de développer un protocole expérimental
permettant d’isoler ces neurones corticaux adultes spécifiques afin d’analyser leur profil
d’expression génique et mettre en évidence des mécanismes moléculaires responsables de leur
deégénérescence afin de mieux comprendre leur implication dans ces pathologies, tel que 1’atteinte
des NMCS dans la SLA (Marques et al., en cours de rédaction). Ainsi, notre étude, décrite en partie

1 des résultats, n’a été rendue possible que par le développement récent d’une approche
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expérimentale permettant de purifier ces neurones a partir du cortex cérébral de souris sauvages ou
Sod1°*™® en vue d’une analyse transcriptionnelle par séquencage de I’ARN (RNA-seq).

En absence de lignée de souris transgéniques permettant le marquage génétique des
NMCS, j’ai mis en place un protocole chirurgical permettant le marquage rétrograde des NMCS de
souris a 1’age de 25 jours. Cet acte chirurgical consiste en I’injection stéréotaxique de microbilles
fluorescentes vertes dans la région cervicale du funicule dorsal de la moelle épiniere qui est I’axe de
passage du TCS. Ces microbilles captées par les axones des NMCS sont transportées de maniére
rétrograde vers leur soma ou elles résident de manicre stable, sans induire de toxicité¢ (Katz &
larovici, 1990). La purification par FACS des NMCS adultes marqués a été réalisée en adaptant un
ensemble de protocoles initialement développés pour la purification de populations de neurones
excitateurs corticaux embryonnaires ou postnataux (Arlotta et al., 2005; Brewer & Torricelli, 2007,
Guez-Barber et al., 2012). L’optimisation de ce protocole nous permet aujourd’hui de purifier
environ 2000 NMCS par FACS a partir d’'un seul cerveau de souris adulte. Chaque cerveau
représente ainsi un échantillon biologique. Par conséquent, ce protocole représente un atout
considérable puisqu’il permet d’avoir acces a une représentation réelle du profil d’expression
génique de la population de NMCS par rapport a un profil d’expression génique obtenu de NMCS
issus d’un regroupement d’individus. En outre, I’¢tude d’une sous population cellulaire au sein d’un
seul cerveau permet de réduire considérablement le nombre d’animaux pour 1’expérience et répond
a la régle de réduction du comité d’éthique.

A partir des mémes animaux, une deuxiéme population cellulaire contrdle non marquée,
les NCP des couches II/III du cortex cérébral, a été purifiée (2 000 cellules) sur la base de leur taille

et leur granulosité.

Nous avons démontré la qualité de notre purification par une observation microscopique
avant et aprées FACS. Celle-ci a été renforcée par une analyse des profils d’expression des genes
exprimés par les neurones de la couche V du cortex, notamment les NMCS, via des approches de
gPCR ou de séquencage d’échantillons sauvages de 90 jours. De méme, une analyse du niveau
d’expression de génes exprimés par les NCP et de génes spécifiques d’autres populations cellulaires
présentes dans les mémes couches corticales que ces deux populations triées a €té réalisée. Un
enrichissement de I’expression de genes typiques des NMCS dans la population cellulaire marquée
par fluorescence, et de geénes typiques des NCP dans la population controle est observé. En
revanche, il n’a pas été observé d’enrichissement de 1’expression des geénes spécifiques d’autres
populations cellulaires (interneurones et glies) présentes dans les mémes couches corticales des

deux populations triées.

Christine MARQUES 149



RESULTATS

Dans I’ensemble, ces résultats montrent que 1’approche expérimentale développée permet
d’obtenir une population pure de NMCS a partir du cortex cérébral d’une souris adulte. Cette
méthode initialement développée pour purifier et analyser I’expression des génes dans des neurones
corticaux adultes d’un cerveau a I’aide de RNA-seq (Marques et al., en cours de rédaction) présente
de nombreuses autres applications, telles que 1’étude d’autres populations neuronales (les NCP par

exemple) dans d’autres especes et dans un contexte aussi bien physiologique que pathologique.
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ABSTRACT

Here, we present a protocol to purify adult cortical excitatory neuron populations by fluorescent
activated cells sorting (FACS). The purification of fluorescently labelled cortical neurons is based on
the microdissection of the regions of interest followed by optimized enzymatic digestion, mechanical
trituration, density gradient separation of neurons from debris, fixation with ethanol and FACS. When
used to purify corticospinal motor neurons (CSMN), this protocol produces yields of about two
thousand CSMN from one single brain, and this amount of cells is sufficient to perform transcriptomic
analyses such as RNA sequencing. The purification of adult cortical neurons enables to study late
developmental stages, response to injury and diseases, including neurodegeneration. The entire process

of neuronal purification takes less than 6 hours.
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INTRODUCTION

Over the last two decades, the development of new methods to isolate neurons together with new
sequencing tools has provided a breakthrough in our understanding of the molecular mechanisms that
control the development and diversity of individual neuronal populations of the cerebral cortex. Indeed,
several laboratories have developed fluorescence-activated cell sorting (FACS) of cortical neuron
populations at embryonic and early postnatal ages and applied it to cell culture or gene expression
analysis'°. Yet, the technique has been so far limited to immature neurons, preventing the investigation
of molecular mechanisms taking place in individual cortical neuron populations in response to injury,
disease and neurodegeneration. The main reason relies on the fragility of adult, mature neurons in
comparison with their embryonic and early postnatal immature counterparts that largely prevented their
isolation in number sufficient to carry transcriptomic analyses. Here, we propose a protocol adapted to
the purification of fluorescently labelled individual adult cortical neuron populations that can virtually
be adapted to any neuronal population under healthy and diseased conditions. Using this technique, we
recently reported a temporal RNA sequencing (RNAseq) analysis of corticospinal motor neurons
(CSMN) as they degenerate in the Sod/“**® mouse model of amyotrophic lateral sclerosis (Marques et

al., article 1 in preparation).

Development of the protocol

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is a neurodegenerative disease leading to progressive paralysis and
death within a few years. At the cellular level, ALS is characterized by the combined degeneration of
CSMN and spinal and bulbar motor neurons (SMN), and the denervation of skeletal muscles that
induces paralysis. A growing body of recent evidences from the genetic, clinics and pathology of ALS
patients, points to the cerebral cortex as a potential starting point of the disease (reviewed in "®). As
appointed intermediary between the cerebral cortex and the spinal cord, CSMN seem of particular
relevance to disease onset and progression. Yet, very little is known about their exact role in ALS and
about the molecular mechanisms behind their degeneration. To gain insight into these mechanisms, we
sought to purify this neuronal population and conduct a temporal transcriptomic analysis.

FACS has already been applied to purify genetically labelled mouse adult striatal neurons’ or
fluorescent antibody-labelled adult rat neurons'’. However, no individual, no single or combination of
genetic or proteomic markers exist to uniquely identify CSMN. Yet, purification of retrogradely
labelled adult CSMN proved extremely challenging past the post-natal day 10", Finally, the successful

applications of these protocols required large numbers of animals.

We therefore developed a protocol to sort a retrogradely labelled adult CSMN from the cerebral cortex
of individual mouse, by FACS, and routinely obtained 700 to 2500 cells of high purity per mouse brain.
The protocol detailed here has been adapted from an initial protocol developed to purify embryonic

cortical neuron populationsS. The key optimizations that now enable the purification of adult cortical
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neuron populations include: i) the use of a medium containing Hibernate, to control osmolarity and
pH'?, ii) adaptation of the amount and duration of papain digestion®'?; jii) the sequential use fire-
polished Pasteur pipettes of progressively decreasing diameter during trituration to limit cells lysis'"";
iv) the application of a density gradient to remove small debris that enabled to reduce the sorting
duration of 60%'’; v) the gentle fixation of the cells with 70% ethanol to maintain their integrity during

sorting.

Applications of the method

We previously applied the purification of adult CSMN from individual mouse brains under both healthy
and neurodegenerative conditions to transcriptomic analyses (Marques et al., article 1 in preparation).

However, the procedure may lend itself to other applications listed below.

Species and neuronal type studies

The protocol is suitable to purify other fluorescently labelled neuronal populations from the cerebral
cortex or other regions of the central nervous system, under physiological or diseased conditions, from
various species. Mouse CSMN specific identification was achieved by retrograde labelling from the
spinal cord", but other ways of labelling the neurons of interest can be envisioned, such as viral
retrograde transduction'”, Cholera Toxin B (CTB) conjugation to green fluorescent microbeads'',

9.16 - .6 . . .
*°, immunolabelling” or overexpression of genes encoding fluorescent protein

genetic labelling
delivered by electroporation’.

Important considerations in adapting this protocol to other species and or neuronal populations
are the volumes of the various solutions listed below, as they were optimized for working with small
amounts of microdissected tissues from individual mouse brains. Numbers listed may thus need to be

scaled up or down depending on the amount of starting material.

Downstream applications
The protocol was developed to profile gene expression from purified CSMN, using RNAseq. RNA

extracted from cells is of high purity, and can be used for different downstream applications, such as

23,17 19,20

4 . . . 18 . C g . .
gPCR", microarrays™™ ', single-cell sequencing = or microfluidic technologies ~~. However, it is

important to highlight that the selection of the downstream application will depend on the particular
goals of the study, and the abundance of the neuronal type of interest, since it will determine the yield of

RNA.

Comparison with other methods

Several alternatives to FACS have been employed to purify neuronal populations from complex tissues

after cellular dissociation. Current methods rely on manual aspiration of fluorescent cells"**', density

22,23

gradient'?, immunopanning of neurons with specific antibodies alone or in combination with

11,24

retrograde labelling . Each of these methods has unique advantages compared to FACS methodology,

as they are relatively inexpensive and gentler on cells. However, they also suffer from disadvantages
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compared to FACS methodology. For example, manual aspiration of cells needs a high level of
proficiency of the technician, and is limited in terms of cell numbers. Immunopanning technology
requires the availability of an antibody that recognizes a cell surface epitope specific to the neuronal
population of interest. Density gradient doesn’t ensure the purification of one given specific neuronal
population, but rather separates cell categories (neurons, microglia, astrocytes) depending on the
gradient applied. Compared to these techniques, the FACS appears more versatile, reliable and
reproducible.

Other methods have relied on the identification of other neuronal types of interest without tissue
dissociation. Among them, the laser-capture microdissection can be applied to thin fixed section, upon
labelling or not™*°, but this technique requires expensive equipment, is laborious and time-consuming,
and provides very low levels of molecular products. More recently, the ribosomal tagging technique
(TRAP/RiboTag) has been applied to directly isolate mRNA from selected neuronal populations upon

tissue homogenization*"*

. Its major advantage is that it does not require the maintenance of the cellular
integrity throughout several delicate steps of dissociation and purification. Yet, it is limited to mRNA
and information from non-coding RNA is lost, and requires specific transgenic mouse lines that prevent
its application to neuronal populations for which no genetic marker exists. Last but not least, it is

noteworthy that both of these techniques produce samples with high contamination.

Experimental Design

RNase-free technique and RNA integrity

Working under RNase-free conditions is necessary to prevent RNA degradation. Because RNases are
abundant and stable enzymes, it is necessary, before starting, to decontaminate benches and materials
with RNase-decontaminating reagents such as RNaseZap (Ambion, Thermo Fisher Scientific) or
equivalent. Whenever possible, certified RNase-free reagents, especially tubes and tips, should be used.
Gloves have to be often changed. In addition, RNase activity can be minimized by keeping the samples

at 4 °C, and adding recombinant RNase inhibitors, such as RNazin (Promega), to the various solutions.

Contamination
We recommend to filter all the solutions and to manipulate them under a laminar flow hood to avoid

contamination.

Freshly prepared solutions
Solutions containing Hibernate medium, involved in the control osmolarity and pH, have to be freshly
prepared just before starting the protocol and aliquoted in carefully closed tubes of adapted volume to

limit air exposure.

Density gradient to remove cell debris
To purify very abundant neuronal populations, follow the protocol the protocol followed without the
step of density gradient. For small neuronal populations instead, we highly recommend performing the

Steps 27 and 28 in order to remove small debris and to reduce the FACS duration.
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Trituration
Homemade fire-polished Pasteur pipettes are necessary to ensure gentle trituration. The decreasing
diameters have to be adapted to the size of the microdissected tissues and of the neuronal population of

interest.

Cell fixation
Cell fixation is highly recommended to purify adult neurons. 70% ethanol is ideal to maintain RNA

integrity and quality, as opposed to other fixatives such as PFA or RNA/ater.

FACS parameters

FACS parameters have to be adapted to the selected fluorophores and neuronal types. For adult neurons,
sort should be performed at a very low speed of 400 events/sec, and a low pressure of 12 psi in order to
maintain cell integrity. Low-binding tubes should be used to collect the neurons. We also recommend
gently homogenizing the cell suspension, at regular intervals during the sorting to avoid any obstruction

of the flow cell.

Number of samples
Number of samples should not exceed eight tubes to minimize the duration of the whole process and

ensure a good yield of purified neurons.

Negative control
Non-fluorescent cells can be collected in parallel to fluorescently labelled neurons, from the same cell

suspension, and serve as negative control to verify by PCR the purity of the sorted neurons.

The flow steps of the procedure is presented in Figure 1.

Level of expertise needed to implement the protocol

This method requires greater technical expertise than in vifro immunopanning and TRAP approaches. If
a retrograde labelling is needed, the nanoliter injector and stereotaxic frame can be pricy. The
dissociation step requires relatively inexpensive equipment, except for the fluorescence
stereomicroscope for microdissection, if needed. The availability of mutualized sorting equipment is

highly recommended to greatly lower the costs of the purification.

Advantages and limitations

Our method presents several advantages. First, it allows the purification of one or several individual
neuronal populations from single adult mouse brain (1 mouse brain = 1 biological sample or 1 mouse
brain = several biological samples). This enables i) to limit the overall number of animals needed for a
study, and to better meet the ethics requirements, and ii) to avoid pooling the animals and to better meet
the statistics requirements. Second, the method has been developed to purify adult neurons, and thus
enables the study of adult-specific conditions, whether physiological such as aging, pathological such as

epilepsy or neurodegeneration, as well as injury.
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The main limitation of this protocol is that it cannot, as such be adapted to cell culture since it
requires the fixation of the cells with 70% ethanol to maintain their integrity and that of their RNA
throughout the whole sorting process.

Finally, depending on the abundance of the neuronal population of interest, cDNA amplification

may be required and may hamper the analysis of non-coding RNA.
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MATERIALS

REAGENTS

* Mice (obtained in our animal facility and maintained in their initial FVB/N genetic background)
! CAUTION All experiments involving live rodents must conform to national and institutional
regulations. This protocol was approved by Animal Use Committee.

* Green fluorescent microbeads (Green Retrobeads, Lumafluor Inc.) to label CSMN.

* Ketamine (Imalgéne 1000, Merial, 100 mg/kg body weight) and Xylazine (Rompun 2%, Bayer;
13 mg/kg body weight)

* Lidocaine (Xylovet 21.33mg/ml, Ceva) local anesthetic

* Buprenorphine (Buprecare multidose 0.3 mg/ml, Axience; 0.15 mg/kg) post-operative analgesia

* Povidone-iodine (Vétédine solution, Vétoquinol)

* Ethanol absolute 99.8% (Honeywell, cat. no. 24103-5L-R) to dilute for neuron fixation.

* 70% Ethanol to wash surfaces and hands before use, from absolute Ethanol diluted in ultrapure water.
* Ocular gel (Ocrygel, TVM)

* Phosphate buffered saline (PBS 0.01M pH 7.4 at 25 °C, Sigma, cat. no. P4417-100TAB)

* B27 Supplement (Gibco, cat. no. 17504-001) for neurons viability. B27 is 50 times concentrated and
need to be diluted in HibernateA medium. We recommend storing B27 aliquots at -20 °C for
convenient handling.

* HibernateA/B27 medium (HABG) (see REAGENT SETUP)

* Glutamax Supplement (200 mM; a stable dipeptide of L-alanyl-glutamin; Gibco, cat. no. 35050-038)
to improve cell viability. We recommend storing aliquots of 1 ml at -20 °C for convenient handling.

* HibernateA (HA; BrainBits LLC)

* HA minus calcium (HA-Ca; BrainBits LLC) needed for maximal cell isolation and digestion.

* Papain (Worthington, cat. no. 3119) (see REAGENT SETUP)

* Trypan blue (Sigma, cat. no. T8154) to estimate cell viability on cell counter.

* RNaseZap (Fisher Scientific; cat. no. 10504625) to avoid RNase contamination and RNA degradation
* DNase I (Sigma, cat. no. D5025) (see REAGENT SETUP)

* Ovomucoid (Sigma, cat. no. T2011-5G) (see REAGENT SETUP) to inhibit enzyme papain.

* BSA (Sigma, cat. no. A4161-5G) (see REAGENT SETUP)

* Molecular biology grade water (Sigma, cat. no. W4502) (see REAGENT SETUP)

* Sodium hydroxide (NaOH 0.1N, Fischer Scientific, cat. no. S/4920/65)

* Percoll (Sigma, cat. no. P1644-100) to remove cell debris (see REAGENT SETUP). Three-density
step gradient of Percoll is performed.

e Ultrapure water (arium advance & arium pro devices, Sartorius)
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EQUIPMENT

* Alm Retractor with blunt teeth (FST, cat. no. 17008-07)

* Heating pad (Homeothermic blanket systems, Harvard apparatus)

* Microcentrifuge tubes (0.5 ml) to aliquot microbeads

* Castroviejo needle holder (FST, cat. no. 12060-02)

* Stereotaxic device (optional; see Step 8)

* Nanoliter injector (Nanoject II, Drummond Scientific)

* Syringe (Hamilton 5 pl) with a 32-gauge needle (Fisher Scientific)

* Mineral oil (Sigma, cat. no. M8410-100ML)

* Needle (FST, cat. no. 12050-01)

* Silk suture

* Syringe (1 ml) with a 25G x 5/8” needle (TERUMO, cat. no. SS+01H25161) for anaesthesia
* Glass capillaries (3.5” Drummond, cat. no. 3-000-203-G/X)

* Vertical micropipette puller (Model P-30, Sutter instrument)

* Aluminium foil

* Adult mouse brain slicer, 1.0mm coronal slice intervals (Zivic instruments, cat. no. BSMAS001-1)
* Mini perforated spoon (Moria MC17C, FST, cat. no. 10370-19)

* Angled 30° knife (FST, cat. no. 10056-12)

* Dumont #5 forceps (FST, cat. no. 11252-20)

e Adson serrated (FST, cat. no. 91106-12)

* Surgical scissors, sharp/sharp (FST, cat. no. 91 402-14), big scissors

* Fine scissors, straight (FST, cat. no. 91460-11), medium scissors for skin

* Noyes scissors, straight (FST, cat. no. 15012-12), small scissors for dissection
* Vannas scissors, straight (WPI, cat. no. 500086), scissors for laminectomy

* Single edge industrial blades (Personna Industrial Division, cat. no. 94-462-1)
* Centrifuge (eppendorf, cat. no. 5424R)

e Petri dish 100 mm x20 mm (BD Falcon, cat. no. 353003)

* Petri dish 35 mm x10 mm (Corning, cat. no. 430165)

*15ml & 50ml polystyrene centrifuge tubes (Dutsher, cat.no.380505 & 380502)
A CRITICAL STEP Polyethylene and polypropylene are toxic to neurons.

e Cell strainer (BD Falcon, cat. no. 352350), 70 um Nylon recommended for large neuron collection
e Sterile filter Millex-G5, 0.22 mm (Millipore, cat. no. SLGS033SB)

* Sterile syringe 10 cc (TERUMO, cat. no. 55-10ES)

* Vertical laminar flow hood (Bioblock scientific)

* Centrifuge for 15 ml tubes, 4 °C, up to 800g (Allegra X-12R centrifuge, Beckman Coulter)
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* Water bath shaker (polytest 20, Bioblock scientific, cat. no. 86507,) at 37 °C.

* Glass Pasteur pipette, 230 mm, cottoned (Fisherbrand, Fisher Scientific, cat. no. 11785098)
* Stage micrometer (Micrométre objectif au 1/100 "/, Nachet)

* Fluorescence stereomicroscope SMZ18 (Nikon) for microdissection

* Axiolmager.M2 microscope with ApoTome.2 module and ZEN 2 software (Carl Zeiss)

* Round-Bottom Polystyrene tubes, 5 ml & caps (FACS) (Falcon, cat. no. 352235 & 352032)
* 1.5 ml low binding RNase-free tubes (eppendorf, cat. no. 022431021)

* Nutating mixer (VWR, cat. no. 82007-202)

REAGENT SETUP

HA Hibernate has amino acids, salts, glucose and vitamins and controls the pH while working outside

the CO, environment of an incubator. Keep solution at 4 °C (for use in Step 11).

HABG Prepare medium containing 30 ml HA, 1X B27, 0.05 mM Glutamax for one brain. Adjust pH
solution to 7.35 with NaOH 0.1 N. Aliquot 2 ml into each of 5 ml tube and store at 4 °C (for use in
Step 19). Aliquot 4 ml into a 15 ml tube and store at 4 °C (for use in Steps 17 and 19). Aliquot 4 ml into
a 15 ml tube and store at 4 °C (for use in Step 24). Aliquot 20 ml into two 50 ml tubes and store at 4 °C
(for use in Steps 25-29). A CRITICAL STEP This medium has to be prepared the day of the
dissociation and stored at 4 °C or on ice, until used. This medium has to be aliquoted to avoid repeating
opening and closing of the tube. For a large piece of tissue, increase the volume of medium to

accommodate the greatest tissue mass.

Papain For tissue digestion, prepare 34 U.ml” papain in 2.5 ml HA-Ca, 0.5 mM Glutamax and DNase I
(100 U.ml™") and adjust pH to 7.35 with NaOH 0.1 N. Filter-sterilize into a 15 ml polystyrene tube.
Store on ice until ready to use, leaving for no longer than 3 h. This volume is sufficient for
microdissected layer V or III motor cortex from one-brain mouse. For larger tissues, increase the
volume of papain adequately. A CRITICAL STEP Worthington papain has proven superior to papain
from Sigma. Papain solution has to be done just the day of the experiment, and can be put at 37 °C for

5 min before enzymatic digestion to activate the enzyme.

Enzyme inhibitor Prepare 50 ml Ovo/BSA solution by adding 50 mg Ovomucoid, 50 mg bovine
serum albumin (BSA) in molecular biology grade water, mix gently, filter-sterilize, and store 600 ul
aliquots at -80 °C until used (stock solution). On the day of the cell dissociation, dilute enzyme inhibitor
solution stock 10 times in HABG fresh solution, and adjust pH to 7.35 with NaOH 0.1 N. Filter-sterilize

the solution and keep at 4 °C prior to use (for use in Step 23).

Percoll gradient On the day of the cell isolation, dilute Percoll, as described in Table 1, in three sterile
15 ml tubes (1-3), as previously described'”.

Carefully layer each gradient solution in a 15 ml tube: carefully pipette the Medium density solution
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onto the top of the High density solution, with minimal disturbance to layer 1. Follow with layer 3 to
complete the formation of a density gradient. A CRITICAL STEP The volumes in this protocol are

designed for microdissected layer V or III motor cortex from one brain mice.

EQUIPMENT SETUP

Glass capillaries Stretch the capillaries to obtain a glass needle with vertical micropipette puller

(Model P-30, Sutter instrument, Heat 2: 999, Pull: 600).

230 mm Glass Pasteur pipette, cottoned Fire-polish the tip of pipettes to four different diameters:

100, 200, 400 and 600 pm, under binocular and with a stage micrometer. Autoclave to sterilize.
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PROCEDURE

Surgery (Steps 1-10)

The surgery was adapted from a procedure previously described™.

Preparation before the day of surgery S min
1| Make 15 pl aliquots of green fluorescent microbeads into 0.5 ml amber tubes (for light protection)

and store at 4 °C until used.

Retrograde injection 20 min

2| Anaesthetize Postnatal 25 mice using ketamine (100 mg/kg of body weight) and xylazine (13 mg/kg
of body weight) solution.

? TROUBLESHOOTING

3| Place mice on a surgical board containing a heating pad to control body temperature during the

procedure.

4| After having shaved behind the neck (at the back of the skull), disinfect and make an incision of the
skin from the beginning of the shoulder blades along the midline until the base of the skull.
A CRITICAL STEP Length of the cut has to not be more than lcm.

5| Using sharp scissors and thin forceps, cut the first muscle layer along the midline, and spread the
second muscle layer very gently by mainly pulling them apart.

A CRITICAL STEP Do not make the opening longer than from the base of the skull to the beginning
of shoulder blades.

6] Using a retractor with blunt teeth, spread the muscles and the opening very gently to visualize the
cervical part of the vertebral column.

A CRITICAL STEP The retraction has to be very gentle.

7| Perform a laminectomy in cervical (C3-C4) region of the spinal cord.
A CRITICAL STEP Do not remove more than 1 vertebra, and remove it very carefully with a thin

forceps without touching the spinal cord to not damage it.

8| Place mice onto a stereotaxic platform equipped with the nanoliter injector, and using a pulled glass
capillaries (micropipette) (Fig. 2a), inject at one side of the midline, 125 ul of green fluorescent

microbeads sequentially by making five pressures of 23 nl by going up from the bottom of the dorsal
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funiculus to the top after each pressure. Wait 30 sec between each injection and 1 min after the last.
After the injection, slowly retract the needle, and repeat this step to the other side of the midline to label
CSMN from both hemispheres (Fig. 2b).

A CRITICAL STEP Be careful to not pierce the whole spinal cord. Before entering in the spinal cord,
test that beads do not obstruct the micropipette by performing one injection. Between each animal clean
the needle with a cotton swab humidified with BPS, and pull up the microbead solution with the
nanoliter injector to avoid obstruction of the thin part of micropipette.

? TROUBLESHOOTING

9| Suture the muscle tissue and the skin with needle and silk suture. Disinfect the sutured skin with
povidone-iodine and put local lidocaine anaesthetic on it, and inject mice subcutaneously with
0.15 mg/kg buprenorphine. Keep mice warm on a heating pad and observe them until they are awake.

A CRITICAL STEP Do not overheat the animal.

? TROUBLESHOOTING

10| After recovery, return the animals to their cages and follow them 2-3 days to allow complete
recovery.
B PAUSE POINT At this time, experiment can be stopped until the desired age of animal required for
the study.

Cell purification (Steps 11-40)

Preparation on the day of cell isolation More than 1 h

11| Prepare fresh solutions mentioned before: HABG solution, Papain solution, inhibitor solution and
Percoll gradient and keep it on ice until use.

Clean all instruments (see Fig.3) and the surfaces with 70% ethanol and then with RNaseZap to avoid
contamination and RNA degradation. Put instruments on UV hood to avoid contamination.

Annotate adequate number of empty: 5 ml PS tubes (for Steps 19 and 26), 50 ml tubes (for Step 29) and
1.5 ml low binding tubes (for Steps 32-34, 38) (Fig. 3a,b).

Preparation for tissue dissociation 30 min
12| Anesthetize an adult mouse with ketamine/xylazine (100 mg/kg; 13 mg/kg). After movement ceases,

remove mice and confirm anaesthesia by lack of withdrawal reflexes from a toe pinch.

13| Disinfect head with 70% ethanol and decapitate the mice with surgical chisel. Dissect the skin over

the top of the skull to expose the skull.

14| Insert scissors into the spinal canal and carefully cut the calvarium on one side nearly to the front.
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Avoid damage to the brain. Repeat on the other side.

15| Grab the base of the skull with forceps and lift up and forward to remove the skull.

16| Insert a sterile RNase-free spatula at the front of the brain to sever the olfactory bulb and optic
nerves. Gently lift the brain out of the calvarium.

A CRITICAL STEP Be careful to avoid contact with the fur.

17| Put the brain on a brain slicer matrix (Fig. 3¢) and cut the brain carefully with blades from the front
of the cerebellum to the beginning of the olfactory bulb. Transfer sliced brain section to a dissection
dish filled with HABG kept on ice, by gently slipping them by pipetting HABG with 1 ml pipette
(Fig. 3d).

A CRITICAL STEP Be sure that all sections are covered by HABG.

18| Place 15 ml tube with papain solution in the shaking water bath at 37 °C for 8 min to equilibrate

temperature.

19| Under a fluorescence stereomicroscope, rapidly dissect layer II/III containing unlabelled callosal
projection neurons, followed by the layer V containing labelled CSMN visualized in 488 nm from the
sliced brain (Fig. 4). Put microdissected tissues with 1 ml pipette into 5 ml PS tubes containing 2 ml
HABG at 4 °C.

A CRITICAL STEP Be careful to change your tips for each tissue.

? TROUBLESHOOTING

Tissue digestion 40 min

20| Remove the HABG supernatant from each 5 ml PS tube and add 2 ml of Papain enzyme solution.
Transfer tubes with tissue to a shaking water bath at 37 °C for 30 min. Shake for 30 min at a speed just
high enough to suspend the tissue.

A CRITICAL STEP Seal cap region of tubes with parafilm to protect from the water bath.

21| Five min before the end of Papain incubation, place 15 ml tube containing enzyme inhibitor in the

shaking water bath at 37 °C to equilibrate temperature.

22| Take tubes from water bath clean with 70% ethanol, remove parafilm from the caps and allow to sit

for 5 min at room temperature to drop the tissue at the bottom.

23| Remove the papain solution from each 5 ml PS tube, add 500 pl of inhibitor solution and let

incubate for 1 min. Repeat this step once.
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24| Rinse with 1 ml of cold HABG and keep tubes on ice. Allow the pieces to settle for 1 min and repeat
the step once. Remove supernatant and add 800 pul of cold HABG.
A CRITICAL STEP tubes will be kept on ice from this step.

Cell Dissociation from tissue pieces 30 min

25| Using the sterilized cottoned Pasteur pipette with the fire-polished tip, triturate approximately five
times (up and down). Begin with the larger diameter 600 pum.

A CRITICAL STEP Triturate really gently by sucking the tissue up into the pipette, without air
bubbles, and emptying the contents back into the tube, without air bubbles. Be careful to no triturate too
vigorously to not break cells.

A CRITICAL STEP Trituration time has to be limited and do not introduce bubbles. The presence of
DNA in the tube can be the result of too much trituration or not well prepared fire-polished tip Pasteur
pipette (too narrow).

? TROUBLESHOOTING

26| Allow the pieces to sit for 1 min. Gently pipette with a 1 ml plastic pipette the supernatant and
transfer it along the wall of an empty 5 ml PS tube.

27| Re-suspend the sediment from the first tube in 400 pl of HABG.

28| Repeat Steps 25, 26 and 27, by changing each time the Pasteur pipette with the fire-polished tip
400 um, 200 um and finally 100 um. Combine the supernatants from each trituration in the same

adequate annotated 5 ml PS tube to make approximately 2 ml of suspended cells.

29| Humidify the 70 pm cell strainer on the 50 ml annotated tubes with 400 ul of cold HABG. Filter the
cell suspension and rinse the cell strainer with 400 pl of HABG.

Separation of cells by density gradient centrifugation more than 50 min
30| Transfer carefully the cell suspension along the wall and to the top of the prepared Percoll density
gradient (Table 1). Centrifuge the gradient at 430g for 3 min at 4 °C in the Beckman Coulter centrifuge.

31| Remove the opaque upper layer (approximately 2 ml) containing cellular debris. Centrifuge 5 min at

550g at 4 °C to pellet the cells.

32| Discard the supernatant carefully by aspiration and finish with 1 ml pipette to not take the pellet.
Immediately re-suspend the cells in 275 ul of PBS 1X containing RNasin to inhibit RNase (1/40).
Transfer cell suspension in 1.5 ml low binding tube and immediately add drop to drop 700 pl of cold
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ethanol absolute for cell fixation. Seal tubes with parafilm to avoid ethanol evaporation.

33| Incubate in dark in 30 min at 4 °C on a mutating mixer. Centrifuge the fixed cell for 5 min at 4 °C at
250g. Remove the supernatant. Add 400 pl of PBS 1X containing RNasin (1/40) in the tube and loosen
the cell pellet by flicking the bottom of the tube with a finger. Keep cells at 4 °C.

34| Prepare 1.5 ml low binding tubes by adding 400 pul PBS 1X containing RNasin (1/20) to collect
sorted cell during FACS. Keep tubes at 4 °C.

Cell sorting More than 50 min
35| Parameter the FACS Aria II (BD Biosciences) instrument to sort cells with a pressure of 12 PSI and

100 wm nozzle.

36| Make sure before starting that liquid drops in the middle of the collection tube by adjusting the flow.

37| Prior to process the samples with FACS, use a negative control (corresponding to a sample that was
microdissected in the same region of fluorescent cells but in unlabelled brain and processed in parallel
of the positive sample but that do not contain labelled cells) and small proportion of the sample
containing fluorescent cells of interest to determine sorting criteria. First, gate cells from negative
sample and positive sample according to the fluorescence parameter to exclude non-specific labelling
(auto-fluorescence) and to select fluorescent cell population with acceptable false-positive ratio (0.1%
of cell body related-events). Secondly, fluorescent-gated cells are then gated on their light scattering
characteristics: size (forward scatter: FSC) and granularity (side scatter: SSC) to remove cell debris

(Fig. 5).

38| Homogenize gently tubes and sort fluorescent cells at 400 events/s into low-binding microfuge tubes
containing PBS 1X/RNasin solution that have been previously carefully annotated.

A CRITICAL STEP During FACS sorting, we recommend homogenizing tubes at least once as cells
have the tendency to agglomerate and precipitate to avoid obstruction of the flow cell. Before the end of
the sort, we also recommend adding 50 ul of PBS/RNasin solution in the tube to maximize yield of

sorted neuron.

39| Immediately after FACS, centrifuge cells at 250¢ for 5 min at 4 °C. Remove carefully a maximum

of supernatant.

40| Place samples immediately on dry ice to avoid cell death and RNA degradation. Store tubes at -
80 °C until use.
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For surgery, the entire procedure for one animal can be performed in 20 min.
For purification, the entire procedure from animal anaesthesia to sorted cell centrifugation can be

performed in 3h30min.

? TROUBLESHOOTING

Troubleshooting advice can be found in Table 2.
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ANTICIPATED RESULTS

This protocol leads to purification of samples of high purity (> 95%) with a proficient and well-trained
experimenter. It is thus highly recommended to carefully learn and practice the procedure on training
animals. Yields will vary depending on the nature of the neuronal population. However, to allow
comparison, in our case yield of sorted cells can vary from 700 to 2,500 cells from one adult mouse
brain (Marques et al., article 1 in preparation). This variation can be explained by the quality of the
initial retrograde labelling (number and brightness of the labelled neurons) and the quality of the
trituration.

These neuronal amounts give rise to 1 to 2.7 ng of RNA (Marques et al., article 1 in preparation) with a
RNA integrity (Fig. 6b) around 6. To obtain the maximum of ¢cDNA, we recommend avoiding RNA
extraction and to process to direct cDNA synthesis upon lysis of the cell pellet.

We verified the quality of our purification by observation of pre-FACS and post-FACS cells under a
fluorescence microscope (Fig. 6a). In the cell suspension, we observed a mix of fluorescent and non-
fluorescent cells; conversely we observed only fluorescent cells upon sorting. The quality and identity
of the sorted neurons were further assessed by qPCR (Fig. 6¢) and RNAseq to reveal the expression of

known markers in comparison with control cells (Fig. 6d,e).
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Table 1 | Percoll density gradient preparation

Solution density Hibernate A (ml) Percoll(ml) NaCl1M (ml) Total (ml)
High 1.655 0.398 0.047 21
Medium 1.747 0.316 0.037 21
Low 1.837 0.234 0.029 21
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Marques et al.,, Table 2

Table 2 | Troubleshooting table

Possible reason

Possible solution

Step Problem

2 Dead mouse

8 Needle is
obstructed

9,10 Infection of
the suture

region

19 Too
labelled
cells

few

2528 Low yield

of neuron

If the mouse dies upon anaesthesia,
it could be due to an inappropriate
dosage.

Microbeads solution dried at the
end of the micropipette

The sutured skin was not
appropriately disinfected.
Retrograde injection was not
efficient

Digestion was too shortor too
long: underdigested tissue requires
more trituration to dissociate,
tissue

conversely overdigested

leave cells more fragile.

Amount of tissue is bigger than the
one used in this protocol and also
required long trituration that lead to
cell death.

Pipette used was not well fire-
polished (diameter too small or
opening to sharp)

Test a lower dose of anaesthetic. Use
different drugs.

Clean the end of the micropipetic with a
cotton swab soaked with PBS solution, and
with the nanoliter injector pull up and
down the solution. If this method doesn’t
work, and if the end of the micropipettc is
enough longer, cut the extremity with
scissors, clean the micropipette and try to

inject.

If the micropipette is too shorter to allow
precise injections, change the
micropipette.

Follow the animal and disinfect until
complete wound healing.

If cerebral cortex containing layer V
CSMN contains very few if any fluorescent
cells, we recommend to not process the
tissue and use another animal as final yield
of neuron will be too weak.

As trituration is a very sensitive step, make
sure that you do not microdissect too large
region containing the microbeads (try to
dissect as close as you can near the labelled
region). If more tissue is required for the
experiment, split it equally into tubes and
perform tubes in parallel.

Pasteur pipette has to be fire-polished by
checking diameter under binocular with a
stage micrometer (Micrométre objectif au
1/100 ™/m, Nachet)
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FIGURE LEGENDS

Figure 1: Flow diagram of the procedure

Figure 2: Surgical procedure of CSMN retrograde labelling

a. Representation of the surgical frame and the mouse position, to place the glass capillary containing fluorescent
green microbeads (Lumafluor) at the level of the spinal cord where the laminectomy was performed, and made
accessible thanks to the retractor. b. Enlargement of the injection site, showing one-vertebra laminectomy with the
anterior spinal artery visible. Five injections of green fluorescent microbeads are performed on each side of the

anterior spinal artery.

Figure 3: Equipment needed for microdissection steps

a. [llustration of the instruments and the dissection stereomicroscope used for microdissection. b. Equipment
required for microdissection, including cleaning agent for RNase and filtered tips, instruments for dissection and
microdissection, blades and adult mouse brain slicer matrix, 35- and 100 mm dishes, respectively to wash brain
just after scalp removal and to dispose brain sections for microdissection under a stereomicroscope, and 5 ml
round-bottom polystyrene tube to collect chunks of cortical brain. ¢. Installation of brain adult mouse in the brain
slicer matrix. d. Typical section obtained after brain slicing on the brain slicer matrix. Sections are placed on the

100 mm dish and recovered with HABG solution to maintain viability of cells during microdissection steps.

Figure 4: Microdissection of brain tissue for dissociation

a-b. One representative coronal image of the brain of a retrogradely labelled mouse, before (a) and after
microdissection. Cut have been made bilaterally for each microdissected section (b). c-d. Enlargement of the
cortical part of the brain containing layer V CSMN retrogradely labelled, showing sites of microdissection (dashed
white line) (¢), with three microdissected regions: layer 1 which is removed, control CPN-containing layer II/I11 (i)
and CSMN-containing layer V (ii) (d). Isolated microdissected control CPN-containing layer II/III (i) and CSMN-
containing layer V area (if) used for trituration are enlarged in bottom left and right respectively. CSMN-

containing layer V area shows green beads fluorescent labelling absent in control CPN-containing layer II/I11.

Figure 5: Strategy to purify CSMN and CPN by FACS

a. Representative coronal image of the cortex of a retrogradely labelled mouse, showing the microdissected areas:
the CSMN-containing layer V (green box) and the control layer II/IIT (white box). b. Representative FACS plots
showing the purification of the labelled CSMN (P4, green) and unlabelled control CPN (P2, blue) populations.
Cells are first gated according to the fluorescence parameter, to exclude non-specific labelling (auto-fluorescence).
Fluorescent-gated cells (P1 and P3) are then gated on their light scattering characteristics: size (forward scatter:
FSC) and granularity (side scatter: SSC) to remove cell debris (P2 and P4).

Ctx: cortex; CC: corpus callosum; Sep: septum; LV: lateral ventricle; Str: striatum; SSC: side scatter; FSC:

forward scatter.

Figure 6: Validation of the quality of purification

a. Representative images of pre-FACS (top) and post-FACS (bottom) CSMN-containing layer V cell suspension.
In the pre-FACS cell suspension, a mix of fluorescent and non-fluorescent cells is observed (top). In the post-
FACS cell suspension, only fluorescent cells are observed (bottom). b. Example of an electropherogram showing
the RNA integrity number (RIN) of RNA extracted from CSMN sorted cells (RIN: 9). ¢. Bar graph representing
the normalized expression of known CSMN-expressed genes by qPCR analysis of fluorescent sorted cells versus
unlabelled cells sorted from the same layer and the same SSC and FSC FACS parameters. d-e. Bar graph
representing the normalized expression (read counts/gene length) of layer II/IIT specific genes (d) and CSMN-
expressed layer-V genes (e), obtained from 90 day-old RNAseq samples.
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Marques et al., Figure 1
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Marques et al., Figure 2
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Marques et al., Figure 3
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Marques et al., Figure 4
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Marques et al., Figure 5
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Marques et al., Figure 6
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3. Caractérisation de la pathologie corticale chez les souris Sod1 caon

3.1 Introduction

Bien que la SLA se manifeste par une dégénérescence progressive des neurones moteurs
(NMCS et des MnBS), le role des cellules non neuronales environnantes a été suggéré comme ¢étant
important pour I’initiation et la progression de la maladie (Ilieva et al., 2009) et ces cellules sont
maintenant considérées comme une partie intégrante de la SLA (pour revue, voir (Puentes et al.,
2016)). Chez les patients SLA, une microgliose et une astrogliose ont été largement démontrées, en
particulier dans la moelle épiniére (Kawamata et al., 1992; McGeer & McGeer, 2002; Sasaki &
Maruyama, 1994; Troost et al., 1992) et ont également été retrouvées dans les modéles murins
SODI (Ilieva et al., 2009; Levine et al., 1999; Morrison et al., 1998). Une implication possible de la
microgliose dans la pathologie des NMCS a été suggérée par des travaux antérieurs qui ont montré
une microgliose dans le cortex moteur par des analyses histophatologiques d’échantillons post-
mortem de patients SLA (Kawamata et al., 1992) et par des é¢tudes d’imagerie corticale (Alshikho et
al., 2016; Turner et al., 2004; Ziircher et al., 2015). Cependant, le moment a partir duquel cette
microgliose se met en place et son implication dans la pathologie demeure inconnue. Ainsi il
apparait que contrairement a la pathologie spinale aujourd’hui bien décrite, la pathologie corticale

reste trés peu connue dans la SLA et les modeles murins de la maladie.

Pour comprendre dans quel microenvironnement les NMCS dégénerent, une comparaison
de I’¢état d’activation des cellules gliales dans le cortex cérébral et la moelle épiniere des souris
Sod17*® a été effectuée. Pour ce faire, une premiére analyse par qPCR de 1’expression de différents
genes connus pour marquer l’astrogliose et la microgliose a été entreprise. Afin d’approfondir
I’analyse de la pathologie corticale, une approche par géne candidat basée sur la comparaison, entre
le cortex cérébral et la moelle épiniere, de I’expression de genes connus pour étre dérégulés, dans la
moelle épinieére au cours de la maladie a ¢ét¢ développée. Pour cela, les génes connus pour étre
dérégulés et associés aux mécanismes physiopathologiques dans la moelle épiniére de patients SLA
ou de souris transgéniques au cours de la maladie ont ét¢ recherchés dans la littérature. Ces genes
sont actuellement testés sur les ARN extraits du cortex moteur et de la moelle épinicre lombaire de
souris sauvages ou Sod1** 4 30, 60, 90 et 105 jours. Cette étude qui est en cours donnera lieu a la
publication (3). L’expression de ces genes sera ensuite comparée dans la moelle épiniére et le cortex

;o . R
cérébral de souris Sod1°%%.
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3.2 Matériel et méthodes

3.2.1 Animaux
Les souris femelles transgéniques de la lignée FVB/N Sod/“*®, surexprimant une forme
inactive et mutée (substitution de I’arginine par la glycine au niveau du résidu 86) du géne murin
superoxyde dismutase 1 (Sodl) (Ripps et al., 1995), et leurs contrdles sauvages ont été €¢levés dans
I’animalerie de la Facult¢ de Médecine de Strasbourg, a une température constante de 22 °C, avec
un cycle jour/nuit de 12h/12h. La nourriture et I’eau ont été fournies ad [libitum. Toutes les
procédures expérimentales utilisées ont été autorisées par le Comité Régional d’Ethique en Matiére

d’Expérimentation Animale de Strasbourg.

3.2.2 Collection des échantillons

R rar oy ’
19%F ont été anesthésiées avec une dose létale de

Les souris femelles WT et Sod
pentobarbital sodique et sacrifiées par décapitation a deux ages présymptomatiques, 30 (N=4) et 60
jours (N=4) et des deux ages symptomatiques, 90 (N=4) et 105 jours (N=4). Une microdissection du
cortex sensorimoteur sous stéréomicroscope (Nikon SMZ18) et un prélevement de la moelle
épiniére lombaire ont été réalisés pour chaque souris WT et Sod19% collectée (Figure 1A). Les
¢échantillons des tissus prélevés ont ét¢ immeédiatement congelés dans de 1’azote liquide, puis

conserveés a -80 °C jusqu’a utilisation.

3.2.3 RT-qPCR

Une extraction des ARN totaux des échantillons congelés a été réalisée selon un protocole
standardisé. Briévement, les tissus ont été broyés au TissueLyser (Qiagen, Valencia, CA) dans 1 ml
de Trizol (Invitrogen, Groningen, Pays-Bas) a ’aide d’une bille métallique pendant 2 cycles de
3 min a 30 Hz. Les ARN ont ensuite été extraits selon les procédures standards avec le chloroforme,
I’isopropanol et éthanol puis stockés a -80 °C jusqu’a utilisation. Un microgramme d’ARN total a
¢été utilisé pour la synthése de I’ADN complémentaire (ADNc) a 1’aide de la transcriptase inverse
Iscript (BioRad, Marnes la Coquette, France). L’expression des genes a ¢t€¢ mesurée a 1’aide du
SYBR Green (2x SYBR Green Supermix, BioRad) en suivant les instructions du fournisseur sur le
thermocycleur. Les PCR ont été réalisées selon les conditions suivantes : 95 °C pendant 3 min pour
la dénaturation, suivie de 40 cycles de 10s a 95°C et 30s a 60 °C pour I’amplification. Les
séquences des amorces (Eurogentec, Seraing, Belgique) utilisées sont les suivantes : Gfap (Glial
fibrillary acidic protein) : sens 5’-agaacaacctggctgcgtat-3°, anti-sens 5’-ggatctcctcctccagegat-3°
Ibal (lonized calcium binding adaptor molecule 1) : sens 5’-ggatctgccgtccaaacttga-3’, anti-sens 5°-
cagcattcgcttcaaggacata-3’ ; Cdl1b (ou ltgam, Integrin alpha M) : sens 5’-agagcaggggtcattcgcta-3’,
anti-sens 5’-gctggcttagatgcgatggt-3° ; Dapl2 (DNAX activation protein of [12kDa): sens 5’-
tgactctgetgattgeectg-3°, anti-sens 5’-ggcgactcagtctcageaat-3’ ; Ng2 (Neural-glial antigen 2) : sens
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5’-ggggacgtggtctttgtctt- 3°, anti-sens 5°- catttacggtggctgatgeg-3° ; Tbp (TATA-box binding protein) :
sens 5’- ccaatgactcctatgaccecta- 3, anti-sens 5’- cagccaagattcacggtagat-3’; Pol Il (RNA
Polymerase II) : 5’-aatccgcatcatgaacagtg- 3°, anti-sens 5’-tcatccattttatccaccacc-3’ ; Hsp90abl (Heat
Shock Protein 90 Alpha Family Class B Member 1) : 5’-tactactcggctttcccgtca- 3°, anti-sens 5’°-
cctgaaaggcaaaggtctcca-3’.

La normalisation a été réalisée avec les trois genes de références : TBP, Pol II et Hsp90al

pour déterminer le facteur de normalisation avec le logiciel GeNorm Software v3.5.

3.2.4 Sélection des genes candidats d’apres les données publiées
La sélection des genes candidats s’est basée sur des recherches bibliographiques
concernant les mécanismes physiopathologiques (neuroinflammation, excitotocicité, stress oxydatif,
métabolisme mitochondrial, stress du réticulum endoplasmique, mort cellulaire, protéasome et
autophagie, transport axonal et cytosquelette) associés a la maladie. Une premiére liste de 84 genes
connus pour étre dérégulés au niveau transcriptionnel dans la moelle épinicre de patients SLA ou de

souris transgéniques modé¢lisant la maladie a été établie (présenté dans le Tableau 1).

3.2.5 Analyse statistique
Les valeurs sont exprimées par la moyenne + SEM (erreur standard a la moyenne). Les
analyses statistiques ont été effectuées a 1’aide du logiciel Graphpad Prism 6.0 (GraphPad, San
Diego, CA). Le test paramétrique de Student (#-test) non apparié a été utilisé. Les valeurs de p-value

inférieure a 0,05 ont €té considérées comme significatives (* p < 0,05, ** p <0,01, *** p <0,001).

3.3 Résultats et discussion
3.3.1 La pathologie corticale semble exclure une réaction gliale massive
caractéristique de la pathologie spinale dans le modéle murin Sod/ Ga6R

Afin d’avoir une meilleure compréhension des mécanismes impliqués dans la
dégénérescence des NMCS au cours de la pathologie, une caractérisation du microenvironnement
cortical ou se situe cette population a été réalisée. Cette étude vise a déterminer si le cortex présente
une réaction gliale massive telle qu’elle a ét¢ mise en évidence dans la moelle épiniére de patients
(Kawamata et al., 1992; McGeer & McGeer, 2002) et de souris SODI (Levine et al., 1999;
Morrison et al., 1998). Pour cela, une premicre analyse du niveau d’expression de geénes exprimés
par les astrocytes et les microglies lors de leur activation a été réalisée par qPCR a partir d’ARN

. y v e . . R
extraits du cortex et de la moelle épiniére lombaire des souris sauvages et Sod %"

. Ces premieres
analyses ont portées sur des animaux agés de 105 jours, un stade de la maladie ou il a été reporté
une inflammation, une astrogliose et microgliose spinales (Ilieva et al., 2009; Levine et al., 1999;

Morrison et al., 1998).
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Le niveau d’expression du marqueur astrocytaire Gfap apparait significativement plus

4 4 e . .o\ . R
élevé dans la moelle épiniére des souris Sod¢*

(sauvage : 204,2 + 22,24, N=4, Sodl G86R . 492,6 £ 86,91, p< 0,02) en accord avec les données de la

que dans les souris controles a 105 jours

littérature (Figure 1C) (Nassif et al., 2014). En revanche, il n’est pas modifié¢ dans le cortex de ces
mémes animaux (sauvage : 354,5 + 44,34, N=4, Sod1“**® : 314,8 + 35,13, p< 0,5) (Figure 1C). Les
niveaux d’expression des marqueurs d’activation microgliaux /bal (sauvage : 179 + 23,4, N=4,
Sod1“*™® : 366,4 + 52,22, p<0,02) et Cdl1b (sauvage : 209.8 = 11,09, N=4, Sod1“**®: 3073 +
35,63, N=4, p<0,04), et du marqueur anti-inflammatoire Dapl2 (sauvage : 166,7 £ 19,5, N=4,
Sod1°*® : 4995 + 118,3, N=4, p< 0,03) sont significativement plus élevés dans la moelle épiniére
des souris Sod1°*F 4gées de 105 jours que dans celle des controles sauvages (Figure 1B). Aucune
modification significative de I’expression de ces mémes genes /bal (sauvage : 589 + 83,02, N=4,
Sod1“*™® . 676 + 18,19, N=4, p<0,3), Cd11b (sauvage : 348.2 + 29.24, N=4, Sod1**% : 2746 +
21,74, N=4, p<0,09), Dap12 (sauvage : 282,7 + 22,27, N=4, Sod1°*** : 277,9 + 21,98, N=4, p<0,9)

n’est observée dans le cortex de ces mémes animaux (Figure 1B).

De maniére intéressante, des études, qui ont comparé 1’état d’immunoréactivité microgliale
dans la moelle épiniére et le cerveau de rats SODI°**, ont également montré une augmentation
tardive de la réactivité microgliale dans la moelle épiniere contrairement au cortex cérébral ou
aucune microgliose n’est observée (Fendrick et al., 2007; Nikodemova et al., 2014). De méme, une
autre étude comparative de 1’état d’immunoréactivité des astrocytes spinaux et corticaux, menée

chez les souris SOD1¢%*

, a révéleé une astrogliose spinale des le début des symptomes. En revanche
I’astrogliose corticale n’a été observée que tres tardivement. Une microgliose spinale tres tardive est
¢galement observée (Yang et al., 2011).

L’absence de gliose réactionnelle au niveau cortical pourrait résulter d’une différence
d’environnement entre le cortex et la moelle épinieére conduisant a des réponses gliales différentes.
Elle pourrait étre le reflet d’une incapacité des cellules gliales corticales a produire une réponse au
stade final étudi¢ due a une possible hyposensibilité de ces cellules aux signaux inflammatoires
libérés par les NMCS qui dégénerent (Nikodemova et al., 2014). En effet, il a été rapporté une plus
grande sensibilité des cellules gliales spinales a ces signaux comparativement a celles du cortex
(Nikodemova et al., 2014), pouvant expliquer les différences de niveaux d’expression des
marqueurs gliaux obtenues entre ces deux structures. Les études qui vont étre réalisées a des stades
plus précoces (30, 60 et 90 jours) et avec un plus grand nombre de marqueurs de réactivité gliale
permettront une meilleure caractérisation de la pathologie corticale au cours de la maladie.

Ces résultats préliminaires indiquent que, contrairement a la moelle épiniere, le cortex

R
]G86

cérébral des souris Sod ne semble pas étre le lieu d’une réaction gliale massive. Ainsi, il
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semblerait que le microenvironnement cortical, au sein duquel les NMCS dégénerent differe de

celui ou meurent les MnBS.

Enfin, outre la réactivité¢ astrocytaire et microgliale, il a ét¢ observé une atteinte
oligodendrocytaire marquée par la présence d’inclusions cytoplasmiques pathologiques (telles que
des protéines TDP-43 ou FUS), une démy¢élinisation et leur dégénérescence au niveau de la corne
ventrale de la moelle épiniére de patients SLA (Kang et al., 2013; Mackenzie et al., 2011;
Nonneman et al., 2014; Philips et al., 2013) et des modéles murins SOD1%** (Kang et al., 2013;
Nonneman et al., 2014; Philips et al., 2013). Cette atteinte s’accompagne d’une prolifération et
d’une différenciation accrues de leurs précurseurs oligodendrocytaires NG2+, un mécanisme
compensatoire visant a maintenir un nombre constant d’oligodendrocytes (Kang et al., 2013;
Nonneman et al., 2014; Philips et al., 2013). Cette prolifération a également été observée dans le
cortex de patients SLA (Kang et al., 2013). De ce fait, une caractérisation de la pathologie

oligodendrocytaire, dans le cortex et la moelle des souris Sod1“*™

, aégalement été entreprise avec
une premicre analyse du niveau d’expression du géne Ng2.

De maniére étonnante, le niveau d’expression du géne Ng2 n’est pas modifi¢é dans la
moelle épiniere des souris Sod/%**® a 105 jours (sauvage: 246,3 + 14,5, N=4, Sodl“**:
266,5 + 43,16, p<0,6). En revanche, le niveau d’expression de ce géne apparait significativement
diminué dans le cortex cérébral (sauvage : 233,5 + 22,91, N=4, Sod1°*® : 141,4 + 14,67, p< 0,0,
Figure 1D.

Ces résultats préliminaires sont difficilement comparables a ceux de la littérature puisqu’ils
sont issus d’expériences réalisées a des échelles moléculaires différentes. En effet, une approche
transcriptionnelle a été utilisée dans cette é¢tude tandis que les données de la littérature portent sur
des marquages protéiques NG2+ (Kang et al., 2013; Philips et al., 2013). Il est possible d’envisager
que la diminution du niveau d’expression du géne Ng2 (ARNm) dans le cortex cérébral des souris
Sod1“*™® & 105 jours puisse étre compensée par une forte augmentation de la machinerie

traductionnelle, aboutissant a une augmentation protéique de NG2+ (Kang et al., 2013; Philips et

al., 2013). Des études immunohistologiques vont étre réalisées afin de tester cette hypothese.

Enfin, bien que trop préliminaires pour étre interprétées a 1’heure actuelle, ces données
semblent indiquer une différence des niveaux d’expression de Ng2 (ARNm) entre le cortex et la

moelle épiniere.
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3.3.2 Etablissement d’une liste de génes candidats en vue d’une caractérisation de
la pathologie corticale

Suite a ces premiers résultats, il semble intéressant d’approfondir 1’analyse de la pathologie
corticale en ¢élargissant le spectre de geénes analysés par une sélection de geénes candidats. Cette
sé¢lection a reposé sur une recherche bibliographique de geénes identifiés comme dérégulés dans les
mécanismes physiopathologiques associés a la maladie. Plus particulierement, la sélection s’est
portée sur les mécanismes connus de la neuroinflammation, de I’excitotoxicité, du stress oxydatif,
du métabolisme mitochondrial, du stress du réticulum endoplasmique, du transport axonal et
cytosquelette, du protéasome, de I’autophagie et de la mort cellulaire. Une liste de 60 génes connus
pour étre dérégulés au niveau transcriptionnel dans la moelle épiniere de patients SLA ou de souris
transgéniques modélisant la maladie a été établie. Elle est présentée dans le Tableau 1. Les niveaux
d’expression de ces genes vont maintenant étre évalués a partir des ARN extraits du cortex et de la
moelle épiniére lombaire des souris sauvages ou Sodl*%, a 30, 60, 90 et 105 jours par une
technique de microfluidique (Fluidigm). Celle-ci permettra de tester la totalité¢ de ces genes sur tous

les échantillons en une seule expérience. Cette étude est en cours.

3.3.3 Conclusion

Dans I’ensemble, ces premicres données treés préliminaires indiquent que le cortex des
souris Sod1“**® n’est pas le lieu d’une réaction gliale massive telle qu’elle est observée dans la
moelle épiniere (Figure 2). Ceci suggere que les microenvironnements corticaux et spinaux
réagissent de facon différente a la pathologie. De plus, ces résultats laissent supposer qu’au-dela de
leurs différences biologiques, les NMCS et les MnBS dégénerent probablement selon des
mécanismes différents et confirment le besoin de mettre en évidence les mécanismes propres a la
perte des NMCS au cours de la pathologie. Les différences microenvironnementales vont étre
¢tudiées a présent de maniere plus détaillée et au fil du temps, en comparant I’expression d’une
série de genes, connus de la littérature pour €tre dérégulés dans le cortex et la moelle épinicere des
souris WT et Sod1%**® au travers d’une approche microfluidique. Par la suite, il est envisagé de
compléter ces analyses transcriptionnelles par des validations histologiques de certains marqueurs
¢tudiés en fonction de leur pertinence.

A terme, ces données permettront d’évaluer si les mécanismes extrinséques qui
accompagnent la dégénérescence des NMCS sont différents de ceux jusqu’alors révélés pour les

MnBS.
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Figure 1. Le cortex des souris Sod1®**® ne présente pas ou peu de gliose réactionnelle,
contrairement a la moelle épiniére

A. La région corticale sensorimotrice contenant les neurones moteurs cortico-spinaux et la moelle épiniere
lombaire des souris Sod1°*® et de leurs contréles sauvages ont été microdisséquées a 4 ages (30, 60, 90, 105
jours) et analysées par PCR quantitative. B-D. Les niveaux d’expression de marqueurs d’activation gliale
(Gfap pour les astrocytes, Ibal, Cdl1b (ou Itgam) et Dapl2 pour les microglies), ainsi que du marqueur de
progéniteur d’oligodendrocyte Ng2 sont représentés pour le cortex et la moelle épiniére lombaire de souris
Sod17** et de leurs contrdles sauvages a 105 jours.

Gfap: Glial fibrillary acidic protein, Ibal: lonized calcium binding adaptor molecule 1, Cdl1b / Itgam:
Integrin alpha M, Dap12: DNAX activation protein of 12kDa, NG2: Neural-glial antigen 2.
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souris sauvage souris Sod 1%k

A. Cortex Moteur

Neurones moteurs cortico-spinaux

B. Moelle épinicre

Figure 2. Caractérisation préliminaire de la pathologie corticale chez les souris Sod1G86R

Les résultats préliminaires obtenus indiquent que le cortex des souris Sod/*™® ne semble pas étre le licu

d’une réaction gliale massive (A), contrairement a ce qui est observé dans la moelle épiniére (B).
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Malgré des efforts de recherches intenses et une origine corticale suggérée par de récentes
¢tudes (Brettschneider et al., 2013; Kassubek et al., 2014; Ling et al., 2013; Robberecht & Philips,
2013; Vucic et al., 2008), on ne sait encore rien de la fagon dont dégénerent les NMCS au cours de
la SLA. Pourtant, a I’instar des MnBS, qui ont été largement étudiés, les NMCS sont sélectivement
affectés par la maladie. De plus, intermédiaire entre le cortex et la moelle épiniére, ils occupent une
place centrale dans le circuit moteur et apparaissent ainsi particulierement pertinents comme
initiateurs et/ou propagateurs de la maladie.

La grande densité et hétérogénéité¢ cellulaire du cortex cérébral, associée a un manque
d’outils moléculaires et techniques permettant d’identifier des sous-populations corticales
spécifiques ont sans doute contribué au manque d’études sur les NMCS en condition de SLA. Par
ailleurs, I’émergence de données mettant en avant une atteinte premiere des terminaisons axonales
des MnBS en faveur de I’hypothese de dégénérescence rétrograde (Fischer et al., 2004), a contribué
a faire de la perte des NMCS un aspect secondaire de la pathologie. Rappelons cependant que cette
hypothése repose sur I’observation d’une dégénérescence wallérienne, a 1I’échelle du neurone (MnS)
et non du circuit neuronal moteur. Par conséquent, ces observations ne permettent pas d’affirmer
que la perte des MnS se produit avant celle des NMCS et induit leur mort. En effet, le décours
temporel de la perte de NMCS n’a jusqu’alors jamais été réalisé parallélement a celui des MnS.

Depuis la génération des modeles murins SODI (Gurney et al., 1994; Ripps et al., 1995),
qui récapitulent de nombreux signes observés chez les patients SLA, ceux-ci (notamment le modele
SOD1°***) ont permis I’identification de mécanismes physiopathologiques impliqués dans la SLA
et sont devenus I’un des principaux outils de criblage de molécules a visée thérapeutique
(Drachman et al., 2002; Klivenyi et al., 1999). Cependant, les échecs des essais cliniques ont
conduit a une remise en question de la pertinence des modéles murins utilisés (Benatar, 2007), en
partie a cause des différences existantes entre I’homme et la souris, et a repenser les recherches
précliniques en amont. Néanmoins, s’il est vrai qu’il existe des différences anatomiques (D’ Acunzo
et al., 2014; Lemon, 2008), ces deux especes présentent une similarit¢ au niveau cellulaire,
notamment neuronale. En effet, leurs processus de développement, de maturation ainsi que leurs
propriétés sont semblables. Par ailleurs, il est important de rappeler que la plupart les composés
testés, ont €té pensés en réponse aux mécanismes physiopathologiques a 1’origine de 1’atteinte des
MnBS. Ainsi, ces échecs pourraient étre le résultat d’un manque d’études portant sur les NMCS
dont les mécanismes a I’origine de leur dégénérescence, non encore révélés, pourraient s’avérer
pertinents pour le déclenchement de la pathologie. Cela, associé¢ a I’émergence de données récentes
en faveur d’un role potentiellement initiateur du cortex cérébral (cf. Introduction, IV) améne a

reconsidérer le cortex cérébral et les NMCS dans les recherches précliniques menées sur la maladie.
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L’orientation des recherches vers la mise en évidence de mécanismes moléculaires
responsables de la dégénérescence des NMCS pourrait permettre d’identifier ceux indispensables a
leur survie et leur protection et €tre potentiellement transposables a 1’homme. Cependant, les
NMCS, contrairement aux MnBS, ne sont pas facilement identifiables. Néanmoins, avec le
développement de nouveaux outils il est a présent possible d’envisager I’étude des mécanismes
moléculaires responsables de la perte des NMCS, et a plus long terme, de développer de nouvelles

approches thérapeutiques. C’est la direction qui a été suivie dans ce projet de recherche.

Cette partie du manuscrit sera consacrée a la discussion du projet de thése et des résultats
des travaux réalisés. La discussion portera en premier lieu sur la dynamique spatio-temporelle de
’atteinte des NMCS puis sur la relation somatotopique des atteintes corticales, spinales et lombaires
observée en soulignant 1’absence de gliose réactionnelle majeure. De potentiels mécanismes
moléculaires responsables de la dégénérescence des NMCS seront ensuite évoqués et discutés, en
mettant en avant la découverte de nouveaux acteurs moléculaires identifiés grace au développement

d’une nouvelle approche expérimentale dont 1’intérét sera discuté.

1. Dynamique spatio-temporelle de ’atteinte des NMCS

Parmi les modéles murins SOD1, seul le modéle murin SODI%%* a été validé quant 4 la
dégénérescence des NMCS dans le cadre de la SLA (Leichsenring et al., 2006; Ozdinler et al.,
2011; Zang & Cheema, 2002). En outre, méme si ces quelques études ont montré une
dégénérescence spécifique des NMCS, elles n’ont pas fourni de données concernant la dynamique
spatio-temporelle de cette dernicre.

C’est pourquoi une partie de mes premiers travaux de recherches a cherché a répondre a

deux questions : 1) Le modéle murin Sod1“*™

réecapitule-t-il la dégénérescence des NMCS observée
chez les patients SLA ? 2) La dégénérescence des NMCS est-elle homogene le long de |’axe rosto-

caudal du cortex cérébral au cours de la maladie ?

1.1 L’atteinte des neurones moteurs cortico-spinaux est progressive

Les souris transgéniques Sodl“*™ (Ripps et al, 1995) développent les premiers
symptomes moteurs de manicre trés homogene et reproductible. Ces souris présentent leurs
premiers symptomes au niveau des pattes arriere (altération de la marche), similaire a I’apparition
de premiers symptomes moteurs au niveau des jambes des patients porteurs de mutations SOD/
(Millecamps et al., 2010). Ces symptomes surviennent aux alentours de 90 jours puis évoluent vers

une paralysie conduisant a leur mort entre 105 et 110 jours. Néanmoins, bien qu’au niveau
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phénotypique ce modele récapitule les symptomes de la SLA, la perte des NMCS n’a jamais été
mise en évidence avant notre étude.

La quantification de la population totale des NMCS, marqués de fagon rétrograde grace a
I’injection du traceur FG depuis la région cervicale de la moelle épiniére, a montré une perte

progressive de cette population chez les souris Sod]“**

au cours de la maladie (cf. publication 1,
fig. 1 et fig. suppl. 3). Ainsi, ce modele murin récapitule une dégénérescence spécifique des NMCS
telle qu’elle est observée chez les patients SLA (Hammer et al., 1979; Nihei et al., 1993; Sasaki &
Iwata, 1999). Contrairement aux précédentes ¢tudes menées sur les NMCS (Ozdinler et al., 2011;
Zang & Cheema, 2002), une analyse beaucoup plus rigoureuse et détaillée de la population totale de
NMCS a ici été réalisée. En effet, cette analyse a porté sur huit coupes espacées a intervalles
réguliers le long de 1’axe rostro-caudal afin de couvrir la totalité de la région corticale contenant les
NMCS. Elle offre ainsi une bonne représentation de la population totale. Du fait du nombre
important de coupes a analyser, nous avons développé un comptage automatisé¢ sur le logiciel
imageJ (cf. publication 1, fig. suppl. 2). Celui-ci constitue a présent un outil d’analyse tres utile
pour 1’étude de populations corticales a partir de coupes épaisses.

La dégénérescence spécifique des NMCS chez les souris Sodl“*® débute précocement,
puisqu’une perte semble se dessiner des le stade présymptomatique de 60 jours, puis devient
significative a 90 jours avec 19% de perte des NMCS marqués. Ceci a €galement ét¢ mis en
évidence dans le modéle murin SODI°%* par Ozdinler et ses collégues dés I’4ge présymptomatique
de 60 jours (Ozdinler et al., 2011). Cependant, cette quantification repose uniquement sur trois
coupes et est de ce fait moins représentative de la population totale des NMCS. Ces résultats sont en
accord avec des études cliniques et des études d’IRM humaines qui indiquent une atteinte des
NMCS dans le cortex moteur aux premiers stades de la SLA (Menon, Kiernan, et al., 2015; Vucic
& Kiernan, 2006). Si dans notre étude, la perte neuronale au niveau de la population totale de
NMCS n’atteint pas un seuil de significativité a 60 jours, cela ne veut pas dire pour autant que la
tendance observée n’est pas a ’origine d’un dysfonctionnement cortical dés ces ages la. Il serait
donc intéressant de regarder le niveau d’excitabilité cortical chez ces souris. En effet, des études
menées chez les souris SODI** ont révélé une hyperexcitabilité trés précoce dans ce modéle

(Fogarty et al., 2015; Saba et al., 2015).

Chez les souris Sodl“**® la perte des NMCS marqués au FG a été confirmée par une
approche histologique d’ hybridation in situ permettant de révéler 1’expression du géne de la mu-
crystalline (Crym) exprimé par les neurones excitateurs de projection de la couche V du cortex
(Arlotta et al., 2005), dont les NMCS. Une diminution progressive du nombre de neurones Crym-

positifs est observée dans les aires motrices ou se situent les NMCS (cf, publication 1, fig. suppl. 3).
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Il est important de noter que 1’analyse RNA-seq des NMCS purifiés a révélé que 1’expression de

R
[G86

Crym n’est pas altérée chez les souris Sod comparées a leur controle sauvage (cf,

publication 1, fig. suppl. 6). Ainsi, la diminution progressive des neurones Crym-positifs chez les

. R
souris Sod1°%%

ne résulte pas d’une diminution de I’expression du gene Crym (ARNm).

D’autre part, cette diminution indique que la perte des NMCS FG-positifs observée apres 5
jours de marquage rétrograde aux quatre ages analysés, n’est pas uniquement le résultat d’une
altération du transport rétrograde, mais est également le reflet d’une perte des corps cellulaires. Ceci
est soutenu par les travaux de Ozdinler et ses collaborateurs qui ont montré une perte identique des
NMCS pour un méme age analysé (120 jours) et deux temps d’injection testés (50 jours et 110
jours) (Ozdinler et al., 2011).

Ainsi, nos résultats, bien que n’excluant pas une possible modification du transport axonal

rétrograde, nous permettent néanmoins de conclure a une perte des corps cellulaires des NMCS.

1.2 L’atteinte des neurones moteurs cortico-spinaux suit une dynamique spatio-
temporelle

Comme ¢énoncé en introduction, la population totale des NMCS est organisée de maniére
topographique le long des axes rostro-caudal et médio-latéral du cerveau a la fois chez 1’homme
(Grunbaum & Sherrington, 1901; Leyton & Sherrington, 1917; Penfield & Boldrey, 1937; Penfield
& Rasmussen, 1952) et les rongeurs (Akintunde & Buxton, 1992b; Kamiyama et al., 2015;
Olivares-Moreno et al., 2017) selon le segment de la moelle épiniere qu’elle innerve (Kamiyama et
al., 2015; Moreno-Lopez et al., 2016; Olivares-Moreno et al., 2017).

Prenant en considération I’organisation somatotopique des sous-populations des NMCS,
nous avons cherché a savoir si la dégénérescence des NMCS observée a I’échelle globale de la
population est homogéne le long de I’axe rosto-caudal ou s’il existe des sous-populations plus
sensibles a la maladie. L’approche de comptage que nous avons développée permet une estimation
robuste de la population totale des NMCS le long de cet axe. Elle nous a permis de montrer une
perte inégale des NMCS le long de 1’axe rostro-caudal : débutant a 90 jours dans les régions les plus
caudales puis progressant avec le temps vers les régions les plus rostrales (cf, publication 1, fig. 2).
Dans le cortex cérébral de ’homme, la majorité des fibres provenant de la représentation des
membres supérieurs se termine au niveau de la moelle épiniére cervicale tandis que les fibres issues
de la représentation des membres inférieurs se terminent au niveau de la moelle épiniere
lombosacrée (Schieber, 2007). Chez le rongeur, des études ont montré que les NMCS situés dans
les régions caudales (correspondant aux coupes 7, 8 et 9, cf, publication 1, fig. suppl. 4) innervent
les membres postérieurs par des projections vers la partie lombaire de la moelle €piniere ou se

situent les MnS innervant les muscles des pattes arriere (Kamiyama et al., 2015; Olivares-Moreno et
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al., 2017). En outre, rappelons que les souris Sod1“**®, tout comme les patients SOD/ (Millecamps
et al., 2010), développent les premiers symptomes moteurs dans les membres inférieurs (Ripps et
al., 1995). Ainsi, les données obtenues suggerent 1’existence d’une possible relation somatotopique
entre la perte des NMCS dans le cortex, I’atteinte spinale lombaire et des muscles des membres

inférieurs.

La progression de la perte observée au cours du temps vers les régions les plus rostrales
pourrait étre corrélée a la progression des symptomes des membres postérieurs vers les membres
antérieurs. En effet, la section 2, qui représente la perte la plus importante au stade final, se situe au
niveau de ’aire rostrale des membres antérieurs responsable de leurs mouvements (Bachmann et
al., 2014; Tennant et al., 2011). La perte drastique observée au stade final ameéne a se questionner
sur le role spécifique de cette population ainsi qu’a envisager a plus long terme une étude plus
approfondie de cette derniére. En effet, il serait intéressant d’identifier si cette population est
impliquée dans certaines fonctions vitales de 1’animal, telle que la respiration volontaire. En effet,
chez I’homme, il a ét¢ montré que les NMCS contribuent a I’activité des muscles respiratoires lors
de la respiration volontaire (Petersen et al., 2011), une fonction altérée chez les patients SLA et
provoquant leur mort. Par ailleurs, I’importante perte observée pourrait étre le résultat d’une
altération de la connectivité provenant des régions caudales premicrement affectées. Ceci serait en
accord avec la théorie de propagation corticofuge développée ces dernieres années (Brettschneider
et al., 2013; Kassubek et al., 2014; Schmidt et al., 2016). En outre, une ¢tude de connectome par
IRM chez les patients a montré que la propagation de la maladie serait dépendante de la topologie
des réseaux cérébraux (Schmidt et al., 2016). Au niveau des régions sensorimotrices se trouvent des
NCP provenant majoritairement de la couche V, et dans une moindre mesure des couches II/111, qui
projettent en ipsilatéral vers les régions frontales du cortex moteur (Fame et al., 2011; Mitchell &
Macklis, 2005). Dans ces régions se trouve une population de NMCS (coupe 8 et 9, publication 1,
fig. suppl. 1), qui dans notre étude, dégénere au cours de la maladie. Dans cet environnement
dégénératif, la connectivité locale devenant altérée pourrait entrainer une modification de la
connectivité de longue distance pouvant conduire a une propagation de la maladie le long des

réseaux anatomiques (Schmidt et al., 2016).

Dans I’ensemble, I’atteinte primaire de sous-populations localisées dans les régions
caudales progressant par la suite vers les régions les plus rostrales (atteinte spatiale) au cours du
temps (atteinte temporelle) nous a conduit a envisager 1’existence d’une possible relation

somatotopique des atteintes corticales et spinales que nous avons testée.
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2. L’atteinte précoce des NMCS a projection lombaire met en avant
une relation somatotopique des atteintes corticales, spinales et
musculaires

Du fait que les NMCS qui innervent les pattes arriere se situent dans la région caudale du
cortex (Kamiyama et al., 2015; Olivares-Moreno et al., 2017), nous avons émis I’hypothese que la
perte initialement observée au niveau des sections les plus caudales correspondrait en majorité a la
perte de cette population. La quantification des NMCS a projection lombaire (NMCSy omp) marqués
au FG, a révélé une perte progressive, plus précoce (significative dés 60 jours) et plus importante
que le reste de la population des NMCS (cf. publication 1, fig. 3), en faveur de cette hypothese. Des
résultats similaires ont été rapportés dans la littérature par Zang et Cheema (2002). En effet,
I’injection du FG en TI11 de la moelle épiniere a montré une perte des NMCSpomp des 1’age
présymptomatique de 60 jours chez les souris SOD9** 9" (Zang & Cheema, 2002). Oswald et ses
collegues (2013) ont montré que les NMCSpomb présentaient des caractéristiques morphologiques
distinctes, avec notamment un soma et une arborisation dendritique plus larges par rapport aux
NMCS a projection cervicale (Oswald et al., 2013). Ces caractéristiques intrins€ques pourraient
conférer aux NMCSiompy une plus grande vulnérabilité et sensibilit¢ aux changements

environnementaux.

En accord avec les symptomes observeés au niveau des pattes arriere, des études ont montré
une atteinte des MnS dans la partie lombaire de la moelle épinic¢re (Dupuis et al., 2000; Morrison et
al., 1998; Rouaux et al., 2007). Afin de tester une possible relation somatotopique entre les atteintes
corticales, spinales et musculaires, nous avons comparé¢ les dynamiques spatio-temporelles de perte
des NMCS a projection lombaire, des MnS lombaires et de la dénervation musculaire chez les

. R
souris Sod1°%"

. I a été constaté que la perte des NMCSpomp intervient bien avant celle des MnS
lombaires. L’analyse des MnS exprimant la choline acétyltransférase (ChAT) dont la taille
supérieure a 400 pm’ est nécessaire pour exclure les motoneurones gamma plus petits et non
affectés dans la maladie, n’a montré qu’une perte significative au stade final de la maladie (65,27%,
p <0,001). Les données de la littérature rapportent également une perte tres tardive, a 105 jours, de
cette population neuronale chez les souris SodI°**® (Dupuis et al., 2000; Halter et al., 2010;
Morrison et al., 1998; Rouaux et al., 2007). De maniere intéressante, dans une autre ¢tude menée
par Dupuis et ses collegues (2004) ou I’analyse des motoneurones a été effectuée selon trois
intervalles de taille (300 pm?, entre 300 pm? et 600 pm’, et supérieur a 600 um?), une perte des

motoneurones ayant une taille supérieure a 300 um’® est observée tandis que le nombre de

motoneurones inférieurs a cette taille se retrouve augmenté a 90 jours (Dupuis et al., 2004). Ainsi,
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ces données associées aux notres suggerent que la dégénérescence des MnS lombaires survient
tardivement au cours de la maladie, et que I’atteinte de cette population entrainerait une atrophie
cellulaire plus qu’une perte massive des corps cellulaires. De plus, les enregistrements
¢lectromyographiques et I’analyse histologique des JNM ont montré une dénervation a partir de 90
jours (17,7% de JNM totalement dénervées a 90 jours et 76,9% au stade final) chez les souris
Sod1°**® (cf. publication 1, fig. suppl. 5) en accord avec de précédentes études (Dupuis et al., 2002;
Jokic et al., 2006). Ces résultats indiquent par conséquent que ’atteinte des MnS, que ce soit au
niveau du corps cellulaire ou de leur terminaison axonale, n’est observable qu’apres la perte des

NMCSyomb-

Pris dans leur ensemble, nos résultats suggerent que la perte des NMCSpomp intervient bien
avant I’atteinte de la population totale des NMCS, I’atteinte des MnS lombaires, et I’apparition des
symptomes moteurs. Ceci suggere que ce modele murin récapitule la relation somatotopique entre
les régions corporelles affectées (membres postérieurs) et les zones corticales altérées (régions
caudales). De plus, ces données sont d’autant plus pertinentes qu’elles reflétent la relation
somatotopique décrite par un petit nombre d’études menées chez les patients SLA (Menon et al.,
2017; Mochizuki et al., 1995; Ravits & La Spada, 2009; Zhang, Mao, et al., 2014). Ainsi, des
travaux menés par Zhang et ses collaborateurs ont montré 1’existence d’une latéralisation de
I’atteinte entre le site d’apparition des symptomes et la région corticale atrophiée, en accord avec
nos observations. Leurs résultats suggérent que le site d’apparition des symptomes peut prédire
I’atteinte corticale chez les patients SLA et que la progression de la maladie est corrélée avec
I’étendue de I’atteinte corticale (Zhang, Mao, et al., 2014).

En dépit des critiques adressées aux modeles murins, notamment en raison des différences
qui existent au niveau de 1’organisation du TCS avec ’homme (Eisen et al., 2017; Lemon, 2008),
nous avons pu observer des similarités avec les patients SLA au niveau de la perte des NMCS et de
la relation somatotopique des atteintes (Hammer et al., 1979; Mochizuki et al., 1995; Nihei et al.,
1993; Ravits & La Spada, 2009; Sasaki & Iwata, 1999; Zhang, Mao, et al., 2014). De ce fait, le
modele murin utilisé semble étre pertinent pour 1’é¢tude de la maladie. Par ailleurs, contrairement
aux modeles de primates plus proches de I’homme, ils offrent un éventail d’applications comme
notamment la purification des NMCS.

L’origine corticale suggérée par de récentes études amene a reconsidérer 1’hypothése
antérograde de dégénérescence émise par Jean-Martin Charcot (Braak et al., 2017; Brettschneider et
al., 2013; Kassubek et al., 2014). Les NMCS, servant de relai entre le cortex et la moelle épiniére,
pourraient étre a 1’origine de la transmission de la pathologie vers les MnS de la moelle épinicere.

Toutefois, le mode de transmission reste une question ouverte. Différentes théories existent. Tout
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d’abord, les observations cliniques chez les patients SLA montrent que 1’extension des symptdomes
ne se produit pas au hasard. Les symptomes se propagent généralement vers des régions contigués,
d’une région a I’autre, ou d’un co6té du corps vers le coté controlatéral. Sur la base des signes
cliniques, du site d’apparition de la maladie et d’analyses post-mortem de la moelle épiniere, Ravits
et ses collegues (2007), ont suggéré que la perte des neurones est un processus focal qui se propage
de fagon contigiie au cours du temps en suivant [’anatomie en trois dimensions des NMCS et des
MnBS (Ravits et al., 2007). Deux types de mécanismes de propagation seraient impliqués : une
propagation contigué¢ qui se produit de cellule a cellule localement a travers la matrice
extracellulaire indépendamment des connexions neuro-anatomiques et une propagation par le réseau
qui dépend des connexions synaptiques et de la transmission axonale. En suivant ’hypothése de
Ravits, il serait possible d’envisager, une atteinte initiale au niveau des régions caudales du cortex
entrainant une atteinte des MnS lombaires vers lesquels ils connectent. L’atteinte se propagerait
d’abord de cellule a cellule vers le membre controlatéral, avec une diffusion horizontale de courte
distance conduisant a une atteinte bilatérale des pattes arriére. En effet, les souris Sodl“*™
présentent une asymétrie de 1’atteinte des pattes a I’apparition des symptomes. Une propagation de
la pathologie des régions caudales du cerveau vers les régions rostrales s’effectuerait au cours de la
pathologie, suivant le méme schéma au niveau de la moelle épiniére.

Par ailleurs, il est également possible que le bon fonctionnement et la survie des MnS
requierent un certain nombre de NMCS fonctionnels. Nous avons montré une perte des NMCSpomb
chez les souris Sod19**® bien avant I’apparition des symptémes moteurs (cf. publication 1, fig. 3 et
figure suppl. 5). Comme décrit en introduction, un NMCS peut innerver plusieurs MnS
(divergence) (Datta & Stephens, 1990; McKiernan et al., 1998), et chaque MnS est innervé par
plusieurs NMCS (convergence) (Kwan et al., 1978; Penfield & Boldrey, 1937). Ainsi, il est possible
que la dégénérescence d’un NMCS affecte plusieurs MnS, mais seulement Iégérement au début de
la maladie puisque d’autres NMCS encore présents et innervant également ces MnS pourraient
compenser cette perte. La dégénérescence des MnS n’aurait alors lieu que lorsqu’il n’y aurait plus
suffisamment de NMCS (seuil atteint a environ 37% de perte) pour moduler leur activité. Il serait
donc particulierement intéressant de tester la réponse des MnS a une mort sélective des NMCS

induite expérimentalement.

Dans I’ensemble, ces données indiquent que, chez les souris Sod**%, la dégénérescence
des NMCS se produit de manic€re somatotopique, avec une atteinte plus précoce et plus importante
des NMCS a projection lombaire. En outre, nos données indiquent que la perte de NMCS survient
avant D’apparition des premiers signes d’atteinte des MnS, suggérant qu’au cours de la SLA, la

neurodégénérescence pourrait suivre une progression descendante, du cortex cérébral vers la moelle
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épiniere et les muscles. Compte tenu de ces résultats, il nous a paru pertinent d’entreprendre une
caractérisation plus précise des mécanismes extrinseques (environnement cortical) et intrinseéques
(mécanismes moléculaires) associés a cette dégénérescence. Pour cela nous avons cherché a
répondre a deux grandes questions : /) Dans quel environnement cette degénérescence prend-elle
place ? 2) Quels sont les mécanismes moléculaires intrinseques sous-tendant le dysfonctionnement

initial et la perte ultime des NMCS ?

3. La dégénérescence des NMCS semble se produire en ’absence de
gliose majeure

Contrairement a la pathologie spinale aujourd’hui bien décrite, on sait encore trés peu de la
pathologie corticale dans les modéles murins de SLA. L’analyse préliminaire de I’état de réactivité
gliale chez les souris Sod1“*™ a révélé que la dégénérescence des NMCS bien qu’atteignant 33% au
stade final de la maladie ne semble pas s’accompagner d’une gliose réactionnelle massive telle
qu’elle a pu étre observée au niveau de la moelle épinicre (Levine et al., 1999; Morrison et al.,
1998). Bien que nos données soient trés préliminaires, car elles ont porté sur un seul age
symptomatique de 105 jours et un petit nombre de genes, plusieurs hypothéses peuvent néanmoins
étre formulées pour expliquer cette absence d’activation gliale dans le cortex cérébral des souris
Sod1“**®. En effet, des études portant elles aussi sur la comparaison de 1’état d’immunoréactivité
gliale entre le cerveau et la moelle épiniére de modéles de rongeurs SOD1%*** rapportent une
implication bien plus prépondérante des astrocytes et des microglies dans la pathologie spinale que
dans la pathologie corticale (Fendrick et al., 2007; Nikodemoa et al., 2014; Yang et al., 2011).

Ces données, en accord avec nos résultats, pourraient révéler une incapacité des cellules
gliales a produire une réponse au niveau cortical au stade final étudié. Cette incapacité pourrait
s’expliquer par une hyposensibilité des cellules gliales corticales aux signaux inflammatoires libérés
par les NMCS en dégénérescence, comme le suggerent Nikodemova et ses collaborateurs
(Nikodemova et al., 2014). Selon leurs études, les microglies spinales seraient plus sensibles a ces
signaux. Ainsi, elles s’activeraient plus précocement et de fagcon plus importante, permettant une
détection par qPCR. Un enrichissement en geénes impliqués dans la neuroinflammation et
I’immunité est ressorti de nos analyses RNA-seq a 105 jours uniquement. Il est par conséquent
possible que les cellules gliales soient insensibles a ces signaux ou que ces derniers soient délivrés
trop tardivement pour induire une réaction gliale suffisante. Les expériences visant a caractériser
I’état d’activation gliale a des stades plus précoces de la maladie et avec un plus grand nombre de

genes (30, 60 et 90 jours) permettront de tester cette hypothése.
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Par ailleurs, il a été observé dans le cortex moteur de patients la présence de petites plaques
astrocytaires dispersées (Nagy et al., 1994). De plus, il a été observé une microgliose a proximité
des NMCS chez les souris SOD1** (Jara et al., 2012). Ainsi, il est également possible d’envisager

I’existence d’une gliose corticale & des stades tardifs dans le modéle murin Sod]“**

, mais non
quantifiable par qPCR, du fait de I’hétérogénéité tissulaire. En effet, les changements d’expression
des genes qui se produisent dans ces cellules gliales pourraient ne pas étre détectés, car ils ne
contribuent qu’a une fraction minime de I’ARN total extrait du cortex moteur microdisséqué. Des
analyses histologiques des tissus aux différents ages étudiés vont étre réalisées et permettront, en

association avec les données transcriptionnelles, une meilleure caractérisation de 1’état de réactivité

gliale corticale au cours de la maladie.

D’autre part, les données de la littérature ont reporté une augmentation de la prolifération et
de la différenciation des précurseurs oligodendrocytaires NG2+ associée a une augmentation des
niveaux protéiques NG2+, un mécanisme compensatoire visant 2 maintenir un nombre constant
d’oligodendrocytes (Kang et al., 2013; Philips et al., 2013). Il est possible d’envisager que la
diminution du niveau d’expression du géne Ng2 dans le cortex cérébral des souris Sod*F a 105
jours puisse résulter d’une augmentation de la machinerie traductionnelle, expliquant de ce fait
I’augmentation protéique de NG2+ observée (Kang et al., 2013; Philips et al., 2013). Des ¢études
immunohistologiques vont étre réalisées afin de tester cette hypothese.

Enfin, bien que trop préliminaires pour étre interprétées a 1’heure actuelle, ces données
semblent indiquer une différence des niveaux d’expression de Ng2 entre le cortex et la moelle
épiniere. De maniére intéressante, il a été rapporté dans d’autres maladies neurodégénératives qu’un
contexte de mort cellulaire pouvait ou non induire une réponse NG2+. Ainsi, il semblerait que la
mort neuronale seule ne soit pas suffisante pour déclencher cette réponse, cette derniére pourrait
étre davantage liée au microenvironnement (Dimou & Gallo, 2015). D’aprés les résultats
précedents, la différence de microenvironnement observée entre le cortex et la moelle épinicre

pourrait expliquer la différence de réponse NG2+ entre ces deux régions.

Dans I’ensemble, bien que les données actuelles obtenues soient encore trés préliminaires,
elles suggérent néanmoins que les MnS et les NMCS semblent dégénérer dans un environnement
pathologique différent. De plus, les NMCS et les MnBS sont de nature trés différente : les NMCS
sont glutamatergiques et connectent des neurones, alors que les MnS sont cholinergiques et
connectent des muscles (Purves et al., 2011). De plus, ces deux populations neuronales sont situées
dans des régions distinctes et ont une histoire développementale différente. Cela laisse également

supposer que si ces neurones dégénerent dans des microenvironnements différents, il est alors
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possible que la dégénérescence de ces deux populations se fasse selon des mécanismes qui sont
propres a chaque population. Etant donné que les nombreuses études précliniques portant sur les
mécanismes de dégénérescence des MnBS n’aient pas abouti a des stratégies thérapeutiques
efficaces, il apparait nécessaire d’étudier plus précisément la fagon dont meurent les NMCS au

cours de la maladie.

4. L’analyse transcriptomique des NMCS met en évidence de
nouveaux acteurs moléculaires pertinents dans la sclérose latérale
amyotrophique

Notre étude a permis de mettre en évidence des dérégulations transcriptionnelles spécifiques
aux NMCS, détectables des les ages présymptomatiques de la maladie et s’amplifiant aux stades
symptomatiques, pour conduire notamment a un enrichissement des génes impliqués dans les

processus de survie et de mort, ou encore de réponse immunitaire.

4.1 Stratégie expérimentale

Les techniques de transcriptomique sont de puissants outils pour les études moléculaires.
Elles ont largement contribu¢ a la mise en évidence des voies moléculaires impliquées dans la
physiopathologie des MnS (Caballero-Hernandez et al., 2016; Ferraiuolo et al., 2011; Heath et al.,
2013). Parmi les technologies de transcriptomique développées, le séquencage des ARN (RNA-seq)
est ’approche qui fournit la mesure la plus précise des niveaux de transcrits (Wang et al., 2009). De
ce fait, le RNA-seq a ¢été utilisé pour la mise en évidence des altérations transcriptomiques qui

prennent place lors de la dégénérescence des NMCS chez les souris Sod 1%,

Pour permettre cette analyse, nous avons développé une méthode de purification des
NMCS ainsi que des NCP des couches corticales II/III, en qualité de controle depuis le cortex

o A . R
cérébral des mémes souris adultes sauvages ou Sod°*

(cf. publication 1, fig. 4 et fig. suppl. 6).
Les NCP et les NMCS sont des populations neuronales proches qui partagent de nombreuses
caractéristiques : elles proviennent d’un méme groupe de progéniteurs corticaux, sont des neurones
excitateurs a longue projection (axones longs), utilisent le glutamate comme neurotransmetteur et
expriment des marqueurs moléculaires communs. Néanmoins, par opposition aux NMCS, les NCP
ne dégénérent pas dans la SLA, chez les souris SODI9* et les souris Sod19**® (Ozdinler et al.,
2011). A ma connaissance, la purification par FACS de neurones corticaux de projection a partir

d’un cerveau de souris adulte n’a jamais été publiée jusqu’a aujourd’hui. La nouveauté et les

apports scientifiques potentiels de ce protocole seront discutés en derniere partie.

Christine MARQUES 203



DISCUSSION

La comparaison des profils d’expression de ces deux populations neuronales nous permet
de distinguer les génes uniquement dérégulés dans les NMCS et susceptibles d’étre impliqués dans
leur dégénérescence, des genes dérégulés dans les deux populations neuronales et qui pourraient ne
pas jouer un rdle dans la perte neuronale. En effet, les NCP ne dégénerent pas dans la maladie
(Ozdinler et al., 2011). Dans le cadre de notre étude, I'utilisation des NMCS purifiés est
indispensable pour I’analyse transcriptomique précise de cette population. Concernant la population
controle, il aurait été possible d’envisager 1'utilisation du tissu entier, tel que 1’intégralité du cortex
cérébral ou des aires corticales motrices. Ce type d’analyse a déja été réalisé dans le cadre d’une
¢tude portant sur la mise en évidence de genes dérégulés uniquement dans les MnS et non dans la
moelle épiniere de patients SLA (Jiang et al., 2005). Néanmoins, notre choix s’est porté vers les
NCP pour plusieurs raisons en plus de celles évoquées précédemment. La premiere raison est une
limite technique : en effet, collecter la totalit¢ des aires motrices du cortex rendrait trop difficile la
purification des NMCS marqués, le processus de tri serait trop long et pourrait conduire a un
rendement bien trop faible de neurones. De plus, le marquage des NMCS requiert une procédure
chirurgicale, il est par conséquent possible que certains NMCS ne soient pas marqués par cette
technique et puissent tre intégrés dans la population contrdle, faussant ainsi les analyses. D’autre
part, le cortex présente une grande hétérogénéité cellulaire et il a été rapporté dans la SLA que
d’autres populations cellulaires sont affectées dans le cortex comme par exemple les interneurones
exprimant la PV (Nihei et al., 1993), d’autres populations non connues pourraient également étre
affectées. Ainsi, il n’est pas exclu que ces populations puissent partager des mécanismes
moléculaires pertinents : les intégrer dans la population contrdle pourrait conduire a I’exclusion de

genes potentiellement intéressants.

4.2 Les données de séquencage révélent une augmentation des altérations
transcriptomiques au cours de la dégénérescence des NMCS

L’analyse des génes dérégulés, selon des stratégies €tablies, devrait permettre d’identifier
des génes pertinents pour la mise en place du dysfonctionnement et/ou de la perte des NMCS. Ces
derniers constitueraient de véritables « candidats» pour le développement d’approches
thérapeutiques.

Des parametres statistiques restrictifs (valeur p ajustée < 0,05 et Log2FC > 111) ont été
appliqués aux 4 ages ¢étudiés afin de ne conserver que les génes qui sont dérégulés de manicre
robuste et qui pourraient donc jouer un réle important dans la perte des NMCS. Des parametres
statistiques restrictifs similaires (valeur p ajustée < 0,05 et FC>2) ont été appliqués, par Andres-
Benito et ses collaborateurs, pour mettre en évidence des altérations transcriptionnelles dans le

cortex préfrontal et la moelle épinicre de patients SLA et procéder a une validation par qPCR
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(Andrés-Benito et al., 2017). En effet, I’application de critéres statistiques peu restrictifs, bien
qu’intéressante, conduirait a I’identification de faibles variations transcriptionnelles qui pourraient
ne pas ¢tre détectables par qPCR ou par hybridation in situ. Or de telles techniques sont
communément utilisées pour la validation des génes sélectionnés avant de procéder a une validation
sur tissus humains.

Cette stratégie de sélection a permis la mise en ¢évidence de dérégulations
transcriptomiques des les ages présymptomatiques, 30 et 60 jours (cf. publication 1, fig. 4c), avant
méme une perte visible des NMCS indiquant la mise en place d’altérations trés précoces (cf.
publication 1, fig. 1). Une augmentation progressive du nombre de génes dérégulés est observée au
cours de la maladie, avec un pic a 90 jours, qui est I’age a partir duquel on observe une perte
significative de la population totale des NMCS (cf. publication 1, fig. 1). Ceci refléte une cascade
d’altérations transcriptionnelles qui prendrait place en réponse a la dégénérescence des NMCS,
qu’il s’agisse de mécanismes de défense ou de mort cellulaire. Le nombre plus faible de genes
dérégulés observeé a 105 jours pourrait s’expliquer par le fait qu’a ce stade trés avancé de la maladie,
les NMCS sont trés vulnérables et tres altérés, et par conséquent plus difficiles a maintenir intégre
le long du processus de purification. Il est en effet possible que les NMCS les plus affectés n’aient
pas tous résisté a la purification, tels que, par exemple, des NMCS des régions caudales du cortex,
ne permettant d’analyser qu’une plus faible proportion d’entre eux. Une autre possibilité est que
contrairement aux ages antérieurs ou une série de mécanismes s’active, par exemple en réponse a la
SOD1 mutée et pour la survie neuronale, il est probable qu’a 105 jours, certains de ces mécanismes
s’éteignent tels que les processus métaboliques identifiés comme enrichis a 90 jours et absents a
105 jours (cf. publication 1, fig. 4d).

En revanche, la population contréle des NCP présente un nombre de genes dérégulés
relativement faible et constant au cours de la maladie (cf. publication 1, fig. 4c). De plus, peu de
genes communs dérégulés ont été retrouvés entre ces deux populations. Ceci est en accord avec
I’absence de dégénérescence de cette population neuronale au cours de la maladie et suggere que
cette population, contrairement aux NMCS, est moins sensible a la surexpression de la protéine

SOD1 mutée.

Dans I’ensemble, ces données montrent des dérégulations significatives de I’expression des
genes dans les NMCS dés ’age présymptomatique de 30 jours. Elles deviennent beaucoup plus
nombreuses a 90 jours lorsque la dégénérescence devient détectable au niveau de la population

totale de NMCS et restent importantes a 105 jours.
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Parall¢lement, une étude d’enrichissement a permis de déterminer des catégories de genes
plus ou moins représentées dans les données de séquencage qu’elles ne le sont au sein du génome
entier. Cela a permis d’avoir une vue d’ensemble des principaux mécanismes altérés dans les
NMCS. Etant donné le nombre relativement faible de génes statistiquement dérégulés aux ages
présymptomatiques, 1’analyse d’enrichissement n’a pu étre réalisée qu’aux ages symptomatiques
(cf. publication 1, fig. 4c). Les processus biologiques enrichis ont été recherchés afin de ne mettre
en évidence que ceux qui sont les plus dérégulés et qui pourraient donc jouer un role important dans
le dysfonctionnement et la dégénérescence des NMCS. A 90 jours, seule la catégorie « processus
métabolique » est obtenue. L’analyse des composants cellulaires montre que cette dérégulation des
processus métaboliques touche I’ensemble de la cellule (cytoplasme, organelles, RE) (données non
montrées). A 105 jours, les génes identifiés comme enrichis sont essentiellement impliqués dans la
réponse immunitaire et I’inflammation, mais également dans les processus développementaux. Les
réponses immunitaires et inflammatoires enrichies sont en accord avec les données d’une analyse
transcriptomique post-mortem réalisée a partir de cortex moteur de patients SLA (Lederer et al.,
2007). Cependant, ces analyses post-mortem ne permettent pas d’établir a quel moment ces

1980k en revanche, ces

réponses se mettent en place dans le cerveau des patients. Chez les souris Sod
fonctions biologiques n’apparaissent pas dans les résultats d’enrichissement a 90 jours, et il se
pourrait donc qu’elles soient, au niveau du cortex cérébral, trés tardives. Une astrogliose et une
microgliose tardives ont été décrites a proximité des NMCS (Ozdinler et al., 2011). Par conséquent,
les réponses immunitaires et inflammatoires enrichies, tardivement identifiées dans nos analyses,
pourraient étre a 1’origine de cette gliose locale observée, et expliquer 1’absence de détection d’une
gliose réactionnelle massive méme a un stade avancé dans nos résultats de qPCR.

D’autre part, la catégorie « processus développementaux » suggére que de potentiels
mécanismes régénératifs pourraient prendre place au sein des NMCS affectés. L’analyse poussée
des geénes de ces catégories, et de leurs profils d’expression, pourrait permettre d’envisager de
manipuler les voies de signalisations correspondantes pour tenter de renforcer ces tentatives de
régénération endogenes, afin de protéger plus efficacement les NMCS. De plus, les processus de
régénération ne sont pas spécifiques aux NMCS puisqu’il a ét€¢ montré qu’ils opeérent également
dans la moelle épiniere (Chi et al.,, 2006). Ainsi, 1’identification de genes communs permet

d’envisager la protection combinée de ces deux populations neuronales.

Dans leur globalité, ces données suggerent que les processus dégénératifs activés dans les
NMCS induiraient des réponses immunitaires et neuroinflammatoires tardives ainsi qu’une

réactivation des processus développementaux.
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4.3 L’analyse RNA-seq révele différents profils d’expressions géniques

Si I’analyse d’enrichissement permet de rendre compte des grandes fonctions biologiques
et cellulaires mises en jeu lors de la perte des NMCS, une analyse plus détaillée des profils géniques
est nécessaire pour I’identification de genes candidats (cf. publication 1, fig. 5 et 6). Une analyse
temporelle des profils d’expression des geénes significativement dérégulés est particulierement
pertinente pour ce processus de sélection. Elle permet, d’une part, d’écarter des genes dont
I’expression est faible et fluctuante et, d’autre part, de conserver des genes dont I’expression est
considérablement modifiée en comparaison des NCP. Un ensemble de geénes a été retrouveé
surexprimé de facon constante a tous les ages parmi lequel se trouvent des genes impliqués dans la
croissance cellulaire, le développement, la morphogénese, la réparation tissulaire (Emb, Fgf9,
Tekt5), la survie (Parml) ou le métabolisme (Gmpr, Nrip3) (cf. publication 1, fig. 6). Ce profil
pourrait ainsi refléter une réaction cellulaire maintenue dans le temps en réponse a la présence
d’une protéine mutée. Cette réponse se traduirait par 1’activation de voies de signalisation
impliquées dans la survie en réponse a des altérations métaboliques. Parallelement, il a été observé
un ensemble de génes dont 1’expression, augmentée des 30 jours, continue de s’accroitre au cours
du temps (cf. publication 1, fig. 6). Parmi eux se trouvent des génes impliqués dans le remodelage
de la matrice extracellulaire (Adamtsl5), la régulation de canaux (LAfpl5) ou encore impliqués dans
I’autophagie (Tmem74) (ct. publication 1, fig. 6). Ces altérations pourraient refléter une atteinte du
fonctionnement cellulaire et la mise en place d’une altération morphologique, telle que I’atteinte
précoce des dendritiques apicales décrite dans la littérature (Fogarty et al., 2015, 2016; Jara et al.,
2012; Saba et al., 2015). En outre, des genes impliqués dans le mécanisme de 1’autophagie ont
également été identifiés dans le cortex frontal et la moelle épiniére des souris Sod1**® (Nassif et
al., 2014). Le gene Lhfpl5 est un régulateur de canaux ioniques K+ de mécanotransduction connu
pour étre exprimé dans les cellules ciliées de 1’oreille interne (Xiong et al., 2012). Sa surexpression
pourrait étre associée a I’hyperexcitabilité corticale décrite dans la littérature (Blair et al., 2010;
Menon et al., 2017; Menon, Kiernan, et al., 2015; Shibuya et al., 2017; Vucic et al., 2008; Vucic &
Kiernan, 2006). En effet, ’augmentation de Lhfpl5 dans les NMCS pourrait entrainer un
changement de 1’équilibre Na+/K+ dans la cellule, avec une entrée plus importante de K+
conduisant a une augmentation sa concentration en intracellulaire. L’ouverture des canaux K+
voltage dépendants, lors d’un potentiel d’action, pourrait alors conduire a une sortie massive et plus
rapide des ions K+ du fait du fort gradient de concentration. La phase de repolarisation qui serait
alors plus rapide conduirait a 1’établissement plus rapide d’un second potentiel d’action. Ainsi, ces

dérégulations précoces de plus faible ampleur aux ages présymptomatiques et progressant avec la
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maladie pourraient jouer un role important dans le fonctionnement des NMCS aux ages
symptomatiques.

Enfin, il est également observé des genes dont I’expression augmentée, diminue avec le
temps. Parmi eux, se trouvent par exemple des genes impliqués dans la régénération et le
développement (Postn) ou dans le transport et le métabolisme de la vitamine B12 (Amn). La
vitamine B12, qui ne peut étre obtenue que par I’alimentation, est impliquée dans la production
énergétique et le métabolisme des lipides. Rappelons que la SLA se caractérise par une altération du
métabolisme lipidique (Cutler et al., 2002; Henriques et al., 2015; Palamiuc et al., 2015). Ainsi, ce
profil d’expression génique pourrait traduire un mécanisme initial de compensation en réponse a
des altérations cellulaires qui s’épuiserait avec la progression de la maladie. Dans le cas du gene
Amn (Amnion Associated Transmembrane Protein), cela résulterait en une diminution de son
expression entrainant une diminution de I’entrée de la vitamine B12 dans la cellule ainsi qu’une
altération du métabolisme lipidique. Par ailleurs, la diminution de I’expression de génes impliqués
dans de telles voies comme celles de la régénération ou le transport de métabolites importants pour
le bon fonctionnement cellulaire pourrait contribuer a la perte des NMCS.

Concernant les génes sous-exprimés, nous avons essentiellement identifi¢ des génes dont
I’expression est diminuée de maniere constante au cours de la maladie. Parmi eux se trouvent des
genes impliqués dans 1’organisation du cytosquelette (Fnbpl/), dans le métabolisme des héparanes
sulfates et 1’absorption lipidique (Ndst3) ou encore dans la plasticit¢ neuronale (Prssi2).
L’altération de ces génes montre ici encore des signes d’une atteinte métabolique, morphologique et

de connectivité des NMCS en dégénérescence.

La plupart des geénes candidats s€lectionnés sur la base de leur profil d’expression, de leur
pertinence fonctionnelle et des données de la littérature n’ont encore jamais fait 1’objet de
recherches dans le contexte de SLA. De ce fait, ils pourraient apporter de nouvelles connaissances
sur la maladie et notamment sur les mécanismes de dégénérescence des NMCS et potentiellement le
développement de nouvelles stratégies thérapeutiques.

Ainsi, les genes Ndst3 et Fnbpll sont de bons exemples de geénes présentant un profil
pertinent et dont les données de la littérature suggerent qu’ils pourraient avoir un réle important
dans la maladie. Le géne Fnbpll (Formin binding protein I-like), encode une protéine qui interagit
avec des RhoGTPases telle Cdc42 qui module le cytosquelette d’actine et joue un role dans le
transport axonal et la formation des épines dendritiques (Govek et al., 2005). Ainsi, il est possible
que la diminution de I’expression de Fnbpll, révélée par RNA-seq dans les NMCS des souris
Sod1°**F aux 4 ages, entraine une diminution de son interaction avec Cdc42 et par conséquent

perturbe 1’organisation du cytosquelette. L’altération de I’expression de Fnbpll dans les NMCS
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pourrait contribuer a 1’altération des épines dendritiques des NMCS qui ont été mises en €vidence
dans les modéles murins SOD¢%* (Fogarty et al., 2015, 2016; Jara et al., 2012; Nihei et al., 1993;
Saba et al., 2015) ainsi qu’a une altération du transport axonal. Par ailleurs, Lederer et ses
collaborateurs ont également mis en évidence, dans le cortex moteur de patients SLA, des
altérations transcriptionnelles de génes codant pour des composants du cytosquelette (Lederer et al.,
2007). Cela suggere que l’altération du cytosquelette pourrait effectivement €tre un €lément
important de la pathologie qui caractérise les NMCS en condition de SLA comme cela a été décrit
pour les MnS (Introduction, 11.4.6) (Al-Chalabi et al., 1999; Corbo & Hays, 1992; Corrado et al.,
2011). De maniere intéressante, des mutations du gene ALS2 (Alsin Rho Guanine Nucleotide
Exchange Factor) codant pour la protéine Alsine, un autre partenaire de Cdc42, sont a I’origine de
cas familiaux de SLA (Govek et al., 2005), mais également de cas de SLP (Yang et al., 2001).
D’autre part, il a ét¢ montré que la protéine FNBPIL a un réle dans I’autophagie (Huett et al.,
2009). La baisse de ’expression du géne Fnbpll dans les NMCS des souris Sodl“**® pourrait
affecter le processus d’autophagie favorisant ainsi la mise en place d’un environnement toxique
pour les NMCS participant ainsi a leur perte. Enfin, il a ét¢ montré que le géne C9ORF'72, identifié
dans la majorité des cas de SLA familiale (40%) (Corrado et al., 2011; DelJesus-Hernandez et al.,
2011; Majounie et al., 2012; Renton et al., 2011) joue également un réle dans I’autophagie (Ciura et
al., 2016) suggérant bien que ce mécanisme prend une place importante dans la maladie.
Concernant le géne Ndst3 (N-deacetylase/N-sulfotransferase (heparan glucosaminyl) 3), il
se trouve significativement diminué dans les NMCS des souris Sod!%**® comparativement aux
souris sauvages. En outre, il existe a la surface des héparans sulfates qui composent la matrice
extracellulaire, des sites de liaison aux lipides dont la spécificité est définie par des modifications
chimiques catalysées par 1’enzyme Ndst3. Ces héparans sulfates sont impliqués dans le
métabolisme lipidique et notamment I’absorption des lipides. Plus précisément, ces derniers
facilitent le transport des acides gras a travers la membrane plasmique des adipocytes, contribuant
ainsi a I’accumulation intracellulaire de lipides (Bishop et al., 2008; Kolset & Salmivirta, 1999).
Ainsi, la baisse d’expression de Ndst3 pourrait étre a I’origine d’un appauvrissement des NMCS en
acides gras et contribuer a I’altération du métabolisme lipidique qui caractérise les patients SLA
(hypermétabolisme) (Dupuis et al., 2004). Un régime alimentaire riche en lipides a montré un effet
bénéfique sur la survie des souris Sod®*® et des patients SLA, et montre I’importance des lipides
dans la maladie (Dupuis et al., 2004; Wills et al., 2014). Il est ainsi possible d’envisager que la
modification d’expression du géne Ndst3 observée dans les NMCS pourrait jouer un role dans la

perte des NMCS en altérant I’absorption lipidique.
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Dans I’ensemble, I’analyse des données de RNA-seq a permis d’identifier différents profils
de genes altérés. Ces modifications d’expression pourraient étre le reflet d’une réponse cellulaire a
la présence de la protéine SOD1 mutée, d’une diminution de la survie, de la mise en place de
mécanismes de dégénérescence des NMCS, ou encore des tentatives potentielles des NMCS pour
pallier a la dégénérescence, notamment par 1’expression de geénes développementaux. Il est
intéressant de noter que malgré le peu de geénes altérés aux stades présymptomatiques, parmi eux
pourraient se trouver des geénes éventuellement responsables du dysfonctionnement initial, de la
dégénérescence progressive et de la perte ultime des NMCS. Ceci pourrait étre le cas du gene
Scnlb, identifié dans la SLA, et qui se révele étre surexprimé a ces ages-la. Du fait de sa pertinence,

nous avons procédé a une premicre validation de ce gene.

4.4 Méthodes de validation des données RNA-seq

Pour évaluer la force d’une approche transcriptomique et I’exactitude des données
obtenues, une validation des geénes retenus est nécessaire. Elle consiste a vérifier les données,
généralement au travers d’une autre approche. Il peut s’agir d’approches moléculaires telles que la
gPCR, les techniques microfluidiques ou de cellules uniques ou d’approches histologiques telles
que I’hybridation in sifu et I’immunohistochimie. Ces techniques peuvent étre complétées par la

suite par des analyses protéomiques et fonctionnelles.

La premicere validation réalisée a porté sur le géne Scnlb. En effet, ce gene code pour une
sous-unité B des canaux Na+ voltage dépendants (Nav) responsables de I’initiation du potentiel
d’action. La protéine SCN1B régule I’activité¢ des canaux Nav (densité des courants, cinétique et
densité membranaire des canaux Nav) et joue donc un rdle dans I’excitabilité neuronale (Isom,
2001). Chez I’homme et chez la souris, des mutations sont retrouvées dans des cas d’épilepsie,
maladie qui se caractérise par des décharges anormales et excessives des neurones (Helbig, 2015 ;
Chen et al., 2004 ; Brackenbury et al., 2013). Plus précisément, chez la souris, la délétion génétique
(KO) du géne Scnib conduit a des crises épileptiques, une démarche ataxique et un retard de
croissance (Chen et al., 2004 ; Brackenbury et al., 2013). Par ailleurs, le géne Scnlb a été retrouvé
surexprimé dans les neurones mésencéphaliques du noyau trijumeau (Me5) des souris Mecp2””, un
modele murin du syndrome de Rett, une maladie neurodéveloppementale caractéris€ée par des
défauts moteurs. Il a ¢ét€¢ suggéré que ce gene pourrait €tre en partie responsable de
I’hyperexcitabilité des neurones Me5 dans ce modele (Oginsky et al., 2017). Il est donc possible que

R
1 G8e.

la surexpression de Scnlb dans les NMCS issus des souris Sod entraine une hyperexcitabilité

neuronale et contribue a I’hyperexcitabilité corticale observée chez les patients SLA et dans les
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modeles murins des les phases présymptomatiques (Fogarty et al., 2015; Vucic et al., 2008). De
manicre intéressante, une étude récente de transcriptomique par puces a ADN, réalisée sur des tissus
post-mortem de patients SLA, a mis en évidence une augmentation similaire de 1’expression du
gene SCNIB dans D’aire 8 du cortex préfrontal (Andrés-Benito et al., 2017). L’augmentation
d’expression de Scnlb pourrait €tre en partie responsable de I’augmentation persistante des
conductances des canaux Nav qui est associée a la dégénérescence axonale dans la SLA (Vucic &
Kiernan, 2008). Enfin, Iaugmentation de I’expression de Scn/b semble caractéristique du
dysfonctionnement des NMCS, puisque 1’expression de Scnlb est inchangée dans la région de la
moelle épiniére contenant les MnBS de souris SODI9%** présymptomatiques, et significativement
diminuée a un stade symptomatique (Nutini et al., 2011). Ceci souligne la différence des cinétiques

et modes de dégénérescence des NMCS et MnBS.

La validation du géne Scnlb a été réalisée par immunohistochimie, car elle permet de
travailler sur tissu entier, sans avoir a réaliser de purification cellulaire délicate et cotliteuse, tout en
permettant de se concentrer sur un seul type cellulaire (les neurones situés dans la couche V du
cortex moteur par exemple, ou encore les neurones exprimant les protéines CTIP2 ou CRYM).
D’autre part, elle est facilement transposable de la souris a I’homme, et permet d’estimer
rapidement la pertinence des geénes candidats dans la pathologie humaine. Des anticorps déja testés
sur tissus murins et publiés dans la littérature ont été employés pour cette validation.

Cette approche par immunofluorescence permet une premicére validation dérégulation
transcriptionnelle du géne Scnlb révélée par RNA-seq. De méme que pour le géne Scnlb, il est
maintenant envisagé de poursuivre les validations sur tissus murins pour les autres genes candidats
s¢lectionnés. Ces genes candidats seront ensuite validés sur des populations purifiées de NMCS et
NPC a un stade présymptomatique (30 jours) et symptomatique (90 jours), par une technique
récente de microfluidique (« NanoString nCounter ») (Geiss et al., 2008). Les candidats validés par
ces approches sur tissus murins, et pour lesquels il existe des anticorps efficaces, seront évalués sur
tissus cérébraux post-mortem de patients SLA et contrdles. La technologie « NanoString nCounter »
pourra, dans un deuxieme temps, €tre utilisée pour tester 1’expression des mémes genes dans
d’autres populations de NMCS, purifiés a partir du cortex cérébral d’autres modéles murins de
SLA, ou encore de PSH, de maniére a mettre en évidence des mécanismes moléculaires communs
et/ou uniques a ces maladies neurodégénératives qui affectent sélectivement les NMCS.

A terme, ce projet de recherche vise & développer de nouvelles stratégies thérapeutiques

orientées vers le maintien d’une population saine de NMCS.
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5. Purification de populations spécifiques de neurones corticaux, une
nouvelle approche nécessaire pour ’acces au répertoire génique
individuel

5.1 L’apport des études du développement cortical dans la mise en place de
nouveaux outils destinés aux études de pathologies neurodégénératives

Les ¢tudes du développement cortical ont permis ’avénement de méthodes permettant
d’isoler des neurones corticaux spécifiques et ainsi des avancées considérables dans ce domaine.
Ces méthodes reposent sur la purification par tri cellulaire par FACS de sous-populations
neuronales corticales marquées de facon rétrograde avec des traceurs spécifiques (Katz & larovici,
1990), au stade embryonnaire (Arlotta et al., 2005; Catapano et al., 2001) et au stade postnatal
(Arlotta et al., 2005; Catapano et al., 2001; Junger & Junger, 1998; Ozdinler & Macklis, 2006).
L’analyse transcriptionnelle de ces populations neuronales individuelles purifiées a ainsi permis la
découverte de nouveaux marqueurs moléculaires spécifiques qui constituent aujourd’hui de
précieux outils moléculaires pour I’étude de ces sous-populations, qu’il s’agisse de leur
spécification au stade embryonnaire (Arlotta et al., 2005), ou de leur atteinte sélective en conditions
pathologiques. Cependant, ces approches, malgré leur énorme potentiel technique, sont restées
limitées a I’étude de neurones corticaux immatures, tels que les NMCS, dans le domaine du
développement cortical (Arlotta et al., 2005; Catapano et al., 2001; Junger & Junger, 1998;
Molyneaux et al., 2009, 2015; Ozdinler & Macklis, 2006).

Aucune étude n’a porté jusqu’a présent, sur la purification et 1’é¢tude des neurones
corticaux adultes dans les pathologies neurodégénératives. Confrontés a ce manque, nous avons
décidé de tirer profit de ces outils techniques et de les adapter pour la premiére fois a une

problématique purement neurodégénérative, a 1’age adulte (Marques et al., en cours de rédaction).

5.2 Développement d’une nouvelle méthode de purification de populations
spécifiques de neurones corticaux a partir de cerveaux de souris adultes
individuels.

Nous avons récemment développé une approche expérimentale permettant, pour la
premicre fois, la purification par FACS de populations spécifiques de neurones corticaux adultes a
partir d’un cerveau de souris. Cette méthode a été appliquée a la population de NMCS et de NCP
afin d’analyser leur profil d’expression génique en condition saine et pathologique. Elle a montré
son efficacité, dans le cadre de notre précédente ¢tude, en mettant en évidence des mécanismes
moléculaires responsables de la dégénérescence des NMCS dans la SLA par séquencage de leurs

ARN (RNA-seq) (Marques et al., en cours de rédaction).
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Le protocole décrit ici est extrémement délicat, car il repose sur une série d’optimisations
de techniques difficiles qui s’inspirent de travaux précédemment développés chez les rongeurs au
stade embryonnaire, aux premiers ages postnataux (Arlotta et al., 2005) et a I’age adulte (Brewer &
Torricelli, 2007; Guez-Barber et al., 2012). L’étude se rapprochant le plus de nos conditions est
celle menée par Arlotta et ses collegues (2005) ou des NMCS agés de 14 jours ont été récoltés a
partir d’un cerveau de souris. Cette ¢tude souligne la difficulté de trier les NMCS chez des animaux
agés de 14 jours (P14) en modifiant leur protocole utilis¢é pour des stades embryonnaires, avec
notamment ’ajout d’une étape de fixation avant le FACS et en collectant un nombre beaucoup plus
faible de neurones (entre 10 000 et 30 000 NMCS a P2 et P6 contre 1000 NMCS a P14) (Arlotta et
al., 2005). De ce fait, nous avons, a leur exemple, décidé de fixer les cellules apres dissociation.

La technique de FACS a également été appliquée a des neurones striataux adultes en
utilisant des souris transgéniques exprimant une protéine fluorescente verte (GFP, green fluorescent
protein) sous le contrdle de promoteurs de genes spécifiquement exprimés dans ce type cellulaire
(Lobo et al., 2006) ou chez le rat en utilisant des anticorps contre des protéines intracellulaires ou
extracellulaires (Guez-Barber et al., 2012). Toutefois, ces méthodes ont également nécessité
’utilisation de plusieurs cerveaux (2 a 4) pour obtenir une quantité suffisante de cellules. Une étude
avait ét¢ menée par Srinivasan et ses collaborateurs sur un seul cerveau murin. Cependant, celle-ci
n’a servi qu’a purifier la population totale de neurones corticaux du fait de I’utilisation d’un
anticorps spécifique de tous les neurones (NeuN) et non une population neuronale corticale
spécifique (Srinivasan et al., 2016). Nous avons cependant tiré profit d’un certain nombre
d’¢léments de ces deux dernieres études. Ainsi, des pipettes Pasteur, de diametres décroissants ont
¢té choisies en prenant en compte le diametre moyen des NMCS (25 um) afin d’éviter la lyse
cellulaire. Un gradient de densit¢ de Percoll (Guez-Barber et al., 2012) a ¢été appliqué afin
d’¢éliminer les débris cellulaires et réduire de 60% la durée de tri de FACS. Ceci représente un
avantage majeur pour des études nécessitant une analyse transcriptionnelle et par conséquent une
préservation des ARN de la dégradation. Bien que Brewer et Torricelli (Brewer & Torricelli, 2007)
n’aient pas procédé a un tri cellulaire des neurones adultes, ils ont utilis¢ un milieu de culture
d’osmolarité et de pH contrélé (Brewer & Price, 1996) que nous avons également utilisé puisqu’il
permet d’assurer la viabilité cellulaire en dehors d’incubateurs spécifiques. D’autre part, le tri
cellulaire par FACS est une technique stressante pour les cellules et peut de ce fait contribuer a la
modification de leurs caractéristiques moléculaires (Arlotta et al., 2005; Lobo et al., 2006). En
outre, 1’utilisation de NMCS adultes moins résistants a la dissociation cellulaire et dans un contexte
de neurodégénérescence apporte un degré de complexité supplémentaire pour I’obtention de cellules

intégres. La fixation cellulaire a 1’éthanol (Srinivasan et al., 2016) réalisée aprés dissociation permet
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de figer ces mécanismes et limiter leurs modifications, avec une bonne préservation des ARN,
contrairement au paraformaldéhyde. L.’adaptation des parametres de FACS en utilisant une buse de
tri de diametre 100wm, une pression de 12 (psi) et une vitesse de 400 événements par seconde a
permis de procéder a un tri plus lent et plus doux des cellules. Enfin, le tissu est trait¢ en 2h30
environ, de la microdissection du cerveau a la fixation de la suspension cellulaire avec de 1’éthanol.
Il est important d’effectuer ce protocole en un temps relativement court et a basse température afin

d’assurer la viabilité cellulaire et préserver le profil d’expression génique.

L’optimisation de la dissociation cellulaire et la purification des NMCS par FACS
permettent de collecter de 700 a 2500 cellules par cerveau. Cette variabilité observée peut
s’expliquer par la qualit¢ du marquage rétrograde réalisé (nombre de cellules marquées et intensité
de la fluorescence) et de I’étape de trituration. Ce rendement cellulaire apparait relativement
important lorsque 1’on prend en considération la grande fragilité et vulnérabilité des neurones
corticaux et notamment des NMCS due en partie a la grande taille de leurs corps cellulaires et leurs
longs axones. En outre, ce rendement apparait d’autant plus acceptable si ’on considére que cette
purification provient d’un seul cerveau de souris adulte, une petite espece par rapport a d’autres
mammiferes tels que le rat (Dugas et al., 2008). Ce rendement permet d’obtenir 1 a 2,7 ng d’ARN,
avec une intégrité de 6 (RIN; RNA integrity number), soit une quantité suffisante pour le
séquengage (1 a 100 ng requis par la plateforme de séquencage). Afin de perdre le moins possible
d’ARN et de préserver au mieux leur intégrité, nous avons fait le choix de procéder a une synthese
directe d’ADN complémentaire (ADNc) a partir des culots cellulaires. Enfin, [’étape
d’amplification de I’ADNc nécessaire pour le séquencage de I’ARN a été optimisée de facon a
générer une quantité¢ suffisante, mais non excessive de matériel afin ne pas altérer 1’information
transcriptionnelle. Les points techniques que nous venons d’aborder sont a prendre en compte en
fonction de la nature de la question biologique. Par exemple, I’application de ce protocole a notre
¢tude (Marques et al., publication 1) ne rend pas cette technique optimale pour 1’analyse d’ARN
non codant.

Pour finir, en se limitant & un animal par point, la «régle des trois R » des comités
d’¢éthique (Raffinement, Réduction and Remplacement) est respectée, le nombre de chirurgies et de
purifications se trouve par conséquent largement diminué et cela permet également de limiter
I’é¢tude a un seul sexe et d’obtenir des résultats statistiquement plus fiables. En permettant la
purification de neurones corticaux adultes en condition saine, mais également pathologique, cette
méthode permet d’aborder de nouvelles problématiques dans un contexte de maladies
neurodégénératives a I’age adulte, telles que 1’¢tude des maladies SLP ou PSH qui présentent toutes

deux une atteinte des NMCS. Il serait également envisageable d’étudier d’autres populations
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cellulaires telles que les interneurones corticaux exprimant la PV (Nihei et al., 1993) ou la SST

(Zhang et al., 2016), également atteints dans la pathologie.

5.3 Validation de la méthode développée

La qualit¢ de notre purification a ¢été validée par trois approches différentes :
microscopique, PCR et RNA-seq.

L’observation microscopique, avant et aprés FACS, a montré un enrichissement en cellules
d’intérét. En effet, dans la suspension cellulaire dissociée, un mélange de cellules fluorescentes et
non fluorescentes est observé. En revanche, apres tri cellulaire, la suspension contient uniquement
des cellules fluorescentes, signe d’une bonne purification de notre population d’intérét (cf.
publication 2, fig. 6).

La qualité de la purification et de I’identité des cellules triées ont été¢ confirmées par qPCR
et RNA-seq. Un enrichissement de I’expression de genes exprimés par les neurones de la couche V
du cortex, notamment les NMCS a été obtenu dans la population cellulaire marquée par rapport a la
population controle (cf publication 2, fig. 6). De méme, un enrichissement de 1’expression de génes
exprimés par les NCP a été observé. En revanche, il n’a pas été observé d’enrichissement de
I’expression de genes spécifiques de populations d’interneurones, d’astrocytes et des microglies
présentes dans les mémes couches corticales des deux populations triées (résultats non montrés).

Dans I’ensemble, 1’observation microscopique et les données transcriptionnelles valident la

pureté et I’identité des NMCS et des NCP triés par cytométrie en flux.

5.4 La cytométrie de flux, une méthode de choix pour la purification des
neurones corticaux adultes et ’analyse transcriptomique

Le FACS nécessite une plate-forme de cytométrie de flux et peut généralement trier des
milliers de cellules dans un temps relativement court (Cahoy et al., 2008; Lobo et al., 2006; Marsh
et al., 2008). Cette technique permet de détecter simultanément plusieurs spectres de fluorescence
et, par conséquent, de multiples marqueurs fluorescents cellulaires. Ceci est particuliérement utile
¢tant donné que de nombreux types de cellules, notamment dans le cortex cérébral, ne peuvent étre
identifiés que par I’expression combinatoire de plusieurs génes (Arlotta et al., 2005; Molyneaux et
al., 2015). En outre, les propriétés de dispersion de la lumiere mesurées par le FACS permettent de
renseigner la taille de la cellule, la morphologie et la complexité intracellulaire (granularité). Le
FACS permet donc une analyse multiparamétrique d’un ensemble de propriétés cellulaires.

Cependant comme vu précédemment, cette technique est assez stressante pour les neurones matures
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(Arlotta et al., 2005; Lobo et al., 2006) et de ce fait peut s’avérer ne pas étre optimale pour certaines

études qui ne permettent pas une fixation cellulaire telle que la culture cellulaire.

Les méthodes alternatives actuelles s’appuient sur 1’aspiration manuelle de cellules
fluorescentes (Hempel et al., 2007; Sugino et al., 2006), le gradient de densité (Brewer & Torricelli,
2007), et ’immunopanning de neurones avec des anticorps spécifiques (Cahoy et al., 2008; Zhang,
Chen, et al., 2014) ou combiné¢ au marquage rétrograde (Dugas et al., 2008; Mandemakers, 2014).
Ces techniques, bien que moins cotiteuses et plus douces que le FACS présentent cependant des
inconvénients. L’aspiration manuelle des cellules a 1’aide d’une pipette en verre permet, tout
comme le FACS, d’obtenir des échantillons de haute pureté¢ (Hempel et al., 2007), ce qui en fait une
méthode bien adaptée a I’étude transcriptomique. Cependant, la purification est longue, tres
fastidieuse, nécessite une personne trés compétente, et ne permet I’obtention que d’un faible
nombre de cellules (une centaine en moyenne) (Hempel et al., 2007; Sugino et al., 2006).

Contrairement au FACS et a la technique manuelle, la technologie d’immunopanning ne
repose pas sur un signal fluorescent pour détecter des populations cellulaires spécifiques (Barres et
al., 1988). Elle nécessite néanmoins 1’existence d’anticorps qui reconnaissent spécifiquement des
protéines de surface de la population cellulaire d’intérét. Cette méthode est donc limitée aux types
cellulaires pouvant étre identifiés par un antigene de surface et dont un anticorps existe, ce qui n’est
pas le cas des neurones corticaux qui ne présentent pas de marqueurs géniques spécifiques d’une
seule population neuronale. Cette technique a donc uniquement permis, au niveau cortical, la
purification de grands types cellulaires tels que les astrocytes, les microglies et les neurones (Zhang,
Chen, et al.,, 2014). La puret¢ de la population cellulaire résultante dépend également de la
spécificité de 1’anticorps. Certaines études ont contourné ce probléme en introduisant un antigeéne de
surface cellulaire exogene, pour lequel un anticorps hautement spécifique existe (Dale et al, 1995),
dans une population cellulaire par le biais d’un transport rétrograde de cet antigéne. Dugas et ses
collaborateurs (2008) ont utilis¢ la toxine du choléra B (CTB) adsorbée a des microbilles
fluorescentes (Mandemakers, 2014) pour identifier et purifier les NMCS. Néanmoins, du fait de la
digestion des CTB de surface par I’enzyme papaine lors de 1’étape de dissociation cellulaire et du
temps relativement long pour permettre le recyclage des CTB intracellulaires a la surface apres
traitement, cette méthode ne semble pas appropriée pour 1’isolement de neurones matures. En effet,
ces derniers nécessitent d’étre traités rapidement, ce qui se refléte dans les résultats obtenus a P10
ou un rendement trop faible de cellules a été obtenu (Dugas et al., 2008). Enfin, I’isolement de
cellules par gradient de densité ne permet la purification que de grands types cellulaires (neurone,

microglie, astrocyte).
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Par ailleurs, une alternative a 1’isolement cellulaire sans tri cellulaire est la microdissection
par capture laser. En effet, elle permet d’extraire un type cellulaire a partir de sections tissulaires
fixées ou congelées (Datta et al., 2015; Kamme et al., 2003; Tietjen et al., 2003). Néanmoins, la
découpe cellulaire est longue, laborieuse et reste assez grossiere ce qui conduit a une contamination
importante des échantillons.

Ainsi par rapport a ces techniques, le FACS semble étre la méthode la plus appropriée pour

purifier des neurones corticaux adultes dont les NMCS recherchés dans notre étude.

Par ailleurs, d’autres méthodes que le FACS offrent la possibilit¢ d’isoler des ARN, telles
que la microdissection par capture laser (dont nous venons de parler) et la technique de purification
de ribosomes marqués génétiquement (TRAP, Translating ribosome affinity purification). La
microdissection par capture laser est utile pour 1’analyse de 1I’expression des genes de cellules issues
de tissus post-mortem humains fixés ou congelés. Cependant, elle fournit de faibles quantités
d’ARNm imposant une amplification ¢élevée (Datta et al., 2015). La technique TRAP permet quant
a elle de collecter directement les ARNm de neurones spécifiques a partir d’homogénats tissulaires
obtenus de souris transgéniques (Heiman et al., 2014; Sanz et al., 2009). Ainsi, la TRAP ne donne
I’acces qu’a I’é¢tude d’une seule population cellulaire ou elle ne détecte que les ARNm associés aux
ribosomes marqués et ne permet pas d’avoir acces aux ARN non codants et aux protéines (Heiman
et al., 2014; Sanz et al., 2009). En outre, étant donné qu’elle nécessite I’utilisation de lignées de
souris spécifiques, les méthodes citées précédemment sont actuellement applicables a un éventail
plus large de types cellulaires. Néanmoins de nouvelles lignées de souris compatibles avec cette
technique se développent et permettent par exemple 1’isolement d’ARN de neurones cortico-
striataux de la couche V (Schmidt et al., 2012). A plus long terme, cette méthode pourra élargir son
spectre d’application a d’autres types cellulaires, dés lors que des promoteurs uniques pourront étre

identifiés.

5.5 Un protocole, un éventail d’applications

Notre méthode initialement développée pour purifier les NMCS chez des souris adultes en
condition saine ou pathologique en vue de leur analyse transcriptionnelle par RNA-seq (Marques et
al., publication 1) peut se préter a d’autres applications.

En effet, cette méthode peut s’appliquer a 1’étude de toute population neuronale corticale
adulte pouvant étre identifiée dans un contexte de recherche fondamentale ou appliquée telle que les
maladies neurodégénératives ou neurologiques. Elle peut étre utilisée également pour purifier des

neurones d’autres régions cérébrales du cerveau de souris (Lobo et al., 2006). Bien que cette
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méthode soit basée sur I’identification des NMCS par injection rétrograde de microbilles
fluorescentes vertes, il est possible a présent d’envisager le marquage des NMCS par d’autres
méthodes alternatives telles que le marquage génétique. Plusieurs lignées de souris transgéniques
rapportrices sont disponibles et sont utilisées pour étudier différents types cellulaires du SNC tels
que les neurones corticaux. Parmi ces lignées se trouvent les souris Thyl-YFP qui expriment la
protéine fluorescente YFP (yellow fluorescent protein) sous le controle du promoteur du gene Thy!
(exprimé dans les neurones de projection cérébraux), et sont utilisés pour marquer et étudier les
neurones corticaux, tels que ceux de la couche V (Feng et al., 2000; Fukuda et al., 2006; Oray et al.,
2004; Sugino et al., 2006; Yasvoina et al., 2013; Yu et al., 2008). Ces lignées ont été employées
pour étudier le systtme moteur dans la SLA par des croisements avec des modeles murins SOD/
(Ozdinler et al., 2011; Schaefer et al., 2005) ou dans les Iésions de la moelle épini¢re (Bayere et al,
2005). Parmi ces lignées se trouvent également les souris UCHLI-eGFP dans lesquelles le
promoteur du géne UCHLI permet I’expression du géne codant pour la protéine eGFP dans les
neurones a projection sous-cérébrale de la couche V dont les NMCS (Yasvoina et al., 2013). De
plus, des souris SOD1-UeGFP ont été générées (Yasvoina et al., 2013). Ces rapporteurs pourraient
étre utilisés, en combinaison avec le marquage rétrograde, afin de purifier avec la technique
développée, les neurones GFP-positifs de la couche V parallelement aux NMCS doublement
marqués afin de rechercher s’il existe un géne dont 1’expression serait limitée aux NMCS. Si un tel
gene existe, alors il serait alors possible de générer une lignée de souris transgéniques rapportrices
NMCS-spécifique.

Enfin, comme ce protocole a ét¢ optimisé¢ pour de petites quantités cellulaires et a été
appliqué avec succes sur un seul cerveau de souris plus petit que d’autres rongeurs, cette méthode
pourrait étre utilisée pour d’autres especes telles que le rat.

Le protocole développé permet 1’extraction d’ARNm ou la synthese directe d’ADNc apres
tri cellulaire. Différentes techniques d’analyse d’expression de génes peuvent étre effectuées en
aval, telles que la qPCR (Ozdinler & Macklis, 2006), les puces 3 ADN (Arlotta et al., 2005;
Catapano et al., 2001; Molyneaux et al., 2009), la technologie microfluidique ou encore le
séquengage de cellules uniques (« single cell ») (Tasic et al., 2016). Cependant, il est important de
souligner que I’application de ce protocole est fonction de la nature de la question biologique et du
rendement de I’ARN souhaité, qui dépend de I’abondance du type de cellule utilisé. L application
de ce protocole a I’objet de notre étude a permis de comparer le profil d’expression génique des
NMCS sains ou pathologiques afin de déméler les processus cellulaires impliqués dans leur
dégénérescence. La technique de RNA-seq a été utilisée puisqu’elle permet un séquengage profond
de I’ARN, est plus sensible que les puces a ADN et peut étre appliquée a de petites quantités
d’ARN.
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Ce travail de these s’est construit dans un contexte ou la recherche sur la SLA subit une
transition, avec les reconsidérations a la fois d’idées admises et d’hypothéses oubliées. Bien que
I’émergence de preuves génétiques, fonctionnelles et histologiques pointe vers un role initiateur du
cortex cérébral et I’hypothése d’une dégénérescence antérograde, la dynamique spatio-temporelle
de la dégénérescence des NMCS et les mécanismes moléculaires qui la sous-tendent restent
largement méconnus. Dans ce contexte, ce projet de thése a reposé sur trois grandes questions : /)
Par quelle dynamique spatio-temporelle dégénérent les NMCS dans le modéle murin Sod1°**% ? 2)
Dans quel environnement cortical se produit cette neurodégénérescence? 3) Quels sont les
mécanismes moléculaires qui sous-tendent la dégénérescence sélective des NMCS au cours de la
SLA ?

La combinaison de marquage rétrograde et d’une quantification précise et rigoureuse de la

population totale de NMCS ou de NMCSy omb a mis en évidence que les souris Sod %

récapitulent
la relation somatotopique entre les atteintes corticales et spinales décrite chez les patients atteints de
SLA, et indique que, chez ces animaux, la dégénérescence suit une progression descendante, du
cortex cérébral vers la moelle épiniere et les muscles. Ces résultats apparaissent d’autant plus
pertinents lorsque I’on considere les différences d’organisation du TCS qui existent entre ’homme
et la souris. Il est possible d’envisager que cette dynamique spatio-temporelle de dégénérescence
des NMCS chez la souris puisse n’étre qu’une version atténuée de la réalit¢ humaine. En effet chez
I’homme, I’existence d’un nombre bien plus important de connexions monosynaptiques pourrait
entrainer une dynamique de dégénérescence bien plus prononcée. Néanmoins, les similarités

, \ . R
observées entre notre modéle murin Sod1°%*

et les patients suggerent fortement que les neurones
NMCS dégénéreraient selon les mémes mécanismes et justifient le regard porté sur les mécanismes

moléculaires extrinséques et intrinseques qui régissent leur dégénérescence dans ce modele.

La caractérisation de I’environnement cortical entreprise, bien que préliminaire, semble
suggérer que les NMCS dégénerent dans un environnement différent de celui des MnBS. Elle laisse
envisager la possibilit¢ d’une dégénérescence de ces deux populations selon des mécanismes
moléculaires qui leurs seraient propres. Ces premieres données soulignent 1’intérét d’étudier plus
précisément la facon dont les NMCS meurent au cours de la maladie. Ces derniéres complétées par
les analyses transcriptionnelles et histologiques des tissus corticaux a différents ages permettront,
une meilleure compréhension des mécanismes extrinséques qui prennent place lors de la
dégénérescence des NMCS. Cette caractérisation combinée a I’identification des mécanismes
intrinseques de dégénérescence des NMCS permettra d’avoir une meilleure compréhension de leur

physiopathologie.
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L’approche expérimentale développée a permis de purifier, pour la premiére fois, des
NMCS adultes, sains et en conditions pathologiques afin d’identifier les mécanismes moléculaires
qui déclenchent sélectivement le dysfonctionnement et la mort de ces neurones au cours de la SLA.
L’exploration des données transcriptomiques provenant de ces populations nous a permis d’établir
une premiere liste de 21 génes candidats. Des acteurs moléculaires nouveaux et précoces ont été
identifiés et fournissent ainsi une base pour le développement d’approches thérapeutiques basées
sur le maintien de NMCS sains et fonctionnels. A 1’heure actuelle, une premiére validation de ces
genes candidats par immunohistologie est réalisée. Celle-ci va prochainement étre complétée par
une analyse transcriptionnelle sur des populations purifiées de NMCS et de NPC a un stade
présymptomatique et symptomatique afin de valider les altérations précoces et/ou tardives qui ont
¢té identifiées par RNA-seq. Les genes candidats validés seront ensuite testés sur des tissus
corticaux humains de patients SLA, pour vérifier leur pertinence dans la pathologie humaine. A plus
long terme, les meilleurs candidats seront soumis a des analyses fonctionnelles dans des mod¢les
simplifiés in vitro et in vivo chez le rongeur, par des approches de gain ou perte de fonction et/ou

des approches pharmacologiques afin de comprendre leur implication dans la mort des NMCS.

Ainsi, ce projet de thése ouvre la voie vers la découverte de mécanismes (intrinseéques et
extrinseéques) responsables de la dégénérescence spécifique des NMCS dans la SLA, destinés a
informer le développement de nouvelles stratégies thérapeutiques orientées vers le maintien d’une
population saine et fonctionnelle de NMCS, dans cette pathologie, mais également dans d’autres

maladies neurodégénératives affectant les NMCS, telles que la SLP ou la PSH.
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ABSTRACT

Amyotrophic Lateral Sclerosis is a fatal neurodegenerative disease with paralysis resulting from
dysfunction and loss of motor neurons. A common neuropathological finding is attrition of motor
neuron dendrites, which make central connections vital to motor control. The chromatin remodelling
complex, neuronal Brgl-associated factor complex (nBAF), is critical for neuronal differentiation,
dendritic extension and synaptic function. We have identified loss of the crucial nBAF subunits Brgl,
BAF53b and CREST in cultured motor neurons expressing FUS or TDP-43 mutants linked to familial
amyotrophic lateral sclerosis. When plasmids encoding wild type or mutant human FUS or TDP-43
were expressed in motor neurons of dissociated spinal cord cultures prepared from E13 mice, mutant
proteins in particular accumulated in the cytoplasm. Immunolabelling of nBAF subunits was reduced in
proportion to loss of nuclear FUS or TDP-43 and depletion of Brgl was associated with nuclear
retention of Brgl mRNA. Dendritic attrition (loss of intermediate and terminal dendritic branches)
occurred in motor neurons expressing mutant, but not wild type, FUS or TDP-43. This attrition was
delayed by ectopic over-expression of Brgl and was reproduced by inhibiting Brgl activity either
through genetic manipulation or treatment with the chemical inhibitor, PFI-3, demonstrating the
importance of Brgl to maintenance of dendritic architecture. Loss of nBAF subunits was also
documented in spinal motor neurons in autopsy tissue from familial amyotrophic sclerosis (CYORF72
with G,C> nucleotide expansion) and from sporadic cases with no identified mutation, pointing to

dysfunction of nBAF chromatin remodelling in multiple forms of ALS.

Christine MARQUES 250



ANNEXES

Annexe 3. Publication N°2 (sous presse) issue de travaux en
collaboration

Degeneration of serotonin neurons triggers spasticity in amyotrophic lateral sclerosis

Hajer El Oussini, PhD'?, Jelena Scekic-Zahirovic, MD, PhD'?, Pauline Vercruysse, PhD"*?, Christine Marquesl‘z,
Sylvie Dirrig-Grosch, PhD“’z, Stéphane Dieterlél’z, Gina Picchiarelli1’2, Jérome Sinnigerl’2, Caroline Rouaux, PhD'?

& Luc Dupuis, PhD'?
! INSERM UMR-S1118, faculté de médecine, Strasbourg, 67085 France.

Université de Strasbourg, fédération de Médecine Translationnelle, Strasbourg, France.

Department of Neurology, University of Ulm, Germany.

Corresponding author: Dr. Luc Dupuis

Corresponding author’s address: Inserm UMR-S1118,

Faculté de médecine, 11 rue Humann, 67085 Strasbourg, cedex, France

Corresponding author’s phone and fax: +33 3 68 85 30 82; +33 3 68 85 30 65

Corresponding author’s e-mail address: ldupuis(@unistra.fr

Running head: serotonin neurons and spasticity in ALS

Number of words in abstract: 231
Number of words in main text: 4183
Number of figures: 6

Number of tables: 0

Christine MARQUES 251



ANNEXES

ABSTRACT (231 words)

Objective: Spasticity occurs in a wide range of neurological diseases, including neurodegenerative diseases, after trauma
or after stroke and is characterized by increased reflexes leading to muscle hypertonia. Spasticity is a painful symptom
and can severely restrict everyday life, but might also participate in maintaining a low level of motor function in severely
impaired patients. Constitutive activity of the serotonin receptors 5-HT,p/c is required for the development of spasticity
after spinal cord injury or during amyotrophic lateral sclerosis (ALS). We sought here to provide direct evidence for a

role of brainstem serotonin neurons in spasticity.

Methods: SOD1(G37R) mice expressing a conditional allele of an ALS-linked SOD1 mutation were crossed to Tph2-
CRE mice expressing CRE in serotonergic neurons. Measurement of long lasting reflex using EMG, behavioural follow

up and histological techniques were used to characterize spasticity and motor phenotype.

Results: Deleting mutant SOD1 expression selectively in brainstem serotonin neurons was sufficient to rescue loss of
TPH2 immunoreactivity and largely preserve serotonin innervation of motor neurons in the spinal cord. Furthermore,
this abrogated constitutive activity of 5-HT,p,c receptors and abolished spasticity in end-stage mice. Consistent with

spasticity mitigating motor symptoms, selective deletion worsened motor function and accelerated the onset of paralysis.

Interpretation: Degeneration of serotonin neurons is necessary to trigger spasticity through the 5-HT,p/c receptor. The

wide range of drugs targeting the serotonergic system could be useful to treat spasticity in neurological diseases.
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Dégénérescence des Neurones Moteurs Cortico-Spinaux dans
un modele murin de Sclérose Latérale Amyotrophique :
dynamique spatio-temporelle et mécanismes moléculaires

La sclérose latérale amyotrophique (SLA) se définit cliniquement par la dégénérescence combinée
des neurones moteurs cortico-spinaux (NMCS) et des motoneurones bulbaires et spinaux (MnB et
MnS). Quoique I'idée d’une origine corticale de la SLA soit de plus en plus considérée, la pathologie
corticale, la dynamique spatio-temporelle de la dégénérescence des NMCS et les voies moléculaires
impliquées restent peu connues. Ce travail de thése a essentiellement cherché a pallier ce manque.
Nous avons montré que chez les souris Sod71°%F |a perte des NMCS, qui semble se produire en
'absence de gliose réactionnelle majeure, se manifeste de maniére somatotopique et précéde
I'apparition des symptdomes moteurs et la dégénérescence des MnS. Nous avons purifié, grace au
développement d'un nouveau protocole, les NMCS adultes du cortex cérébral de souris saines ou
malades a quatre stades de la maladie. L’analyse RNA-seq a permis d’identifier de nouveaux acteurs
moléculaires précoces pouvant fournir une base pour le développement d'approches thérapeutiques
fondées sur le maintien de NMCS sains et fonctionnels, et a long terme, a initier des stratégies

thérapeutiques alternatives pour la SLA.

Mots clés: Neurones Moteurs Cortico-Spinaux, Cortex Cérébral, Transcriptomique, Sclérose

Latérale Amyotrophique

Amyotrophic lateral sclerosis (ALS) is clinically defined as the combined degeneration of the cortico-
spinal motor neurons (CSMN) along with the bulbar and spinal motor neurons (BMN and SMN). While
a growing body of evidence points to the cerebral cortex as the potential initiation site of ALS, little is
known about the cortical pathology, the spatio-temporal dynamics of CSMN degeneration, and the
molecular pathways involved. This thesis work aimed at filling this knowledge gap. In Sod1°%R we
showed that CSMN loss seems to take place without major gliosis, occurs in a somatotopic manner
and precedes motor symptom appearance and SMN degeneration. We purified, thanks to the
development of a novel protocol, adult CSMN from the cerebral cortex of healthy or diseased mice
from early presymptomatic ages to the end stage of the disease. The RNA-seq analysis has made it
possible to identify new and early molecular players in ALS. This would provide a foundation for the
development of therapeutic approaches based on the maintenance of healthy and functional CSMN,

and, on the long run, may in turn inform the development of alternative therapeutic strategies for ALS.

Keywords: Corticospinal Motor Neurons, cerebral cortex, transcriptomics, Amyotrophic lateral

sclerosis




